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RESUMO
Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar os aspectos da interacdo das Binder of SPerm proteins
(BSP) presentes no plasma seminal de caprinos e as principais proteinas do leite; 2) determinar se as
BSP homoélogas do plasma seminal de equinos, suinos e ovinos possuem propriedades de ligacao as
proteinas do leite semelhante as BSP bovinas; 3) investigar a interacdo das proteinas do plasma seminal
de caprinos e os componentes dos diluidores a base de lecitina de soja; 4) identificar as proteinas do
plasma seminal de touros Curraleiro (Pé-duro) associadas a circunferéncia escrotal e os parametros
seminais. Para tanto, o leite desnatado tratado termicamente foi incubado com as proteinas do plasma
seminal de caprinos e, aplicados em coluna cromatogréfica de gel filtracdo na presenca e na auséncia
de célcio. Além disso, o leite desnatado foi fracionado em duas fragdes, MF-1 (proteinas do soro de
leite) e MF-2 (caseinas), e posteriormente incubadas com as proteinas do plasma seminal de caprinos,
seguida pela aplicacdo em coluna de gel filtracdo. As fragdes foram eluidas e analisadas por Western
blot. Adicionalmente, outras analises foram realizadas para avaliar as propriedades desta ligagdo. No
primeiro procedimento, uma placa de ELISA foi sensibilizada com leite desnatado tratado
termicamente e, em seguida, incubadas com diluicbes em série de BSP purificadas e plasma seminal
caprino, seguido por incubacdo com anticorpos primario e secundarios. Na segunda anélise, o leite
desnatado, caseinas, a-lactalbumina, B-lactoglobulina diluidas em série foram gotejadas sobre uma
membrana de nitrocelulose e, posteriormente, as membranas foram incubadas com plasma seminal de
caprinos. A interacdo foi detectada pela incubagdo com anticorpos primarios e secundarios. No terceiro
experimento, 0s espermatozoides epididimarios foram incubados com: (1) citrato/glicose + plasma
seminal caprino, (2) plasma seminal caprino + diluidor leite, e (3) diluidor leite + plasma seminal de
caprino. Apos o periodo de incubacéo, as proteinas da membrana de espermatozoides foram extraidas e
analisadas por Western blot. No segundo estudo, o leite desnatado foi incubado com as proteinas do
plasma seminal de bovino, equino, suino e ovino, separadamente, e em seguida, foram aplicados em
coluna cromatografia de filtracdo em gel. Além disso, a interacdo de componentes de diluidores a base
de lecitina de soja (Andromed® e Bioxcell®) foi investigada por cromatografia de filtragdo em gel e
ultracentrifugacdo. Uma aliquota de diluidor a base de lecitina de soja foi incubada com as proteinas do
plasma seminal de caprinos e aplicadas em coluna de gel filtracdo. As fracdes foram eluidas e, apos
este procedimento, as amostras foram analisadas por Western blot. A analise por ultracentrifugacéo foi
realizada na auséncia e na presenca de vesiculas de fosfolipidios oriundas de diluidores a base de
lecitina de soja, Andromed® e Bioxcell®. As vesiculas isoladas foram incubadas com as proteinas do

plasma seminal de caprino. Apos a ultracentrifugacdo, a presenca de BSP no sobrenadante e no



sedimento foi analisada por Western Blot. Adicionalmente, o plasma seminal de dez touros Curraleiro
(Pé-duro) foi analisado por 2-D eletroforese. Os geis corados por Coomassie foram analisados no
aplicativo PDQuest®. Nossos resultados demonstraram que as proteinas de BSP do plasma seminal
caprino se ligam as proteina do leite, especialmente, as caseinas e¢ B-lactoglobulina. Além disso, estas
protefnas interagem com as vesiculas de fosfolipidios presentes nos diluidores Andromed® e Bioxcell®.
As BSP de bovinos, equinos e suinos também se ligam aos componentes do leite. J& as BSP de ovinos
ndo interagem com os componentes do leite desnatado. Nossas analises demonstraram que vinte e sete
spots proteicos se correlacionam com pelo menos um parametro reprodutivo. Em resumo, nossos
resultados indicam que as BSP de caprinos se ligam as proteinas do leite e aos fosfolipidios do diluidor
Andromed® e Bioxcell®. Isto sugere que estes componentes tém um papel significativo na protecéo de
espermatozoide de caprinos, pois sequestram as BSP presentes no sémen. Nossos resultados sugerem
que as BSP homologas presentes no plasma seminal de equinos e suinos apresentam propriedades de
ligagdo as proteinas do leite semelhantes as BSP bovinas. Além disso, o plasma seminal de touros
Curraleiro (Pé-duro) tem potenciais proteinas relacionadas com parametros de qualidade seminal. Estes
resultados sdo de grande interesse, visto que elucida aspectos relacionados aos mecanismos de protecédo
dos espermatozoides pelos diluidores, para o desenvolvimento de novos diluidores livre de produtos de
origem animal e na identificacdo de proteinas com potencial a marcadores de fertilidade no plasma

seminal de bovino.
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ABSTRACT

The objectives of this study were: 1) to evaluate aspects of interaction between goat seminal plasma
proteins and milk proteins; 2) to determine if homolog Binder of Sperm Proteins (BSP) from stallion,
boar and ram seminal share the binding properties of the bovine BSP for the milk proteins; the
mechanism of bovine sperm protection by milk is similar in different species of mammals; 3) to
investigate the interactions of BSP proteins present in goat seminal plasma and phospholipids from
soybean lecithin-based extender; 4) to identify seminal plasma proteins associated with scrotal
circumference and sperm parameters. Heated skimmed milk was incubated with goat seminal plasma
proteins and loaded onto Sepharose CL-4B column both in the presence and absence of calcium.
Fractions were eluted and evaluated by Western blots using anti-goat BSP antibodies. Also, we
fractionated milk into two fractions, MF-1 (mostly whey proteins) and MF-2 (mostly caseins), which
were incubated with goat seminal plasma proteins and passed through gel filtration columns. Eluted
fractions were then analysed by immunoblotting with anti-BSP antibodies. In addition, a series of
analysis was conducted to evaluate binding properties involving milk and seminal plasma proteins. In
the first procedure, an ELISA plate was saturated with heated skimmed milk and then incubated with
serial dilutions of purified BSP proteins, goat seminal plasma proteins and anti-goat BSP. In a second
analysis, heated skimmed milk, casein, o-lactaloumin and p-lactoglobulin were spotted onto a
nitrocellulose membrane with serial dilutions. Membranes were then overlaid with goat seminal plasma
proteins. Binding between milk and seminal plasma components were detected by successive
incubations with primary and secondary antibodies. A third set of analysis was conducted to evaluate
interactions among ejaculated and caudal epididymal sperm, milk and goat seminal plasma proteins.
Epididymal sperm from each animal was incubated with: (1) citrate-glucose medium followed by
seminal plasma; (2) with seminal plasma followed by milk extender; (3) with milk extender followed
by seminal plasma (Fig. 1). Both ejaculated and epididymal goat sperm were also incubated with
citrate-glucose medium without seminal plasma, as positive and negative controls, respectively.
Following incubations, sperm membrane proteins were extracted and the presence of goat BSP proteins
was assessed by Western blot Furthermore, heated skim milk was incubated with seminal plasma
proteins from bulls, stallions, boars and rams and then loaded onto gel filtration column. The proteins
were eluted and fractions were analysed by immunoblotting. Moreover, the interaction of
phospholipids vesicles from soybean lecithin-based extender (Andromed® and Bioxcell®) and goat BSP
proteins was investigated by gel filtration chromatography and ultracentrifugation analysis. An

appropriate volume of soybean-based extender was incubated with goat seminal plasma proteins and
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passed through a gel filtration column. Proteins were eluted and fractions analysed by Western blot.
Ultracentrifugation analysis was performed in the absence or in the presence of phospholipid vesicles.
These vesicles were isolated from soybean lecithin extender and incubated with goat seminal proteins.
The presence of goat BSP proteins in the supernatant and in the pellet was assessed by Western blot. In
addition, seminal samples from ten Curraleiro Bulls were subjected to 2-D electrophoresis and
Coomassie blue-stained gels analyzed with PDQuest software. Our results demonstrated that goat BSP
proteins bound to milk protein, specially caseins and B-lactoglobulin. In addition, these proteins
interact with phospholipids vesicles of Andromed® and Bioxcell®. Bull, stallion and boar BSP proteins
also bind to milk protein, whereas ram BSP proteins did not bind. Also, we identified that twenty and
seven protein spots presented significant correlation with at least one reproductive parameter. In
summary, our results indicate that goat BSP proteins bind to milk proteins and phospholipids from
Andromed® and Bioxcell® semen extender. This suggests that these components play a significant role
in protecting goat sperm by sequestrating all BSP proteins in semen. We also demonstrated that BSP
homologs in boar, stallion seminal plasma share the binding properties of the bovine BSP for the milk
proteins. Additionally, Curraleiro seminal plasma has potential proteins related to quality sperm
parameters and they should be tested as putative fertility markers. These findings are of considerable
interest in view of the mechanisms of sperm protection by extender constituents, for the development
of novel extender free of animal components and the identification of proteins as potential biomarkers

of fertility in bovine seminal plasma.
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membrana de PVDF e incubadas com anticorpos contra BSP de caprino (1:3,000).
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policlonais contra BSP de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22). As fracbes eluidas
(200 ng) foram submetidas a 15% gel de poliacrilamida, transferidas eletroforeticamente para
membrana de PVDF e incubadas com anticorpos contra BSPs de caprino (1:3,000).

Figura 6. Interacdo de proteinas do leite e diferentes concentragdes de proteinas do plasma
seminal. Microplacas de ELISA foram sensibilizadas com 12 pg de leite tratado pelo calor. (A)
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incubadas a noite inteira a 4°C. A interacdo foi detectada com anticorpos primarios contra BSPs
de caprinos (1:3,000), seguido pela incubacdo com anticorpos secundarios conjugado a
fosfatase alcalina (1:10,000). O substrato colorimétrico foi adicionado e quantidade de BSP que
interagiu com as proteinas do leite foram determinadas pela absorbéancia a 405 nm. (B) Média
das absorbancias (+ EP) entre os cinco animais foram avaliados por ANOVA seguido pelo teste
de Turkey (p < 0.05).

Figura 7. Interacdo de proteinas do leite e proteinas do plasma seminal de caprino por Far-
Western dot blots. O leite tratado pelo calor, caseinas e¢ proteinas do soro de leite (a-
lactalbumina e p-lactoglobulina) foram gotejados sobre membrana de nitrocelulose em
diferentes concentracdes, e em seguida, incubadas com plasma seminal de caprino. O sinal da
interacdo foi detectado pela incubacdo da membrana com anticorpos primarios (1:3,000)
seguido pelo anticorpos secundarios (1:10,000). A imunorreatividade das proteinas foi
visualizada incubando as membranas com tabletes de SIGMAFAST ™ BCIP/NBT.

Figura 8. Western blot das proteinas de membrana de espermatozoides epididimario. Os
espermatozoides do epididimo foram divididos e incubados em trés grupos (400 x 10°%: (G1) —
SPTZ + 1 mL de citrato-glicose + 2.04 mg de plasma seminal de caprino (controle); (G2) SPTZ
+ 2.04 mg de plasma seminal de caprino + 1 mL de meio diluidor leite; (G3) SPTZ + meio
diluidor leite + 2.04 mg de plasma seminal de caprino. Apds as incubacgdes, as celulas
espermaticas foram submetidas a extracdo de proteinas de membrana, e o extrato de proteinas
de membrana foi analisado por Western blots. A intensidade das bandas representa a soma de
todas as bandas (14, 15, 20 e 22 kDa) em cada grupo. As diferencas estatisticas entre a
intensidade das bandas foram avaliadas por ANOVA seguido pelo teste de Turkey. SPTZ:
espermatozoide.

ESTUDO 2

Figura 1. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de bovinos. (A) Perfil de elui¢do
das proteinas do leite e plasma seminal em cromatografia de filtracdo em gel na resina
Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de bovinos (0O).
Aproximadamente 1,75 mg de proteinas do plasma seminal bovino foi incubado com 1 mL de
leite desnatado tratado pelo calor por 60 min e aplicado em coluna de filtragdo em gel. Em
paralelo, proteinas do plasma seminal bovino (1,75 mg) foram eluidas na mesma coluna. As
fracBes foram eluidas e agrupadas em 12 fracGes (a-1). Fracdes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-
60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos
111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 e |, tubos 151-160. (B) Western
Blot das fracdes provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As fracdes foram eluidas e
analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de bovinos — BSP1, BSP3 e BSP5.
PS: plasma seminal bovino (controle).

Figura 2. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de equinos. (A) Perfil de eluicdo
das proteinas do leite e plasma seminal de equinos em cromatografia de filtracdo em gel na
resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o).
Aproximadamente 1,75 mg de proteinas do plasma seminal equino foi incubado com 1 mL de
leite desnatado tratado pelo calor por 60 min e aplicado em coluna de filtracdo em gel. Em
paralelo, proteinas do plasma seminal equino (1,75 mg) foram eluidas na mesma coluna. As
fracGes foram eluidas e agrupadas em 12 fragdes (a-I). Fragdes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-
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60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos
111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 e |, tubos 151-160. (B) Western
Blot das fragdes provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As fracdes foram eluidas e
analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de equinos. PS: plasma seminal
equino (controle).

Figura 3. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de suinos. (A) Perfil de eluigdo
das proteinas do leite e plasma seminal de suino em cromatografia de filtragdo em gel na resina
Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o).
Aproximadamente 35 mg de plasma seminal suino foi incubado com 1 mL de leite desnatado
tratado pelo calor por 60 min e aplicado em coluna de filtragdo em gel. Em paralelo, proteinas
do plasma seminal suino (35 mg) foram eluidas na mesma coluna. As fracdes foram eluidas e
agrupadas em 12 fracdo (a-1). Fragdes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d,
tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-
130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 e |, tubos 151-160. (B) Western Blot das fracdes
proveniente da cromatografia de filtracdo em gel. As fragdes foram eluidas e analisadas por
Western blot com anticorpos contra as BSP de suino (BSP1). PS: plasma seminal suino
(controle).

Figura 4. Interagdo entre proteinas do leite e plasma seminal de ovinos. (A) Perfil de elui¢do
das proteinas do leite e plasma seminal de ovinos em cromatografia de filtracdo em gel na
resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o).
Aproximadamente 1,75 mg de plasma seminal suino foi incubado com 1 mL de leite desnatado
tratado pelo calor por 60 min e aplicado em coluna de filtracdo em gel. Em paralelo, proteinas
do plasma seminal equino (1,75 mg) foram eluidas na mesma coluna. As fragdes foram eluidas
e agrupadas em 12 fragdo (a-l). Fracdes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d,
tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-
130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 e I, tubos 151-160. (B) Western Blot das fracdes
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As fracdes foram eluidas e analisadas por
Western blot com anticorpos contra as BSP de ovinos (BSP1). PS: plasma seminal ovino
(controle).

Figura 5 — Mecanismo de protecdo de espermatozoides pelo leite.

ESTUDO 3

Figura 1. Interacdo dos componentes do diluidor Andromed® e as proteinas do plasma seminal
de caprinos. (A) Perfil de eluicdo dos componentes do diluidor Andromed® e plasma seminal
em cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas
do plasma seminal (C0). Aproximadamente 2,4 mg de proteinas do plasma seminal caprino foi
incubado com 1,5 mL do diluidor Andromed® por 60 min e aplicado em coluna de filtragdo em
gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal de caprino (2,04 mg) foram eluidas na mesma
coluna. As fracdes eluidas foram agrupadas em 13 fracGes (a-m). Fracles: a, — tubos 41-50; b,
tubos — 51-60; ¢, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110;
h, tubos 111-120; i tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150, |, tubos 151-160 e m,
tubos 161-170. (B) Western Blot das fragdes provenientes da cromatografia de filtragdo em gel.
As fracBes foram eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de
caprinos — GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22. PS: plasma seminal caprino (controle).
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Figura 2. Interacdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e as proteinas do plasma seminal de
caprinos. (A) Perfil de eluicdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e plasma seminal em
cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do
plasma seminal (O). Aproximadamente 2,4 mg de proteinas do plasma seminal caprino foi
incubado com 1,5 mL do diluidor Andromed® por 60 min e aplicado em coluna de filtracdo em
gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal caprino (2,04 mg) foram eluidas na mesma
coluna. As fragdes foram eluidas e agrupadas em 13 fragGes (a-m). Fragdes: a, — tubos 41-50; b,
tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110;
h, tubos 111-120; i tubos 121-130; j, tubos 131-140; Kk, tubos 141-150, I, tubos 151-160 e m,
tubos 161-170. (B) Western Blot das fracGes provenientes da cromatografia de filtracdo em gel.
As fracGes foram eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de
caprinos — GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22. PS: plasma seminal caprino (controle).

Figura 3. Interacéo dos componentes do diluidor Andromed® e as proteinas do plasma seminal
de caprino. As proteinas do plasma seminal de caprino e bovino foram incubadas na presenca
ou auséncia de vesiculas de fosfolipidios do diluidor Andromed® e submetidos a
ultracentrifugacdo. O sobrenadante (S) e pellet (P) foram separados e analisados por Western
blot utilizando anticorpos policlonais contra BSP de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-
22) e anticorpos contra BSP1.

Figura 4. Interacdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e as proteinas do plasma seminal de
caprino. As proteinas do plasma seminal de caprino e bovino foram incubadas na presenca e
auséncia de vesiculas de fosfolipidios do diluidor Bioxcell® e submetidos a ultracentrifugacao.
O sobrenadante (S) e pellet (P) foram separados e analisados por Western blot utilizando
anticorpos policlonais contra BSP de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22) e
anticorpos contra BSP1.

ESTUDO 4

Figura 1. Gel bidimensional (2D-SDS PAGE) de proteinas do plasma seminal: spots proteicos
correlacionados significativamente com parametros reprodutivos de touros Curraleiro.

Figura 2. Interacdo das principais proteinas do plasma seminal correlacionadas positivamente
com a qualidade espermatica em Touros Curraleiro. Linhas simples, de uma cor, representam
pouco grau de interacdo proteica.

Figura 3. Funcdes moleculares obtidas por ontologia génica das principais proteinas do plasma
seminal correlacionadas positivamente com a qualidade espermatica de touros Curraleiros (P
<0,05).
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo dos sistemas de criagcdo, motivada pelo aumento na procura de produtos de
origem animal, suscita o interesse da investigacdo na busca por melhores indices reprodutivos dos
rebanhos. Nos atuais sistemas de producdo, a eficiéncia reprodutiva é um fator essencial a ser
considerado para que haja retorno econdmico satisfatério da producdo, visto que é o reflexo da
produtividade do rebanho. Neste contexto, o impacto da fertilidade do touro exerce um importante
papel no desempenho reprodutivo, pois um Unico reprodutor pode cobrir ou inseminar muitas de
fémeas (Kastelic e Thundathil, 2008; Kaproth, 2011). Atualmente, os parametros seminais como
motilidade e morfologia espermatica sdo usados para avaliar aspectos da reproducdo de machos, mas
ainda apresentam limitada relagdo com os indices de fertilidade in vivo, pois os estudos envolvendo
aspectos reprodutivos da fisiologia do macho possuem aspectos diferenciados.

O plasma seminal dos mamiferos é uma complexa secrecdo composta pelos fluidos das
glandulas sexuais acessorias, epididimos e testiculos possuindo uma composi¢do molecular capaz de
afetar a funcdo espermatica desde sua maturacdo até a fertilizacdo do oocito no trato reprodutivo
feminino (Yanagimachi, 1994; Kraus et al., 2005; Foxcroft et al., 2008). Em inumeras espécies, 0
plasma seminal contém proteinas que se associam perifericamente a superficie dos espermatozoides,
denominadas Binder of SPerm proteins (BSP), as quais sdo secretadas pelas glandulas vesiculares e
ampolas (Manjunath et al., 1984, 1987; Manjunath e Therien, 2002; Villemure et al., 2003; Sanchez-
Luengo et al., 2004; Bergeron et al., 2005; Lusignan et al., 2007; Moura et al., 2007; Manjunath et al.,
2009). As BSP sédo adsorvidas na membrana espermatica no momento da ejaculacéo, induzindo um
efluxo de colesterol e, consequentemente, uma reorganizacdo em sua estrutura (Manjunath e Thérien,
2002). Além disso, estas proteinas permanecem ligadas & membrana espermatica durante seu trajeto no
trato reprodutivo feminino (Souza et al., 2008). Posteriormente, ao atingirem o oviduto, as BSP
auxiliam na interacdo dos espermatozoides com o epitélio do oviduto (Gwathmey et al., 2006), bem
como formam sitios de ligacdo para a heparina e HDL na membrana espermatica (Thérien et al., 1995,
1997).

Embora as BSP apresentem um importante papel a fertilidade, estas proteinas sdo prejudiciais
aos espermatozoides no contexto da criopreservacdo (Bergeron e Manjunath, 2006). A continua
exposicdo dos espermatozoides ao plasma seminal que contém as BSP pode danificar a sua membrana
por meio da remocdo de lipidios, tornando-a mais sensivel aos efeitos do choque térmico (Manjunath,
2012).
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A producdo zootécnica depende da criacdo de animais produtivos e capazes de se adaptar a
distintas condicBes ambientais. No Brasil, a introducdo de racas exoticas de alta produtividade,
oriundas de regibes temperadas, tém reduzido a populacdo de animais domésticos localmente
adaptados. Em virtude desta ocorréncia, animais localmente adaptados como a raga bovina brasileira
Curraleira (Pé-duro), da subespécie Bos taurus taurus, estad em risco de extin¢do. Esta raca possui
caracteristicas genéticas favoraveis a adaptabilidade de bovinos a regides tropicais. Desta forma, touros
Curraleiro (Pé-duro) podem também apresentar uma genética associada a manutencdo da fertilidade de
animais criados em regides tropicais. No entanto, estudos avaliando marcadores moleculares de
qualidade seminal ou fertilidade nestes animais sdo desconhecidos.

Assim, a perspectiva de se dispor de marcadores que auxiliem na potencial fertilidade de
reprodutores, como os componentes moleculares do plasma seminal tem sido objeto de inimeras
pesquisas nas ultimas décadas (Killian et al., 1993; Miller, 2002; Moura, 2005; Petrunkina et al., 2007).
Embora a genética relacionada a fertilidade tenha trazido alguns avancos na selecdo de animais mais
ferteis (Lin et al., 2006), o estudo das proteinas do plasma seminal, os reais efetores dos genes, tornam-
se promissor na identificacdo de marcadores proteicos de fertilidade (Strzezel et al., 2005; Milardi et
al., 2012; Jonakova et al., 2010), visto que o plasma seminal de ruminantes, uma secrecdo rica em
proteinas, modula a fisiologia das células espermaticas no trato reprodutivo da fémea e no

desenvolvimento embrionario inicial.
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CAPITULO 1

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O espermatozoide

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas produzidas por meio de um processo
continuo e complexo que ocorre em ciclos sucessivos, ou associagdes celulares nos tabulos seminiferos
dos testiculos chamado espermatogénese. Este processo é dividido em trés fases: a fase proliferativa, ou
espermatocitogénese, caracterizada por sucessivas divisdbes mitéticas das células primordiais
(espermatogbnias) que permite a renovacdo destas células; a fase meidtica, em que se reduz o nimero
de cromossomos resultando em células haploides; e a fase de diferenciacdo, ou espermiogénese, que
consiste em alteracdes morfologicas em que as espermatides se diferenciam em espermatozoides, 0s
quais em seguida, sdo liberados no limen dos tubos seminiferos, em um processo conhecido como
espermiacdo (Russell et al., 1990; Johnson et al., 2000).

As celulas espermaticas sdo constituidas por duas principais regides, a cabeca e a cauda. A
cabeca é caracterizada por um nucleo haploide e pela presenca do acrossoma (Knobil, 1988). Este
nucleo possui uma cromatina altamente condensada (Pesch e Bergmann, 2006), na qual o DNA esta
enrolado sob a forma nucleoproteinas, chamadas de protaminas e histonas (Soldi e Bolnadi, 2013).
Recobrindo o ndcleo, encontra-se a membrana nuclear (Amann e Grahan, 1993). Quanto ao acrossoma,
trata-se de uma organela oriunda do complexo de Golgi, rica em enzimas hidroliticas, proteases e
receptores celulares necessarios para a fecundacdo (Knobil, 1988). Essa organela € constituida por duas
membranas, sendo uma interna, que se localiza na regido anterior do nucleo (membrana acrossomal
interna) e outra membrana externa que € a continuacdo da membrana plasmatica que reveste o
espermatozoide (membrana acrossomal externa). Entre as enzimas acrossomais podemos citar a
hialuronidase (glicosidase) e a acrosina (serina-protease) (Knobil, 1988).

A cauda é uma estrutura relacionada ao processo de locomog¢do que permite 0 movimento do
espermatozoide no trato reprodutivo feminino. Essa estrutura possui trés regiGes distintas: peca
intermedidria, principal e terminal (Eddy et al., 2003). Na peca intermediaria localizam-se internamente
as mitocondrias, 0 axonema e as fibras densas. Posteriormente, na longa peca principal, que se estende
a partir do anulo, sdo encontrados além do axonema e fibras densas, a bainha fibrosa. Por fim, na peca
terminal encontramos apenas 0 axonema e a membrana plasmatica, que recobre todo o flagelo (Eddy et
al., 2003).
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2.2 Membrana plasmaética dos espermatozoides

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide e consiste em trés regibes distintas
incluindo a bicamada lipidica, a superficie de contato entre os fosfolipidios, a 4gua e o glicocélice
(Scott, 1973). Esta estrutura é responsavel pela interagdo entre as células espermaticas e o
microambiente (Leahy e Gadella, 2011). Essa interacdo é mediada por biomoléculas como proteinas,
peptideos, lipidios e carboidratos, que se associam perifericamente & membrana dos espermatozoides,
exercendo funcBes na capacitacdo espermatica, reacdo acrossémica, interacdo espermatozoide—odcito e
fertilizacdo (Lenzi et al., 1996; Zhou et al., 2010).

Estruturalmente, o modelo da membrana espermatica € similar a membrana biolégica. O
modelo mosaico-fluido da membrana é formado por camadas bilipidicas e continuas de fosfolipidios,
onde se posicionam proteinas estruturais e integrais, glicoproteinas, glicolipidios e colesterol. Os
lipidios mais abundantes da membrana espermatica sdo os fosfolipidios, e aproximadamente 60%
destes contém colina tais como: fosfatidilcolina, fosfatidilcolina plasmalogénio e esfingomielina (Parks
et al., 1987). Também estdo presentes na membrana os fosfolipidios contendo serina ou etanolamina
incluindo  esfingomielina, fosfoetanolaminaglicerideos, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e
fosfatidilinositol (Mann, 1964; Mann e Lutwak-Mann, 1981; Hinkovska-Galcheva e Srivastava, 1993;
Gadella et al., 2001). Os fosfolipidios contendo colina encontram-se na face externa da membrana,
enquanto fosfolipidios contendo serina, etanolamina e inositol encontram-se dispostos na face interna
da membrana (Hammerstedt et al., 1990). De forma geral, os fosfolipidios sdo compostos por uma
regido hidrofilica na superficie externa e outra hidrofébica na porcdo membrana interna (Amann e
Graham, 1993). Contudo, a membrana espermatica é subdividida em dominios regionais de
composicBes lipidicas e proteicas, funcionalmente distintas (Israelachvili, 1978; Hammerstedt &
Graham, 1992).

Ressalta-se que os lipidios podem mover-se lateralmente na fluida membrana plasmatica
durante eventos de maturacdo ou capacitacdo (Amann & Graham, 1993). Essa fluidez é regulada, em
parte, pela relacdo colesterol:fosfolipidio. Colesterol € o principal esterol da membrana espermatica
(Parks e Lynch, 1992). Estudos tém demonstrado que o colesterol é responsavel pela disposicdo dos
lipidios na membrana, influenciado na espessura, fluidez, permeabilidade a 4gua e outras moléculas, e a
transicdo de fase de lipidios na membrana plasmatica (Rituper et al., 2013).

Desta forma, a concentracdo de colesterol na membrana plasmatica esta diretamente relacionada
com sua fluidez, assim, regides com elevado teor de colesterol possui menor fluidez (Purdy et al., 2005;

Companyo et al., 2007). Adicionalmente, a relagdo fosfolipidio:colesterol modula a estabilidade da
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membrana as mudangas de temperatura (Amann e Pickett, 1987; Medeiros et al., 2002; Barbas e
Mascarenhas, 2009). Espécies que apresentam espermatozoides com alta relacdo de
colesterol:fosfolipidio como o coelho (0,88) e o homem (0,99) (Mack et al 1986) apresentam
membranas com menor fluidez, e consequentemente, com maior resisténcia a variacdes de temperatura,
quando comparadas a espécies com menor relacdo de molaridade de colesterol:fosfolipidio de
membrana como suinos (0.26), galo (0.30), equinos (0.36) e bovinos (0.45) (Parks e Lynch, 1992).
Quanto menor a proporcdo de colesterol maior a susceptibilidade a danos na membrana durante o
processo de criopreservacdo (Messenger et al., 2004; Tannert et al., 2007).

Considerando o exposto, percebe-se a importancia da composicao e integridade da membrana
para a fisiologia espermatica plasmatica. Neste contexto, entre os principais fendmenos espermaticos
relacionados a membrana espermatica, tem-se 0 processo de capacitacdo que se caracteriza por uma

dindmica de alteracGes na célula essenciais ao processo de fecundacgédo (Gadella, 2008).

2.3 Capacitacao espermatica

Os espermatozoides liberados dos tubulos seminiferos sdo funcionalmente imaturos, inférteis,
sem motilidade e incapazes de fertilizar um od0cito. Eles comegam a adquirir essa habilidade
gradualmente durante o transito epididimario, em processo chamado de maturacéo epididimaria (Silber,
1989; Sullivan et al., 2005). Posteriormente, no sistema reprodutivo feminino, os espermatozoides séo
submetidos a um segundo processo denominado capacitacdo (Austin, 1952). Este permite as células
espermaticas adquirirem capacidade de se ligar a receptores especificos na zona pelucida e fecundar o
odcito (Florman e Ducibella, 2006; Gadella e Visconti, 2006; Leahly e Gadela, 2011).

Durante o transito epididimario, os espermatozoides imaturos sdo submetidos a modificacdes de
proteinas membranarias, adquirem motilidade progressiva, sofrem uma condensacdo da cromatina e
desenvolvem um potencial capacitante (Aitken e Vernet, 1998). No momento da ejaculacdo, 0s
espermatozoides sdo expostos aos fluidos das glandulas sexuais acessorias, que em sua cOmposicao
contém fatores decapacitantes. Essas componentes sdo moléculas que se ligam a receptores especificos
na membrana modulando a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides. Este processo é mediado
por moléculas de colesterol, fosfolipidios e proteinas com dominios semelhantes aos de fibronectina
tipo Il como as BSP (Miller, 1990). Estas mantém a proporcédo de colesterol/fosfolipidio estével,
estabilizando a membrana dos espermatozoides e impedindo o inicio da capacitacdo (Begley e Quinn,
1982). Entretanto, no trato reprodutivo da fémea, os componentes decapacitantes adquiridos durante o

transitorio epididimério e exposicdo do plasma seminal sdo removidos e/ou redistribuidos, induzindo a
29



reorganizacdo das proteinas e lipidios presentes na membrana espermaética (de Lamirande et al., 1997;
Bi et al., 2009).

Assim, a capacitacdo € um processo gradativo que se inicia no seguimento caudal do oviduto,
chamado istmo (Aitken e Fisher, 1994; de Lamirande e Gagnon, 1995). Nesta regido, 0S
espermatozoides interagem com as células epiteliais do istmo, préximo a jungdo uterotubarica, e
gradualmente, vao sendo liberados apresentando uma hipermotilidade (Yanagimachi, 1994). Alguns
fatores presentes no trato reprodutivo feminino como a lipoproteina de alta densidade (HDL) e
glicosaminoglicanos, sulfato de condroitina e heparina, sdo responsaveis por induzir a capacitacao
espermatica in vivo (Parrish et al., 1989; Ehrenwald et al., 1990; Lane et al., 1999; Thérien et al., 2005).
A heparina tem sido usada em protocolos de capacitacdo espermatica in vitro, no entanto seu
mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado (Parrish, 2014). A interagdo entre o
espermatozoide e as celulas epiteliais do oviduto ¢ mediada por proteinas com afinidade a heparina
presentes na membrana espermatica, mas que séo oriundas do plasma seminal (Suarez, 2008).

As mudangas associadas ao processo de capacitacdo incluem o efluxo e redistribuicdo do
colesterol e, distribuicdo de fosfolipidios na membrana espermatica principalmente na regido apical da
cabeca (Flesch et al., 2001; Gadella e Harrison, 2002). Esses eventos resultam no aumento da
permeabilidade do plasmalema a fons bicarbonato (HCO®) e calcio (Ca®*), o que induz a
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica (Hernandez-Gonzalez et al., 2006). Essas modificacGes
promovem a fosforilagcdo da tirosina nas proteinas (Baldi et al., 2000, Arcelay et al., 2008; Visconti et
al., 2009), aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (de Lamirande et al., 1997; Travis, 2002; Jah, 2003) e, modificacBes na atividade da
proteina quinase C (Parrish, 1999). Embora as bases moleculares da capacitacdo ndo se encontram
ainda totalmente esclarecidas, sabe-se que sdo eventos sequenciais e concomitantes com alteracfes
moleculares na regido da cabeca e da peca intermediaria em resultado da ativacdo de vias de
sinalizacéo.

Assim, 0os mecanismos moleculares envolvidos na capacitacdo espermatica no trato reprodutivo
feminino estdo associados a acdo de fons como o Ca®* e o HCO®,, que estimulam a producéo, via
adenililciclase, de AMPc, o qual ativa as proteinas quinases A (PKA) (Viscont et al., 2009). A elevacao
intracelular de HCO®™ ocorre por transporte simultaneo com fons de Na* (Sevanian e McLeod, 1987) e
CI" (Razzazi-Fazeli et al., 2000; O’Sullivan et al., 2003). A ativacdo de PKA fosforila os residuos de
serina e treonina de proteinas que, provavelmente, iniciam outras vias de sinalizacdo (Verhagen et al.,
1996; de Vries et al., 2003).
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O espermatozoide capacitado se liga a uma glicoproteina presente na zona pellcida, conhecida
como ZP3, o que consequentemente, desencadeia um processo exocitético, chamado reacdo do
acrossoma, que envolve a fusdo da membrana acrossomal externa com a membrana plasmatica
(Gadella e Harison, 2002; Wassarman, 2008). Assim, ocorre a liberacdo de enzimas hidroliticas
acrossomais que digerem parcialmente a zona pellcida na regido correspondente ao sitio de fertilizacao
(Knobil, 1988; Yanagimachi, 1994; Breitbart, 2003). Em seguida, a membrana espermatica se fusiona
com a membrana oocitaria, para finalizacdo do processo de fertilizacdo. Considerando os fatores
extrinsecos aos espermatozoides originarios que modulam o processo de capacitacdo, podemos destacar

as proteinas do plasma seminal.

2.4 Proteinas do plasma seminal

O plasma seminal € uma mistura complexa de constituintes, oriundos dos testiculos, epididimos
e glandulas sexuais acessorias, com fungdes variadas sobre as células espermaticas, como
tamponamento, motilidade, capacitacdo, reagdo acrossomica, reducdo do estresse oxidativo e protecao
imunologica (Poiani, 2006; Moura et al. 2007). Este fluido também contém ions, sais, carboidratos,
lipideos, horménios, fatores de crescimento, aminoacidos e proteinas. A concentracdo de lipideos do
plasma seminal bovino estd em torno 1,35% (68% fosfolipidios e 20% colesterol) (Komarek et al.,
1964). E entre os hormonios ja encontrados no plasma seminal bovino podemos citar: testosterona,
prostaglandina F,,, FSH e LH (Jaeger e Delcurto, 2012; Sairam et al., 1980). Quanto aos principais
aminodacidos encontrados livres no plasma seminal de bovinos temos o &cido glutdmico, metionina,
valina e arginina (Al-Hakim et al., 1970).

Os constituintes do plasma seminal afetam a fisiologia espermatica. Por exemplo, em touros de
baixa fertilidade in vitro, a remocdo do plasma seminal se demonstrou benéfica em protocolos de
producdo in vitro de embrifes (Katska et al., 1996). Na espécie ovina, a diluicdo de espermatozoides
epididimarios com o plasma seminal melhora a motilidade na pds-descongelacdo (Graham, 1994).
Além disso, a criopreservacdo com o plasma seminal também aumenta a viabilidade espermatica pds-
descongelacdo em touros (Garner et al.,, 2001). Entretanto, em bufalos, o plasma seminal quando
adicionado a espermatozoides epididimarios possui um efeito deletério sobre a motilidade dos
espermatozoides apds a descongelacdo (Herold et al., 2004). Adicionalmente, Ahmad et al. (1996)
demonstraram que a remoc¢do do plasma seminal de ejaculados de bufalos melhora a viabilidade de
espermatozoides ejaculados. Particularmente, em caprinos, durante a estacdo ndo reprodutiva em

climas temperados, uma fosfolipase seminal interage com lipideos presentes em diluidores a base de
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leite ou gema de ovo, produzindo &cidos graxos e lisolecitinas que possuem efeitos deletérios sobre a
celula esperméatica apos a criopreservagdo (Lebouef et al. 2000; Purdy, 2006).

A composicdo proteica do sémen pode ser afetada por fatores nutricionais, estacionais ou
estresses testiculares. Por exemplo, a suplementacdo com selénio aumentou a quantidade de enzimas
antioxidantes no sémen de caprinos (Shi et al., 2010). Bodes e carneiros criados em regides com
variacdo fotoperiddica ao longo do ano apresentam uma variagdo na expressao de proteinas seminais de
acordo com as estacGes (La Falci et al., 2002; Cardozo et al., 2006). Neste contexto, um estudo
demonstrou que as proteinas seminais expressas durante as estacdes reprodutivas melhoram a
motilidade espermatica pds-descongelagdo em ovinos (Dominguez et al., 2008). Estas alteracdes de
expressdes de proteinas podem ser causadas por variacdes hormonais moduladas pela melatonina. Pois,
o0 tratamento com implantes de melatonina ja demonstrou afetar a atividade enzimatica da superoxido
dismutase e da catalase no sémen de ovinos (Casao et al., 2013). Com relacédo aos estresses testiculares,
Wolfe et al. (1990) submeteram touros a insulacdo escrotal e observaram alteragdes do perfil proteico
do sémen a partir de 48 horas da clausura escrotal.

As proteinas presentes no plasma seminal de ruminantes possuem funcdes diversas. Uma
porcdo destas interage ou se liga @ membrana do espermatozoide influenciando em sua fisiologia
celular (van Tilburg et al., 2013). A protedbmica, que trata de estudos em larga escala de identificacéo,
estrutura e funcdo de proteinas, tem contribuido para uma melhor compreensdo do papel do plasma
seminal na fisiologia da reproducdo (Sousa et al., 2012; Druart et al., 2013). Desta forma, Kumar et al.
(2012) destacam o potencial do plasma seminal como fonte para marcadores proteicos de fertilidade em
touros.

Algumas proteinas podem conferir protecdo a célula espermatica. Neste sentido, Barrios e
colaboradores (2000) identificaram uma fracdo proteica de 20 kDA capaz de reverter criodanos na
membrana do espermatozoide. Nesta fracdo, foram identificadas as proteinas lactotransferrin,
epididymal secretory protein E1, Synaptosomal-associated protein 29, e RSVP-20 (homologa as BSP
bovinas) (Bernardini et al., 2011). Adicionalmente, o sistema antioxidante presente no plasma seminal
protege 0s espermatozoides do ataque de neutrofilos no trato reprodutivo feminino, reduzindo a
producdo de anions superdxidos, limitando a agregacdo leucocitaria e danificando a membrana
neutrofilica (Gilbert e Fales, 1996). Dentre as principais enzimas que compdem o sistema antioxidante,
que é essencial para a reducdo das especies reativas de oxigénio, podemos citar: glutationa peroxidase,

superdéxido dismutase e catalase (O et al. 2006). Estas defesas podem ser também contra bactérias
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presentes no trato reprodutivo, por exemplo, a seminal plasmin possui uma ac¢do antimicrobiana, pois,
inibe a sintese de peptideo-glicanos bacterianos (Chitnis e Prasad, 1990).

Jobim et al. (2004) estudando a relagdo entre a expressdo de proteinas seminais e a
congelabilidade espermatica em touros Nelore, identificaram quatro proteinas significativamente mais
expressas em touros de alta congelabilidade. Duas delas foram identificadas sendo a clusterin e a acidic
seminal fluid protein (aSFP). Em bufalos, trés fragdes proteicas do plasma seminal (24,5, 45 e 55 kDa)
foram relacionadas a qualidade espermatica antes e ap6s a congelacdo (Asadpour et al., 2007).
Rodrigues et al. (2012) comparando a expressdo de proteinas do plasma seminal entre carneiros de alta
e baixa motilidade, demonstraram uma maior expressdo da arylsulfatase A e zinc-alpha-2-glycoprotein
no grupo superior quanto a porcentagem de espermatozoides mdveis. Adicionalmente, a f-
glucuronidase, uma glicosidase que atua em complexos de carboidratos, influencia na dispersdo das
celulas do cumulus (Rethinaswamy et al., 1994).

A atividade de enzimas presentes no sémen também tem sido associada a qualidade seminal de
reprodutores. Neste contexto, a atividade da protease tissue kallikrein no fluido seminal bovino foi
associada positivamente a motilidade espermatica (Somlev et al.,, 1996). Entretanto, a atividade
enzimatica de fosfatases e transaminases seminais foi superior em touros de baixa congelabilidade
(Pangawkar et al., 1988). A possivel causa desta observacao foi atribuida a presenca elevada de células
espermaticas danificadas, que liberam estas enzimas para o fluido seminal. As serine-proteases e seus
inibidores também compfem um grupo importante que atua no remodelamento das proteinas
membranarias do espermatozoide, durante a maturacdo e apés a ejaculacdo, que sdo essenciais para a
fertilizacdo (Moura et al., 2007; Cesari et al., 2010).

Como as proteinas do plasma seminal desempenham funcdes importantes para a fecundidade
espermatica, estas tém sido estudadas para identificacdo de marcadores proteicos de fertilidade. Killian
et al. (1993), em um trabalho pioneiro na avaliacdo da relacdo de proteinas seminais com a fecundidade
in vivo de touros, 0s autores observaram duas proteinas mais expressas nos animais de fertilidade
superior. Uma destas foi identificada como a osteopontin (55 kDa) (Cancel et al., 1997) e a outra como
a lipocalin-type prostaglandin D synthase (26 kDa) (PGDS) (Gerena et al., 1998). Em ovinos, também
tém sido observadas relacbes entre a composicdo proteica seminal e parametros de motilidade,
viabilidade e fertilidade (Yue et al. 2009).

As principais proteinas encontradas no sémen de ruminantes sdo representadas pelas familias
das espermadesinas e das Binder Sperm proteins (BSP) (Bergeron et al. 2005). Kelly et al. (2006)

analisando o proteoma do plasma seminal bovino constatou que as BSP compdem 50% da
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concentracdo total de proteinas. Estes dois grupos de proteinas serdo discutidos especificamente como
topicos desta revisao.

2.5 Espermadesinas

As espermadesinas sdo lectinas que se associam perifericamente a membrana do
espermatozoide no momento da ejaculacdo em bovinos, equinos, suinos, ovinos e caprinos (Calvete et
al., 1995b; Reinert et al., 1996; Tedeschi et al., 2000). Estes polipeptideos multifuncionais ligam-se a
diversas biomoléculas como: carboidratos, glicosaminoglicanos sulfatados, fosfolipidios e inibidores de
protease (Topfer-Petersen et al., 1998; 1999 a, b). Esta funcdo de multi-ligacdo pode estar relacionada
com a participacdo dessas proteinas em diferentes etapas da fertilizacdo (Haase et al., 2005). Por
exemplo, durante a dindmica da fus@o o0cito-espermatozoide ocorre uma interacdo entre as lectinas da
superficie dos espermatozoides e as glicoproteinas presentes na zona peltcida do odcito (YYanagimachi,
1984; Dostalova et al., 1994a; Calvete et al., 1994).

As espermadesinas diferem estruturalmente de outras lectinas, apresentando um tnico dominio
CUB em sua sequéncia primaria de aminoacidos (Bork e Beckmann, 1993; Romero et al., 1996). Este
dominio ¢ estabilizado por meio de duas pontes dissulfeto conservadas com residuos cisteina (Romero
et al., 1997; Calvete et al., 1995b). As espermadesinas sdo as proteinas seminais mais estudadas no
plasma seminal suino. Em varrées, membros dessa familia proteica foram isolados pela primeira vez no
fluido da vesicula seminal. Sendo, posteriormente, identificados nas secre¢es do testiculo (PSP-I e
PSP-11), do epididimo, vesicula seminal e da prostata (Sinowatz et al., 1995; Hoshiba e Sinowatz, 1998;
Ekhlasi-Hundrieser et al., 2002).

Estudando o perfil de proteinas do plasma seminal de suinos foram identificadas cinco proteinas
das familias das espermadesinas conhecidas como AQN-1, AQN-3, AWN (1 e 2), PSP-1 (AQN-2),
PSP-11 e suas isoformas glicosiladas (Sanz et al., 1991, 1992a; KWOK et al., 1993). Essa moléculas
possuem massa molecular aparente variando de 12 a 16 kDa, e representam aproximadamente 90% das
proteinas totais, com concentracdo variando de 0,6 a 7 mg/ml (Kwok et al., 1993). A analise da
expressdo genética de membros das espermadesinas mostrou que essas proteinas apresentam regifes
similares e conservadas (Sanz et al., 1991; 1992; Kwok et al., 1993). Sendo, por exemplo, localizadas
no cromossomo 14 (SSC 14928-g29) em uma regido homdloga ao cromossomo humano (HSA 10q26)
(Haase et al., 2005).

Membros das espermadesinas apresentam afinidade a heparina, dentre eles destacamos, a AQN-
1, AQN-2, AQN-3, e AWN (Sanz et al., 1995), entretanto, a PSP-II, ndo apresenta afinidade a essa
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molécula (Calvete et al., 1995). Estas podem participar da capacitacdo espermética e a reagdo
acrossémica mediando a interacdo da superficie do espermatozoide com glicosaminoglicanos como a
heparina presente no trato reprodutivo da fémea (Handrow et al. 1982; Lenz et al. 1983; Parrish et al.
1988; Wassarman 1999; Nixon et al. 2007).

Adicionalmente, as fungdes bioldgicas das espermadesinas tém sido relacionada a fatores como
estrutura priméria de seus residuos de aminoacidos, modificagdes pos-traducionais (glicosilacdes) e
estado de agregacéo proteica (Topfer-Petersen et al., 1998; 2008; Calvete e Sanz, 2007). Trabalhos em
suinos demonstram evidéncias que AWN, AQN-1 e AQN-3 associam-se direta ou indiretamente a
superficie dos espermatozoides via interacdo proteina-lipidio (Calvete et al., 1997), via
fosforiletanolamina, o principal lipidio da membrana espermatica de suinos (Watson, 1981). Agregados
de espermadesinas associam-se a membrana de espermatozoides suinos com intuito de estabilizar a
membrana, protegendo a célula espermatica contra uma reacdo acrossémica precoce (Topfer-Petersen
et al., 2008), sendo, essas moléculas liberadas da regido do acrossoma durante a capacitacdo (Sanz et
al., 1993; 2007).

2.6 Proteinas ligadoras ao espermatozoide — (BSP)

As BSP comp6em a maior parte do fluido das glandulas sexuais acessorias e plasma seminal
dos bovinos (Kelly et al., 2006; Moura et al., 2007;). S&o proteinas de cadeia Unica, acidicas, altamente
conservada entre as espécies domésticas (Fan et al., 2006; Druart et al., 2013). Membros dessa
superfamilia sdo considerados multifuncionais por apresentarem capacidade de ligacdo com diversas
biomoléculas como fosfolipidios (Desnoyers e Manjunath, 1992; Moreau et al., 1998), heparina
(Chandonnet et al., 1990; Therien et al., 2005), coldgeno e gelatina (Manjunath et al., 1987). Os
membros das BSP possuem uma regido N terminal variavel, rica em aminodacidos acidos, seguida por
dois dominios do tipo Il (FN II), semelhantes aos da fibronectina (Esch et al., 1983; Calvete et al.,
1996; Fan et al., 2006; Manjunath et al., 2009). Cada dominio consiste de duas folhas [} antiparalelas
conectadas por uma alfa-helix, os quais formam uma regido hidrofobica. Eles sdo caracterizados pela
presenca de residuos aromaticos altamente conservados e, contém quatro residuos de cisteina formando
duas pontes dissulfeto por dominio. Estes dominios de Fn Il da regido C-terminal tém sido implicados
na ligacdo a heparina (Desnoyers, 1992). Alem disso, a avaliacdo da estrutura das BSP usando difracédo
de raios X também revelou que cada Fnll liga-se a uma molécula de fosfolipidio colina (Wah et al.,
2002).
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Estas proteinas possuem a capacidade de interagir com fosfolipidios, contendo colina presentes
na membrana de espermatozoides no momento da ejaculacdo. Esta interacdo lipidio-proteina tem acao
direta na remogdo de colesterol e fosfolipidios de membrana, reduzindo a relagdo
fosfolipidio:colesterol, essencial a capacitacdo espermatica (Desnoyers et al., 1992.

Apobs a ejaculacdo, estas proteinas permanecem ligadas @ membrana espermatica durante o
trajeto dos espermatozoides no trato reprodutivo da fémea. Quando estes atingem o oviduto, estas
proteinas auxiliam na interacdo dos espermatozoides e o epitélio deste 6érgdo (Gwathmey et al., 2003,
2006). Além disso, estas proteinas formam sitios de ligagdo para a heparina e HDL na membrana
espermatica (Thérien et al., 1995, Thérien et al., 2005). Fato este que facilita a interacdo dos
espermatozoides com o epitélio uterino (Miller et al., 1990). A interacdo dos espermatozoides, via BSP,
com a lipoproteina de alta densidade (HDL), também estimula a remocéo de colesterol, reduzindo
ainda mais a relacdo colesterol:fosfolipidios. Isto desestabiliza a membrana espermatica e inicia vias de
sinalizagdo que regulam a disponibilidade de ligantes para as glicoproteinas da zona peltcida (Benoff
et al., 1993; Thérien et al., 1998).

Na espécie bovina, essas proteinas compdem a maior parte do fluido das glandulas vesiculares,
representando aproximadamente 65% das proteinas totais, com concentracdo proteicas variando de 30-
50 mg/mL (Nauc e Manjunath, 2000). Membros da familia BSP em bovinos sdo compostos por trés
proteinas, denominadas BSP1, BSP3 e BSP5 (Manjunath e Sairam, 1987a; 1987b). A BSP 1,
anteriormente conhecida como BSP Al e BSP A2 ou PDC-109, compreende duas entidades proteicas
com estrutura primaria similar, sendo consideradas uma Unica entidade proteica, diferindo apenas no
grau de glicosilacdo (Manjunath e Sairam, 1987; Esch et al., 1987). A BSP-1 possui uma concentracao
de 15-25 mg/ml no plasma seminal bovino (Scheit et al., 1988) e uma massa tedrica de 12,744 kDa.
Préevios estudos revelaram que esta BSP tem habilidade de modular in vitro a atividade da proteina C
bem como da proteina tirosina quinase (Yu, 2003). Essa proteina interage com oligossacarideos
fucosilados presentes no epitélio do oviduto de bovinos (Ignotz et al., 2001) sendo também responsavel
pela manutencao do reservatorio espermatico no oviduto (Gwathmey et al., 2003).

As BSP-3 (15 kDa) e BSP-5 (28-30 kDa) eram denominadas BSP-A3 e BSP-30 kDa,
respectivamente. (Manjunath et al., 1988). Essas proteinas sdo acidas com um ponto isoelétrico em
torno de 3,6 a 52. As BSP1 e BSP5 sdo proteinas glicosiladas, enquanto a BSP3 ndo possui
glicosilacdo (Manjunath e Therien, 2002). No tocante a glicosilacdo, a BSP1 pode apresentar um

dissacarideo ou um tris sacarideo (-Gal-GalINAc ou NeuNAc-Gal-GalNAc-) e a BSP5 possui seis
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trissacarideos (Manjunath and Thérien, 2002). As BSP foram primeiramente descritas em bovinos,
contudo existem proteinas BSP homdlogas em diferentes espécies.

As BSP homdlogas também foram purificadas e caracterizadas no plasma seminal de ovinos.
Elas representam cerca de 20 % da concentracao total de proteinas e sdo denominadas como RSP-15,
16, 22 e 24 kDa (Bergeron et al., 2005). Estas proteinas também sdo conhecidas como Ram Seminal
Vesicles Protein (RSVP) 14 e 22 kDa foram inicialmente descritas no plasma seminal de carneiros
Rasa Aragonesa (Cardozo et al., 2006) e Santa Inés (Souza et al., 2010). A expressdo da RSVP 14 kDa
na raca Santa Inés foi evidenciada a partir da 152 semana de idade (Souza et al., 2010). Assim, acredita-
se que a RSVP 14 faca parte dos primeiros componentes secretados no plasma seminal de carneiros
Santa Inés pré-puberes.

O plasma seminal de cavalos contem aproximadamente 20% de BSP, que corresponde a cerca
de 2 mg/ml (Bergeron, 2006). Trés proteinas homdlogas foram isoladas e caracterizadas, BSP1 e BSP2
(anteriormente conhecida como HSP-1 ou SP-1 e HSP-2 ou SP-2, respectivamente) (Calvete, 1995;
Calvete, 1997). As BSP1 e BSP2 de equinos tém uma afinidade com heparina, a gelatina e a
fosfatidilcolina (Calvete, 1995; 1997). Semelhante as BSP de bovinos, essas proteinas também
interagem com a lipoproteina de baixa densidade da gema de ovo (Ménard, 2003)

Na espécie caprina, quatro homodlogas foram identificadas e caracterizadas como GSP14,
GSP15, GSP-20 e GSP22 (Villemure et al., 2003). Essas proteinas representam aproximadamente 50%
do total de proteinas do plasma seminal de caprinos e possui propriedades bioquimicas semelhantes as
BSP da espécie bovina, sendo assim, essas moléculas podem exercer um papel similar no que se diz
respeito a funcdo espermatica (Villemure et al., 2003).

Apenas um membro das BSP (12 kDa) foi isolado no plasma seminal de suinos. Esta proteina
glicosilada representa 1% das proteinas totais e apresenta 36%-65% de similaridade com a sequéncia
das BSP presentes no plasma seminal bovino. Elas também apresentam dominios semelhantes aos de
fibronectina tipo 1l e afinidade a fosfolipidios-colina, heparina, sulfato de condroitina (Calvete et al.,
2007).

Recentemente, membros das BSP foram caracterizados no fluido epididimario de camundongos
Esses estudos demonstraram que essas proteinas sdo secretadas exclusivamente pelo epitélio
epididimario, onde foram caracterizadas duas isoformas, a Bsphl e a Bsph2. Os estudos de
imunolocalizagdo revelaram que a Bsphl teve diferentes padrdes de ligacéo, alguns se ligaram a regido

da cabecga, outros ao acrossoma e peca intermedidria. Essas proteinas apresentam caracteristicas
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bioquimicas e funcionais semelhantes as BSP secretadas pelas glandulas sexuais acessorias de outras
espécies (Plante et al., 2012; 2013).

Adicionalmente, as BSP tém capacidade de ligacdo a moléculas relativas & gema de ovo ou ao
leite presentes em diluidores seminais para criopreservacdo (Manjunath et al., 2002; Lusignan et al.,
2011). Fato este que pode ter implicacbes na criopreservacdo seminal.

2.7 Aspectos da criopreservacao do sémen

Com base na literatura cientifica, o desenvolvimento de métodos eficazes de criopreservacao do
sémen de mamiferos tem sido o objetivo de inimeros grupos de pesquisa. No entanto, apesar de muitos
progressos, poucas espéecies podem ter o seu sémen eficientemente criopreservadpo. Em muitos casos,
0 sucesso da criopreservacédo é avaliado apenas pela motilidade no pos-descongelamento e, observa-se
que aproximadamente < 50% dos espermatozoides sobrevivem ao processo de congelagdo—
descongelacdo (Curry, 2000; Watson, 2000). Apesar destas células apresentarem-se madveis, poucos
espermatozoides estdo biologicamente viaveis, e como um resultado, a fertilidade pds-descongelacao é
limitada (Salamon, 1995; Leibo, 1999; Salamon e Maxwell, 2000; Watson, 2000; Holt, 2000). Além
disso, 0 sucesso da criopreservacao varia entre as espécies, entre individuos da mesma espécie e, até
mesmo, entre ejaculados do mesmo individuo (Gao et al, 1997; Thurston et al, 2002; Walters et al.,
2005).

No processo de criopreservacao as celulas espermaticas sdo submetidas a estresses resultantes
de interacGes com 0 meio extracelular, os quais aumentam com a formacao de cristais de gelo. Além
disso, a exposicdo dessas células a solugbes hiperosmoticas contendo glicerol, induz a perda de liquido
do meio intra para o extracelular (Mazur, 1984).

O processo de criopreservacdo seminal inclui etapas de diluicdo, resfriamento, congelacédo e
descongelacdo que ocasionam alteracdes ultraestruturais, bioquimicas e funcionais, subletais ou letais
as células espermaticas (Parks and Graham 1992, Salamon e Maxwell, 2000; Bailey et al. 2000, Bagchi
et al. 2008). Estes danos irreversiveis ocorrem devido aa mudancas na temperatura, formacdo de
cristais de gelo intracelular, injarias oxidativas, alteracdes na membrana do espermatozoide, lesdes no
DNA, estresse osmético, bem como, devido a acdo toxica dos crioprotetores (Salamon e Maxwell,
1995; Watson, 2000; Bailey et al., 2003). Consequentemente, reduzindo ou impedindo a capacidade
fecundante dos espermatozoides (Watson, 2000). Dentre as estruturas do espermatozoide afetadas

durante a criopreservacdo, a membrana espermatica é a estrutura mais afetada (Amann e Graham,
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1993). Os danos causados pelo estresse térmico sdo decorrentes de danos estruturais diretos, como a
ruptura das membranas ou, indiretos por alteragdes das fungdes celulares (Squires et al., 1999).

Durante o processo de criopreservacdo, o sémen deve ser refrigerado da temperatura corporea a
ambiente (37°C a 20°C) lentamente, o suficiente, para permitir o equilibrio entre o diluidor e 0 meio
extracelular (Hammerstedt et al., 1990) sem ocasionar danos aos espermatozoides. Esta fase induz uma
transicdo de fase dos fosfolipidios da membrana plasmaética, causando danos irreversiveis & membrana
espermatica (Amann e Pickett, 1987). Nesse sentido, os espermatozoides com elevados niveis de
colesterol e/ou lipidios insaturados na membrana sdo mais resistentes a essa fase de transicdo (Parks e
Lynch, 1992). As abordagens que incorporam o colesterol e/ou liquidos insaturados a membrana dos
espermatozoides tém sido sugeridas com o objetivo de aumentar a sobrevivéncia dos espermatozoides
no pos-descongelamento (Purdy e Graham, 2004; Moce et al., 2010; Spizziri et al., 2010). Estudos tém
demonstrado que a adigdo de lipidios, incluindo o colesterol (Moore et al. 2005) no meio diluidor,
minimizou os danos & membrana espermatica. Adicionalmente, a inclusdo de ciclodextrinas carregadas
de colesterol em diluidores, moléculas com afinidade especifica por esterois livres, tém tornado a
membrana dos espermatozoides mais estaveis pds-congelacdo (Moce e Graham, 2006; Aksoy et al.,
2010, Moraes et al., 2010).

O resfriamento do sémen a 30°C e a 0°C induz uma tensdo letal em algumas células e isto é
proporcional a taxa e ao intervalo do resfriamento (Watson, 1981). Este fendmeno é conhecido como
choque pelo frio. O processo de resfriamento altera as condices fisicas e quimicas das células
perturbando a homeostase. Mais especificamente, as lesdes celulares devido a baixas temperaturas sao
o resultado de alteracbes osmdticas e oxidativas induzidas pelo choque térmico, as quais sdo também
consequéncias de transicGes de fase das membranas (Ricker et al., 2006; Bucak et al., 2008). O
intervalo de 0°C a -5°C é onde ocorre o super resfriamento. Nessa fase devido ao resfriamento rapido
0s espermatozoides podem sofrer danos irreversiveis na motilidade e na capacidade fecundante
(Watson, 2000). Outro intervalo compreendido entre -6°C a -15°C é caracterizado pela formacdo de

cristais de gelo intracelulares que podem afetar funcdes celulares (Woelders, 1997).

2.8 Principais componentes dos diluentes usados na criopreservacdo espermatica
2.8.1 Gema de ovo

Atualmente a gema de ovo é amplamente empregada em protocolos de criopreservacdo de
sémen. Além de seu efeito benéfico durante o resfriamento do sémen quando a temperatura esta

proxima a 0°C (Watson, 1981, Holt et al., 1992; Maxwell e Salamon, 1993), ela também confere
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protecdo aos espermatozoides durante o processo de congelagdo/descongelagdo (Salamon e Maxwell,
1995; Aboagla e Terada, 2004). Sua acdo benéfica é devido a presenca de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) presentes na gema de ovo (Pace, 1974). Muitos estudos confirmaram que a fragdo de
LDL tem um importante efeito crioprotetor (Demianowicz et al, 1995; Moussa et al, 2002; Amirat et al,
2004). Este efeito tem sido atribuido a acdo sinérgica dos componentes da gema de ovo com diferentes
componentes dos diluidores, que devem interagir com espermatozoide e fornecer protecdo durante os
processos de resfriamento, congelamento e descongelamento (Holt, 2000), aumentando a sobrevivéncia
das células espermaticas na pos-descongelacdo (Peace e Grahan, 1974). Além das lipoproteinas de
baixa densidade, acredita-se que os fosfolipidios e o colesterol presentes na gema do ovo também
proporcionem prote¢ao contra o choque pelo frio (Kulaksiz et al., 2010).

Entretanto, o0 mecanismo de acdo da gema de ovo na protecdo dos espermatozoides ainda ndo
foi perfeitamente esclarecido (Bergeron e Manjunath, 2006). Varias hipoteses sdo sugeridas com o
intuito de compreender o0 mecanismo envolvendo a gema de ovo na protecdo das células espermaticas.
A primeira hipdtese sugere que os fosfolipidios das lipoproteinas de baixa densidade formam uma
pelicula protetora sobre a superficie do espermatozoide (Quinn et al., 1980), prevenindo a perda de
lipidios da membrana plasmatica (Parks e Graham, 1992; Bergeron et al., 2004). Alem disso, também
tem sido sugerido que os fosfolipidios de gema de ovo associam-se com a membrana plasmatica,
substituindo alguns fosfolipidios que foram danificados durante a criopreservacdo espermatica e
reduzindo a transicdo de fase (Foulkes et al. 1980; Graham e Foote, 1987). Outra hipGtese sugere que
componentes da gema de ovo, como as fosfatidileolinas, associam-se com a membrana de
espermatozoides, porém, esses fosfolipidios ndo sdo incorporados na membrana espermatica (Ricker et
al., 2006). Adicionalmente, é proposto que as lipoproteinas de baixa densidade interagem com
peptideos catidnicos (< 5 kDa) presentes no plasma seminal evitando a ligacdo dessa molécula a
membrana plasmatica e, assim, protegendo os espermatozoides (Vishwanath et al., 1992).

A gema de ovo é constituida por cinco componentes principais: lipoproteinas de baixa
densidade (68%), lipoproteinas de alta densidade (16%), proteinas globulares (livetinas; 4%) e
fosfoproteinas (fosvitinas; 10%) (McCully et al., 1962; Powerie e Nakay, 1986). Estudos tém sugerido
gue o componente da gema de ovo responsavel pela protecdo aos espermatozoides sdo as lipoproteinas
de baixa densidade (Pace e Graham, 1974; Polge, 1980; Graham e Foote, 1987; Moussa et al., 2002;
Amirat et al., 2004). Essas lipoproteinas sdo moléculas esféricas de aproximadamente 35 nm de
diametro, contendo um nucleo de triglicerideos, colesterol e ésteres de colesterol rodeado por uma

camada de fosfolipidios e apoproteinas (Martin et al., 1964).
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2.8.2 Leite

Os diluidores a base de leite também sdo amplamente empregados no processo de preservagdo
do sémen de diferentes espécies incluindo a bovina, equina, caprina, ovina, bubalina (Aurich, 1996;
Leboeuf, 2000; Salamon, 2000; Sansone, 2000). O leite é um fluido bioldgico complexo composto por:
agua (90%), lipidios (3,7%), proteinas (3,2%), carboidratos (4,6%) e minerais (0,8%) (Amiot et al.,
2002). Os lipidios sdo compostos principalmente por triglicerideos (98%), fosfolipidios (1%) e
colesterol (0,4%). Entre fosfolipidios destacam-se a fosfatidilcolina (33%), fosfatidiletanolamina
(33%), fosfatidilserina (0,3%), fosfatidilinositol (0,5%) e esfingomielina (25%). Eles sdo encontrados
no leite sob a forma de goticulas esféricas de aproximadamente 0,2 a 15 microns de didmetro (Keenan
e Patton, 1995). Estas goticulas séo caracterizadas com base no seu tamanho, as menores particulas séo
inferior a 1 micron de diametro e estdo presentes em maior quantidade (~98%), enquanto as maiores
com aproximadamente 1 a 10 microns de diametro compreende a maior fracdo da gordura do leite
(Jhanwar e Ward, 2014). Estas particulas coloidais tém uma estrutura formada por um nucleo
principalmente de triglicerideos (lipidios ndo polares) rodeado por fosfolipidios (camada tripla de
liquidos) e proteinas (Lopez, 2011). Alguns estudos demonstraram que o leite desnatado é tdo eficiente
quanto o leite integral na protecdo dos espermatozoides durante o resfriamento ou congelamento
(Scobey, 1995; Almquist et al., 1954; Foote et al., 2002). Desta forma, acredita-se que os lipidios
presentes no leite integral ndo sdo 0s componentes essenciais na protecdo das células espermaticas
durante a criopreservacao.

As principais proteinas do leite podem ser classificadas em dois grupos distintos incluindo as
caseinas e as proteinas do soro. As caseinas (proteinas insollveis) constituem a maior fracdo de
proteinas do leite (27 g/L), representando aproximadamente 80% do total de proteinas. Elas sdo
compostas por uma complexa interacdo entre proteinas associadas ao fosfato de calcio que séo
organizadas como agregados macromoleculares com minerais, sob a forma de micelas, com 40 a 300
nm de didmetro (Fox e Brodkorb, 2008). As quatro principais micelas sdo asl- (~37%), as2- (~10%),
B- (~35%) e k-caseinas, as quais diferem na estrutura primaria, bem como, no tipo e grau de
modificacdes pos-traducionais (Swaisgood, 2003). Elas séo constituidas por um nucleo formado por
caseinas hidrofobicas, a-S1, a-S2 e B, envolvido por uma camada de k-caseina (Dalgleish, 1998;
Farrell, 2004) e cada micela contém entre 20.000 a 150.000 moléculas de caseinas (Schorsch, 2002).
Vaérios estudos demonstraram que as micelas de caseina isoladas do leite sdo capazes de proteger o

sémen de equinos, caprinos, ovinos e bovinos durante o armazenamento a 4-5°C (Choong e Wales,
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1962; Martin, 1966; O’Shea e Wales, 1966; Batellier et al., 1997; Leboeuf et al., 2003; Bergeron et al.,
2007). Dentre os componentes da caseina, os fosfocaseinatos nativos, ¢ a f-lactoglobulina foram
benéficos a sobrevivéncia espermatica in vitro (Battelier et al., 1997; Lebouf et al., 2003). Outra
hipotese sugere que as caseinas interagem com moléculas de célcio impedindo o acimulo intracelular
de Ca2+ resultante do dano causado na membrana durante a criopreservagdo (Hochachka, 1986).

As proteinas remanescentes do leite sdo as P-lactoglobulina, o-lactalbumina, albumina,
imunoglobulinas, que representam cerca de 20% do total. As predominantes, B-lactoglobulina e ao-
lactalbuminas, sdo proteinas globulares que representam aproximadamente 55 e 22%, respectivamente.
O mecanismo envolvendo as proteinas do soro na protecéo dos espermatozoides ainda ndo se encontra
perfeitamente esclarecido. Em estudo envolvendo o diluidor a base de leite desnatado sem a presenca
de caseinas (permeado de leite) observou-se uma ineficiéncia na protecdo dos espermatozoides
(Bergeron, 2007). Outro experimento, em equinos, demonstrou que a-lactalbumina foi deletéria a
sobrevivéncia espermatica in vitro e que a suplementacdo de P-lactoglobulina em meio diluidor
contendo fosfocaseinato de calcio ndo melhorou a sobrevivéncia dos espermatozoides a 4°C (Batellier
et al., 1997). Resultados similares foram obtidos com espermatozoides de caprinos (Leboeuf et al.,
2003). Os melhores resultados foram observados quando um diluidor a base de B-lactoglobulina (45
g/L) foi testado (Batellier et al., 1997). Ao contrario das espécies anteriormente mencionadas, a
presenca da a-lactaloumina no diluidor melhorou a sobrevivéncia de espermatozoides ovinos (Ollero,
1998).

No entanto, o leite fresco utilizado para a diluicdo do sémen tem como limitante a presenca da
enzima lactenina que apresenta toxicidade aos espermatozoides. Contudo, o tratamento térmico a 92-
95°C por 10 min inativa esta enzima (Flipse et al., 1954; Leboeuf, 1992). Provavelmente, a
desnaturacdo desta enzima no leite explica diferencas na taxa de sobrevivéncia espermatica observadas
entre o leite cru e o leite UHT (Batellier et al., 1997). Além de inativar componentes deletérios aos
espermatozoides, o tratamento térmico também induz modificacdes na estrutura das proteinas do leite.
Dentre elas, observamos o aumento do didmetro das micelas de caseina e a desnaturacdo parcial das
proteinas do soro (Tran Le et al., 2007). Essa desnaturacdo leva ao aumento da reatividade dos grupos
tiois livres da a-lactalbumina e B-lactoglobulina, os quais podem estar envolvidos em reagdes de troca
tiol-dissulfeto com outras proteinas do soro desnaturadas e com a k-caseina presentes na superficie da
micela de caseina. Desta forma, as proteinas de soro podem interagir com outras proteinas do soro e/ou
micelas de caseinas (Livney et al., 2003). Essa associacdo ocorre inicialmente por interacfes

hidrofobicas e, posteriormente por ligagdes dissulfidicas com a k-caseina (Haque e Kinsella, 1988).
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2.9 Mecanismos envolvidos na protecdo dos espermatozoides relacionados a interacdo das BSP com
0s principais componentes dos diluidores seminais

Recentemente, varios estudos demonstraram que membros da familia das BSP se associam com
as lipoproteinas de baixa densidade da gema de ovo (Villemure, et al., 2003; Bergeron et al., 2004;
Bergeron, 2006; Singh et al., 2007). Estes estudos sugerem que essa interacdo € o principal mecanismo
envolvendo a gema de ovo na protecdo dos espermatozoides durante a criopreservacdo (Manjunath et
al., 2002; Bergeron et al., 2004). Esta interacdo lipidio-proteina é especifica, rapida, saturavel e estavel
apos congelacdo e descongelacdo do sémen (Manjunath, 2002). Como mencionado anteriormente, as
BSP interagem com lipoproteinas de baixa densidade e, apenas uma tnica molécula de lipoproteinas de
baixa densidade € capaz de interagir com cerca de 104 moléculas de BSP (Lusignan et al., 2012). Nesse
sentido, quando o sémen é diluido com diluidores contendo lipoproteinas de baixa densidade,
aproximadamente 50-80% das moléculas de BSP ndo se ligam a membrana dos espermatozoides
(Bergeron, 2004). Esta interacdo reduz a ligacdo das principais proteinas do plasma seminal bovino na
membrana dos espermatozoides e, consequentemente, reduz o efluxo lipidico da membrana plasmatica
e seus danos.

Outros estudos demonstraram que a gema de ovo foi capaz de reduzir a criolesdo mediada pelas
proteinas com afinidade a heparina em espermatozoides bubalinos (Singh et al., 2007). No entanto, a
maior concentracdo de Ca** na gema de ovo (que varia entre 836 e 1.553 mg / kg de gema) aumentou a
capacitacdo e reacdo acrossémica com um efeito prejudicial na sobrevivéncia dos espermatozoides
(Witte e Schafer-Somi, 2007). Entretanto, as proteinas sem afinidade a heparina ndo foram capazes de
proteger 0s espermatozoides de bufalos durante a criopreservacdo e nem do efeito deletério das heparin
binding proteins durante criopreservacdo (Kumar et al., 2007).

Bergeron et al. (2007) observaram que micelas de caseina obtidas a partir de leite desnatado
reduziram a ligacdo das BSP a membrana dos espermatozoides. Como consequéncia, houve uma
reducdo do efluxo de lipidios, mantendo a motilidade e viabilidade dos espermatozoides durante a
criopreservacdo. Neste estudo, as caseinas interagiram com as BSP minimizando o efeito deletério
dessas proteinas sobre a membrana durante a preservacdo espermatica. Mais recentemente, Srivastava
et al. (2012) demonstrou o sequestro de BSP 1 (PDC-109) do plasma seminal de bovinos por meio da
coleta de ejaculados bovinos em tubos revestidos com anticorpos anti-PDC-109. Este estudo mostrou
que o sequestro da BSP 1 melhorou a qualidade dos ejaculados no pds descongelamento. Desta forma,

a afinidade das BSP aos principais componentes dos diluidores a base de gema de ovo e leite é

43



relacionada a interacdo destas proteinas com o LDL e a caseina, 0s quais sequestrariam estas proteinas
seminais, tornando-as indisponiveis para exercerem seus efeitos deletérios ha membrana espermatica
(Bergeron e Manjunath, 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

A difusdo do melhoramento genético é otimizada pela utilizagdo de biotécnicas e pela selegdo
de reprodutores. Dentre as biotécnicas reprodutivas, a tecnologia do sémen possui um papel
fundamental. Considerando que as principais proteinas do plasma seminal, as BSP, possuem
capacidade de ligacdo a componentes dos principais diluidores seminais, estudos avaliando o
mecanismo de acdo envolvendo os diluidores seminais e como estes protegem 0s espermatozoides
durante a criopreservacdo podem ajudar na otimizagdo dos protocolos de preservacdo de gametas
masculinos e no desenvolvimento de novos diluidores livre de produtos de origem animal.

Além disso, plasma seminal é uma complexa secrecdo rica em proteinas que afeta
significativamente a fertilidade dos reprodutores. Neste contexto, a elucidacdo da associacdo destas
proteinas e a qualidade do sémen possibilita a perspectiva de se dispor de marcadores que auxiliem na
potencial fertilidade de reprodutores.

Neste contexto, consideramos as racas de animais domésticos nativas, ou seja, selecionadas
naturalmente pelas condigdes de manejo e ambiente, como objetos de estudo eficientes para a analise
de proteinas seminais que mantenham a eficiéncia reprodutiva em regides tropicais. A raca Curraleiro
(Pe-duro) esta entre as racas nativas brasileiras de bovinos em risco de extingdo e apresenta como uma
das principais caracteristicas a rusticidade. Desta forma, consideramos necessaria, nao apenas a
preservacdo desta subespécie, como também, a sua utilizacdo na pesquisa de marcadores moleculares
de fertilidade.
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4. HIPOTESE
As proteinas do plasma seminal interagem com os componentes dos principais diluidores

empregados na criopreservacao do sémen e sdo relacionadas com parametros reprodutivos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

e Avaliar a interacdo das proteinas do plasma seminal com componentes dos principais diluidores

empregados na criopreservacao do sémen e com parametros reprodutivos.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar aspectos da interacdo das BSP presentes no plasma seminal de caprinos e as proteinas
do leite;

e Determinar se as BSP homdlogas do plasma seminal de equinos, suinos e ovinos possuem

propriedades de ligacdo com os componentes do leite semelhante as BSP bovinas;

e Investigar a interacdo das proteinas do plasma seminal de caprinos e fosfolipidios presentes nos

diluidores a base de lecitina de soja;

e ldentificar proteinas do plasma seminal de bovinos Curraleiro (Pé-duro) associadas a

circunferéncia escrotal e parametros seminais.
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6. CAPITULO 2
ESTUDO 1: Interagdo das proteinas do leite e as Binder of SPerm proteins (BSP) presentes no

plasma seminal de caprinos

Erika Bezerra de Menezes™?, Mauricio van Tilburg?, Marie-France Lusignan®, Rodrigo Vasconcelos de
Oliveira?, Arlindo Moura?, Puttaswamy Manjunath*

'Centro de pesquisa do Hospital Maisonneuve-Rosemonte, Faculdade de Medicina, Universidade de Montreal.

“Departamento de Zootecnia, Universidade Federal do Cearé

RESUMO
O presente estudo investigou 0s aspectos da interacdo entre as proteinas do plasma seminal de caprinos
e proteinas do leite. A interacdo das BSP com as proteinas do leite foi inicialmente demonstrada por
cromatografia de filtragdo em gel. Nossos resultados demonstraram que a GSP-14 e a GSP-15
preferencialmente interagiram com as proteinas do leite quando comparado a GSP-20 e a GSP-22. Em
seguida, o leite foi dividido em duas fracdes, MF-1 (proteinas de soro) e MF-2 (caseinas). As BSP
mostraram uma especifica afinidade com as caseinas, mas também exibiu afinidade com as proteinas
do soro de leite. A interacdo das BSP com as proteinas do leite foi também confirmada pela técnica de
ELISA. A especificidade desta interacdo foi também investigada por Far-Western dot blot. Os
resultados demonstraram que as BSP se associam com moléculas de caseina e B-lactoglobulina, porém,
estas proteinas ndo demonstraram afinidade com a a-lactaloumina. Além disso, nds realizamos
experimentos com espermatozoides epididimario de caprinos. A interacdo das BSP com a membrana
plasmatica foi reduzida quando os espermatozoides epididimarios foram incubados com o plasma
seminal, seguido pela adicdo do leite ou incubados com leite seguida pela adicdo do plasma seminal.
Nossos resultados sugerem que as BSP presentes no plasma seminal de caprino se associam com as
principais proteinas do leite. Neste contexto, nds propomos que esta especifica interacdo desempenha
um importante papel no mecanismo de protecdo aos espermatozoides pelo leite durante a

criopreservacdo do sémen.

Palavras chaves: proteinas do plasma seminal, caseinas, -lactoglobulina, a-lactalbumina, interagéo

proteina-proteina, criopreservacdo do sémen.
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Interaction of milk proteins and Binder of SPerm proteins (BSP) from goat seminal plasma

ABSTRACT
The present study investigated aspects of interaction between goat seminal plasma proteins and milk
proteins. Binding of goat BSP proteins to milk proteins was firstly demonstrated by gel filtration
chromatography. Our results showed that GSP-14 and GSP-15 had preferential affinity for the milk
proteins compared to GSP-20 and GSP-22. We also fractionated milk into two fractions such as MF-1
(mostly whey proteins) and MF-2 (mostly caseins). Goat BSP proteins showed a specific affinity to
caseins but also displayed binding to whey proteins. The binding of BSP proteins to milk proteins was
further confirmed by using ELISA. Additionally, we investigated the specificity of interaction of BSP
proteins with milk proteins using Far-Western dot blots. Results showed that goat BSP proteins bind to
caseins and B-lactoglobulin whereas a-lactalbumin did not show any affinity. Moreover, we carried out
experiments with goat epididymal sperm. The binding of BSP proteins to sperm membrane was
reduced when caudal epididymal sperm was incubated with seminal plasma and followed by milk or
incubated with milk followed by seminal plasma. These data suggest that goat BSP proteins bind to
major milk proteins. We propose that this specific interaction plays an important role in the

mechanisms of sperm protection by milk extender during storage.

Key words: seminal plasma proteins, casein, p-lactoglobulin, a-lactalbumin, protein-protein

interaction, sperm cryopreservation.

49



6.1 INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, a otimizagdo de técnicas e meios diluidores com o objetivo de reduzir os
efeitos deletérios durante a criopreservacao do sémen tém sido objeto de estudos de varios grupos de
pesquisa. Apesar de significativas melhorias, o processo de criopreservacdo do sémen ainda é
altamente prejudicial, causando danos estruturais, morfolégicos e funcionais aos espermatozoides
(Watson, 1981; 1995; Parks e Graham, 1992; Salamon e Maxwell, 1995; Watson, 2000; Medeiros et
al., 2002; Purdy, 2006; Leahy e Gadella, 2011). Alguns problemas encontrados podem ser atribuidos,
ao menos em parte, a prolongada exposicdo do plasma seminal as células espermaticas durante a
criopreservacdo do sémen (Martinus et al., 1991, Way et al., 2000; Bergeron et al., 2004; Moore et al.,
2005; Singh et al., 2014).

No momento da ejaculacdo, as principais proteinas do plasma seminal se associam a superficie
da membrana do espermatozoide, sendo essenciais a funcdo espermatica e fertilizacdo. As Binder of
SPerm (BSP) pertencem ao grupo de proteinas altamente conservadas entre as espécies secretadas pelas
vesiculas seminais (Fan et al., 2006). Estas moléculas representam cerca de 60% do total de proteinas
do plasma seminal bovino (Manjunath e Sairam, 1984) e sdo formados por trés principais moléculas,
BSP1, BSP3 e BSP5, anteriormente caracterizadas como PDC-109 ou BSP-A1/A2, BSP-A3 e BSP-
30k, respectivamente (Manjunath et al., 2009). No momento da ejaculacdo, estas proteinas interagem
com fosfolipidios contendo colina na membrana dos espermatozoides e promovem a capacitacdo
espermatica induzida pela ligagdo a heparina e lipoproteinas de alta densidade presente no fluido
folicular e do oviduto (Therien et al., 1995; Therien et al., 2005; Lusignan et al., 2007). Outra funcéo
atribuida as BSP do plasma seminal bovino inclui a interacdo dos espermatozoides e o epitélio do
oviduto, prolongando a motilidade e a viabilidade espermética (Gwathmey et al., 2003; Gwathmey et
al., 2006). Os membros da familia das BSP também foram identificadas em outras espécies de
mamiferos, incluindo equinos (Calvete et al., 1996; 1997; Menard et al., 1998), suinos (Calvete et al.,
1995a), caprinos (Villemure et al., 2003), ovinos (Bergeron et al., 2005), bisdo (Boisvert et al., 2004),
coelho (Nixon et al., 2008), bufalo (Harshan et al., 2009), humano e camundongo (Fan et al., 2006;
Lefebvre et al., 2007; 2009; Plante et al., 2012; 2013). No plasma seminal de caprinos, quatro proteinas
homoblogas da familia BSP foram identificadas e caracterizadas como GSP-14kDa, GSP-15kDa, GSP-
20kDa e GSP-22kDa (GSP, Goat Seminal Plasma Proteins). Estas proteinas possuem propriedades
bioguimicas semelhantes as BSP da espécie bovina, sendo assim, estas moléculas podem exercer papel
similar no que se diz respeito a fungdo espermaética (Villemure et al., 2003).

Apesar de importantes funcbes e benéficos, as BSP também podem ser deletérias aos

espermatozoides durante a criopreservacdo do sémen. Estas proteinas interagem com a superficie dos
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espermatozoides induzindo um sucessivo efluxo de colesterol e fosfolipidios em concentrago e tempo
dependente, resultando na desestabilizando a membrana (Therien et al., 1997; 1998; Manjunath e
Therien, 2002; Manjunath et al., 2002; Bergeron e Manjunath, 2006). Alguns estudos tém sido sugerido
que os componentes dos principais diluidores usados para criopreservagdo do sémen, como a gema de
ovo e 0 leite contém componentes que preferencialmente se associam com as BSP, prevenindo e/ou
minimizando o efluxo de lipideos da membrana espermatica (Manjunath et al., 2002). O leite é um dos
diluidores mais eficiente para criopreservacdo do sémen de caprinos (Corteel, 1974; Evans e Maxwell,
1987; Leboeuf et al., 2003; Purdy, 2006), devido a presenca de componentes com a capacidade de
proteger os espermatozoides contra os danos celulares. As proteinas sdo os fundamentais constituintes
do leite, e consiste em proteinas especificas, incluindo as caseina e as proteinas de soro (Wang et al.,
2009). Aproximadamente 80 % das proteinas do leite consistem em moléculas de caseinas e o0s
remanescentes 20% s@o constituidos pelas proteinas do soro. As caseinas sdo compostas por quatro
fosfoproteinas incluindo as asl, as2, B e k-caseina e, em solucdo, estas proteinas formam pequenos
agregados denominados submicelas de caseina. As micelas de caseina sdo formadas por meio de auto
associacdo de caseinas (Ossowski et al., 2012) e, para manter a estabilidade interna, estas moléculas
sequestram ions de calcio (Silva et al., 2012). As proteinas do soro consistem principalmente em a-
lactalbumina e [-lactoglobulina, com albumina e imunoglobulinas como os constituintes menos
abundante. O mecanismo pelo qual os componentes do leite atua na protecdo dos espermatozoides
ainda ndo foi totalmente compreendido, mas alguns estudos tém sugerido que a influéncia benéfica do
leite sobre os espermatozoides durante a criopreservacdo é mediada por proteinas. Como descrito
anteriormente, o fosfocaseinato de calcio e a pB-lactoglobulina protegem os espermatozoides de equinos
e caprinos durante a criopreservacdo do sémen (Batellier et al., 1996; Leboeuf et al., 2003). Em estudo
posterior, as micelas de caseina, isoladas a partir de leite desnhatado, reduziu a interacdo destas
moléculas deletérias do plasma seminal bovino a membrana dos espermatozoides, evitando a perda de
colesterol e fosfolipidios e, assim, mantendo a motilidade e a viabilidade espermaética durante o
processo de criopreservacdo do sémen (Bergeron et al., 2007). Recentemente, um estudo demonstrou
que as BSP do plasma seminal de bovinos possuem afinidade com as proteinas do leite (Lusignan et al.,
2011) e o mecanismo proposto a protecdo dos espermatozoides sugere uma associacdo entre as
principais proteinas do leite e as BSP (Bergeron et al., 2006; Lusignan et al., 2011). Sendo assim,
considerando os resultados obtidos em estudos in vitro com as principais proteinas do plasma seminal
bovino, o presente estudo foi delineado para investigar os aspectos da interacdo envolvendo as

proteinas principais do plasma seminal, proteinas do leite e células espermaticas de caprinos.
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6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Delineamento experimental

O leite tratado termicamente e as proteinas do plasma seminal de caprinos foram incubados em
temperatura ambiente e aplicados em uma coluna de cromatografia de gel filtragdo (Sepharose CL-4B)
em presenca e auséncia de calcio. As fracBes foram eluidas e analisadas por Western blot. O leite
tratado termicamente também foi fracionando em duas fracGes, MF-1 (proteinas do soro) e MF-2
(micelas de caseina). Em seguida, estas fracdes foram incubadas com as proteinas do plasma seminal
de caprino e, entdo, aplicadas na mesma coluna de gel filtracdo. As fracGes foram eluidas e analisadas
por Western blot com anticorpos anti-BSP de caprino. Em paralelo, as proteinas do plasma seminal de
caprino foram aplicadas na coluna de gel filtracdo, como controle, e as fracGes eluidas foram analisadas
como descrito anteriormente.

Posteriormente, uma série de experimentos foram realizados para avaliar as propriedades de
ligacdo envolvendo os componentes do leite e as proteinas presentes no plasma seminal de caprinos.
No primeiro procedimento, uma placa de ELISA foi sensibilizada com leite tratado pelo calor e, em
seguida, incubadas com diluicdes em série de BSP purificadas bem como plasma seminal de caprino,
seguido pela incubacdo com anticorpos anti-BSP de caprino. Na segunda analise, o leite tratado
termicamente, caseina, a-lactalbumina e pB-lactoglobulina diluidas em série foram aplicadas sobre uma
membrana de nitrocelulose. Decorrido este procedimento, as membranas foram incubadas com o
plasma seminal de caprino. A interacdo das proteinas do leite e os componentes do plasma seminal de
caprino foi detectada por sucessivas incubagdes com anticorpos primarios e secundarios. No terceiro
experimento, as analises foram realizadas para avaliar a interacdo entre as proteinas presentes no
plasma seminal de caprino, espermatozoides da cauda do epididimo e as proteinas do leite. Os
espermatozoides do epididimo de cinco caprinos adultos foram incubados em (1) meio citrato/glicose,
seguido pela adicdo de plasma seminal de caprino, (2) o plasma seminal de caprino, seguido pela
adicdo do diluidor leite, e (3) o diluidor leite, seguido pela suplementacdo com plasma seminal de
caprino. Os espermatozoides do ejaculado e epididimo foram também incubados com meio citrato-
glicose, porém, sem adicdo de plasma seminal, como controles positivos e negativos, respectivamente.
Apos a incubacgdo, as proteinas da membrana de espermatozoides do epididimo foram extraidas e a

presenca das BSPs foram avaliadas por Western blot.
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6.2.2 Isolamento de proteinas do plasma seminal e purificacdo de BSP presentes no plasma seminal
de caprinos

As amostras de sémen foram coletadas com auxilio de vagina artificial. Para recuperar o plasma
seminal, as amostras foram centrifugadas a 700 x g por 15 minutos (min) a 4°C. O sobrenadante livre
de espermatozoides foi transferido para outro microtubo e, novamente centrifugado (10,000 x g; 60
min; 4°C). Posteriormente, o plasma seminal foi ressuspendido em nove volumes de etanol frio (-20°C)
e mantido sob constante agitacdo com uso de barra magnética por 90 min a 4°C. Apds a precipitacdo
em etanol frio, as proteinas do plasma seminal de caprino foram recuperadas por centrifugacdo a 10,
000 x g por 10 min a 4°C. Este procedimento foi repetido trés vezes. As proteinas precipitadas foram
ressuspendidas em 50 mM de bicarbonato de aménio, liofilizadas, e armazenadas a 4°C.

A purificacdo das BSP presentes no plasma seminal de caprino foi realizada por cromatografia
de afinidade em coluna com gel de agarose acoplado a gelatina e duas fraces foram eluidas, segundo
metodologia previamente descrita (Villemure et al., 2003). Inicialmente, o plasma seminal foi
ressupendido em tampéo fosfato-salina [PBS; 50 mM fosfato (m/v); 150 mM cloreto de sodio (m/v);
pH 7,4] e, em seguida, centrifugado a 10,000 x g por 10 min a 4°C para remover particulas insoluveis.
Apos a centrifugacdo, o plasma seminal foi aplicado em coluna de gelatina-agarose (1 x 20 cm) e 0
tampao PBS foi adicionado como fase movel. Com intuito de interagir as proteinas com afinidade a
matriz, o fluxo foi interrompido por 60 min. As proteinas sem afinidade a gelatina foram lavadas com o
tampao PBS e as proteinas com afinidade a gelatina foram eluidas com 0,5 M e 8 M uréia em tampé&o
PBS. Foram coletadas fracdes de 2 ml com um fluxo constante de 30 ml/hora e a absorbancia das
fracbes determinadas a 280 nm em espectrofotdbmetro. A concentracdo proteica das amostras foi

determinada pelo método modificado de Lowry (Markwell et al., 1978).

6.2.3 Producao de anticorpos policlonais

Para a producdo de anticorpos policlonais contra as BSP presentes no plasma seminal de
caprino (GSP -14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22), um coelho macho adulto da raca Nova Zelandia foi
imunizado com as BSP purificadas. A solucdo proteica foi administrada por via subcuténea, totalizando
trés imunizacBes. As colheitas sanguineas foram realizadas uma semana antes e uma semana apés cada
imunizacdo. A especificidade dos anticorpos foi avaliada por Western blot. O soro da segunda coleta
foi usado para purificar anticorpos contra as BSP de caprino em coluna de cromatografia com afinidade
a Proteina A (Nuac et al., 2000).
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6.2.4 Tratamento térmico do leite desnatado

As amostras de leite desnatado foram aquecidas em banho-maria a 92-95°C for 10 min com
intuito de inativar fatores deletérios como a lactenina (Leboeuf, 1992). Apds o tratamento térmico, o
leite desnatado foi esfriado a temperatura ambiente e, filtrado em peneira e gaze para remocao do
coagulo. Posterimente, a azida sodica [~ 0,02% (m/v)] foi adicionada para prevenir o crescimento

bacteriano e as amostras foram armazenadas a 4°C.

6.2.5 Cromatografia de filtracdo em gel

As proteinas do plasma seminal de caprino, previamente liofilizadas, foram ressuspendidas em
tampdo Tris—HCI [20 mM Tris (m/v), 150 mM cloreto de sédio (m/v), 0,02% azida sédica (m/v); pH
7,4]. Com intuito de remover particulas insoluveis, a amostra foi centrifugada a 10,000 x g por 10 min.
Decorrido a centrifugacdo, uma aliquota de 2,04 mg de proteinas do plasma seminal foi diluida em 1
mL de leite desnatado termicamente tratado e incubado em temperatura ambiente por 60 min. Em
seguida, esta mistura proteica foi aplicada em coluna de gel filtracdo, Sepharose CL-4B column (78 x
2,5 cm), previamente equilibrada com o tampéo Tris—HCI.

Em sistema coloidal, os ions de calcio favorecem a associacdo entre as moléculas de caseinas e
sdo responsaveis pela estabilidade interna destas proteinas (Ausar et al., 2005; Miller-Buschbaum et
al., 2007; Silva et al 2012). Para avaliar os requerimentos deste cation na interacdo, 0s experimentos
foram também realizados em presenca de calcio. As proteinas do plasma seminal de caprino foram,
inicialmente, ressuspendidas em tampédo C [20 mM Tris (m/v), 150 mM cloreto de sédio (m/v), 10 mM
cloreto de célcio (m/v), 0,02% azida sodica; pH 7,4] e, incubadas com o leite desnatado termicamente
tratado por 60 min em temperatura ambiente e, em seguida, esta solucdo foi aplicada em coluna de gel
filtracdo previamente equilibrada com tampao C, seguindo metodologia acima descrita.

Com o objetivo de avaliar dentre os componentes do leite que se associam com as BSP, o leite
termicamente tratado foi fracionado em trés principais fragcdes como anteriormente descrito por
Lusignan et al. (2011). Para este proposito, foi aplicado 2 mL de leite termicamente tratado na coluna
filtracdo em gel (Sepharose CL-4B) previamente equilibrada com o tampédo Tris-HCI. As fracdes
eluidas de cada pico (MF-1 e MF-2) foram agrupadas e, em seguida, concentradas empregando sistema
de ultrafiltracio AMICON® (Amicon stirring ultrafiltration cell), e membrana YMZ10 (10,000 kDa cut
off) até um volume aproximado de 2 mL. Decorrido este processo, as amostras foram filtradas em filtro
de seringa (Millipore®) com poros de 5 pm de didmetro. Para determinar a interagdo, as fracdes do leite
(MF-1 e MF-2) foram incubadas com o plasma seminal de caprinos em temperatura ambiente por 60

min e, esta solugéo foi aplicada na mesma coluna de gel filtracdo equilibrada previamente com tampéao
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C, seguindo metodologia previamente descrita. Em paralelo, as proteinas do plasma seminal de caprino
foram aplicadas em coluna de filtragdo em gel equilibrada separadamente com tampédo Tris-HCl ou C
como controles.

Cada etapa cromatogréfica foi realizada com fluxo constante de fluxo de 72 mL/h controlado
por meio de bomba peristéltica a temperatura ambiente. As fragGes de 3,2 mL foram coletadas e as
absorbéancias das fracGes foram determinada em 280 nm em espectrofotdmetro. Baseado no perfil das
absorbancias, as fragdes foram agrupadas em 12 fragfes (a — I) com aproximadamente 32 mL cada
fracdo.

Posteriormente, as amostras de cada fracdo foram precipitadas com &cido tricloroacético (TCA;
15% wiv), diluidas em solugcdo de amostra [30% glicerol (v/v); 10% SDS (m/v); 62 mM Tris (v/v); 750
ug DTT (m/v); 0,001% azul de bromofenol (m/v)] e aquecidas a 95°C por 10 min. As proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de acrilamida contendo 4 % gel de empilhamento e 15% gel de
separacdo (Laemmli, 1970), em sistema vertical de mini gel (Mini-Protean Il1, Bio-Rad Lab). Apos a
eletroforese, as bandas proteicas foram eletrotransferidas para uma membrana de PVDF. Para saturar
sitios de ligacdo inespecifica, as membranas foram bloqueadas com TBST [40 mM Tris (m/v), 150 mM
NaCl (m/v), 0,1% Tween-20 (v/v)] suplementado com 1% BSA por 60 min a 37°C sob constante
agitacdo. As membranas foram lavadas (3X) com TBST por 5 min e, em seguida, incubadas com
anticorpos policlonais contra as BSP de caprino diluidos 1:3.000 em TBST sob agitacdo constante (60
min; 37°C). Apds a incubacdo, as membranas foram lavadas novamente em TBST (3x/10 min) e
incubadas com anticorpos secundarios (1:10.000), anti-lgG caprina conjugado a peroxidase sob
constante agitacdo (60 min; 37°C). Para visualizacdo das bandas, as membranas foram incubadas com
solucdo de quimiluminescéncia (ECL) e as bandas foram capturadas com auxilio do ImageQuant™
LAS 4000.

6.2.6 Teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

A interacdo das BSP e as proteinas do leite foi avaliada pelo método de ELISA indireto,
segundo Ossiboff et al. (2010), com modificacdes. As microplacas de poliestireno (96 pogos) foram
sensibilizadas com a solucdo de leite desnatado termicamente tratado diluido em tampédo
carbonato/bicarbonato (0,05M, pH 9,6; 200 ul/pogo), a uma concentragdo de 12pg/mL e incubada
overnight a 4°C. Apos este periodo, o sobrenadante foi desprezado e as placas lavadas trés vezes com
PBS e, em seguida, foram adicionados 200 pl/poco, solugdo de bloqueio PBST (PBS; 5% BSA,; 0,1%
Tween-20; 0,02% azida sodica). A placa foi mantida em repouso por 120 min a temperatura ambiente.

Decorrido este procediemnto, a solugdo de bloqueio foi desprezada e a placa lavada (3% 200 ul; PBS).
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Apos a lavagem, foram adicionados em cada poco, 50 pl/pogo de amostras de plasma seminal de
caprinos em diluigdes seriadas (50pug - 50ng em Log 10) em PBS, bem como, BSP purificadas, em
duplicatas. A placa foi incubada durante 120 min em temperatura ambiente e, ap0s este periodo, as
amostras foram desprezadas e a placa lavada trés vezes com PBS. Posteriormente, 200ul de PBST
contendo anticorpos purificados coelho anti-caprino (BSP) na diluicdo de 1:3.000 foram adicionados.
Ao final desta etapa, a placa foi lavada (3x 200 ul; PBS), e em seguida, foram adicionados 200ul/pogo
de anticorpo policlonal anti-lIgG de burro conjugados a fosfatase alcalina diluido 1:10.000 em PBST.
Ap6s a lavagem, foram adicionados 200ul/poco da solugio substrato-reveladora (SIGMAFAST™ p-
nitrophenyl phosphate tablet set system; Sigma-Alderich) segundo a orientagdo do fabricante. As
densidades Opticas obtidas foram mensuradas em leitor de placas de ELISA (Expert Plus-Asys,
Eugendorf, Austria) e com filtro para comprimento de onda de 405 nm. Como controle negativo, 0s
pocos foram sensibilizados apenas com BSA e, como controle positivo, os pocos foram sensibilizados
com o plasma seminal de caprino. Para esta analise (ELISA), amostras de cinco plasma seminal de
caprinos adultos (Capra hircus) foram utilizadas. A coleta do sémen e a obtencdo do plasma seminal

foram realizadas como descrito anteriormente (van Tilburg et al., 2013).

6.2.7 Far-Western dot blot

A interacdo entre as proteinas do leite e as BSP presentes no plasma seminal de caprino foi
avaliada pela técnica de Far-Western dot blot segundo metodologia descrita por Limpanawat et al.
(2009), com modificacBes. As amostras (leite desnatado termicamente tratado, caseina, a-lactalbumina,
¢ PB-lactoglobulina) foram preparadas em tampdo PBS, gotejadas sobre a membrana de nitrocelulose
(3-4 mm/diametro), uma de cada vez, e deixadas secar em temperatura ambiente. Os sitios livres de
ligacdo de proteinas foram blogueados com tampdo PBST contendo 0,5 % BSA durante 60 min em
temperatura ambiente e, posteriormente, as membranas foram lavada trés vezes em tampdo PBST por 5
min. Posteriormente, as membranas foram incubadas em tamp&o PBST contendo 0,12 / mL de plasma
seminal de caprino por 60 min sob leve agitacdo em temperatura ambiente. A imunoreatividade das
proteinas foi determinada pela incuba¢do com anticorpos primarios contra as BSP diluidos em tampao
PBST (1:3.000) seguido por trés lavagens consecutivas em PBS por 10 min, e incubacdo com
anticorpos secundarios especificos conjugado a fosfatase alcalina (1:10.000). Decorrido este
procedimento, as membranas foram lavadas (3%/5 min) com tampdo PBST e, em seguida, as
membranas foram reveladas pelo sistema SIGMAFAST™ BCIP/NBT (Sigma Chemical Co), de acordo

com especificacdes do fabricante.
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6.2.8 Interacdo das proteinas do leite e proteinas do plasma seminal de caprinos in vitro usando
espermatozoides epididimarios

Para demonstrar a interacdo das BSP presentes no plasma seminal de caprino e as proteinas de
leite, os epididimos de caprinos adultos foram obtidos em abatedouros locais e transportados ao
laboratério em solucdo salina (0,9% NaCl). No laboratério, a cauda do epididimo e o vaso deferente
foram isolados de cada testiculo e os espermatozoides da cauda do epididimo foram recuperados por
flushing retrogrado do vaso deferente com meio citrato-glicose (2,37 g citrato de s6dio.2H,0, 0,8 g
glicose, 100 ml &gua ultra pura, pH 7,0). A concentracdo de espermatozoides foi determinada pela
dilui¢do de 10 uL da amostra em formol salina tamponada (1:200). Em seguida, os espermatozoides
foram transferidos para novo microtubo, e aproximadamente 400 x 10° de espermatozoides do
epididimo foram usados em cada experimento. Os meios de incubacéo, citrato-glicose acima descrito e
meio diluidor a base de leite (Cortel, 1974), foram preparados, antes de cada experimento e, incubados
por 60 min em banho-maria a 37°C. Os espermatozoides foram divididos aleatoriamente em trés
diferentes grupos (esquema representativo do projeto experimental é representado in Figura 1): grupo 1
(G1) — espermatozoide epididimario + plasma seminal caprino (controle); grupo 2 (G2) -
espermatozoide epididimério + plasma seminal caprino + meio diluidor a base de leite; e grupo 3 (G3)
— espermatozoide epididimario + meio diluidor a base de leite + plasma seminal caprino (Figura 1).
Apos o tempo de incubacéo, as células espermaticas foram removidas do banho-maria e as proteinas de
membrana foram extraidas com descrito abaixo. Os espermatozoides do epididimo e ejaculado foram
também incubados em meio citrato-glicose, seguindo o protocolo descrito acima, porém sem

suplementacao de plasma seminal, como controles.
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Figura 1. Estratégia para o estudo da interacdo das proteinas do leite e seminal plasma de

caprinos usando espermatozoides epididimarios e subsequente extracdo de proteinas de membrana.
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6.2.9 Extracdo de proteinas totais da membrana plasmatica de espermatozoides

A extracdo de proteinas totais da membrana plasmatica de espermatozoides foi realizada
segundo metodologia descrita por van Tilburg et al. (2013), com modificagbes. Em resumo, 0s
espermatozoides do epididimo obtidos, ap6s a incubacdo, foram lavados trés vezes em tampao PBS por
centrifugacdo a 700 x g por 15 min a 4°C. Logo em seguida, 0s espermatozoides foram mecanicamente
dissociadas através de dispositivo triturador (20x, 15 seg/cada). Posteriormente, as células foram
submetidas a sucessivos ciclos de congelacdo/descongelacdo (5x). Para remover as proteinas
intracelulares, os espermatozoides foram lavados trés vezes em tampédo PBS (1,500 x g; 15 min; 4°C).
Apos a centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em tampéao PBS (2 mL) contendo 1% Triton X-
100, incubado por 120 min a 4°C sob leve agitacdo e, entdo, sonicado por 30 min em agua gelada.
Decorrido a sonicacéo, as amostras foram, entdo, submetidas a centrifugacdo a 5,000 x g por 60 min a
4°C. As fracOes enriquecidas de proteinas de membranas foram transferidas para novo microtubo e
precipitadas em acetona fria (-20°C) contendo 10% acido tricloroacético e 0,07% 2-mercaptoetanol. As
amostras foram mantidas a - 20°C por 45 min. Logo em seguida, as amostras foram lavadas por
centrifugacdo (5,000 x g; 60 min; 4°C) em acetona contendo 0,07% 2-mercaptoethanol. A
concentracdo proteica das amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976). As aliquotas
contendo a fracédo enriquecida de proteina de membrana foram ressuspensas em tampao de amostra [7
M ureia (m/v), 2 M tiureia (m/v), 40 mM dithiothreitol [DTT] (m/v), 2% anfolitos livres (v/v) [IPG
buffer, pH 4-7 (GE LifeSciences), 4% 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio] -1-propanesulfonate)
e uma concentracdo de 20 pg de proteinas foi aplicada em gel de gradiente 8-16% ECL e as bandas
proteicas foram separadas em um sistema de mini gel (GE Healthcare Life Sciences). Ap0s a separagdo
eletroforética (SDS-PAGE), as bandas foram eletrotransferidas para membrana de fluoreto de
polivinidileno (PVDF), previamente ativada em metanol, utilizando a unidade de transferéncia semi-
seco (TE 70 Semi-dry transfer unit®; GE Healthcare), em tampéo de transferéncia [Tris 25 mM (m/v),
glicina 190 mM (v/v), SDS 0,7 mM (m/v) e 20% de metanol (v/v)]. Apds a transferéncia, as
membranas foram incubadas por uma hora em solucdo bloqueadora, tampdo PBST suplementado com
5% BSA, para reduzir ligacdes inespecificas em outros sitios da membrana. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios policlonais contra as BSPs de caprinos diluido
em PBST (1:3.000) por 60 min sob leve agitacdo em temperatura ambiente. Apds esse periodo, as
membranas foram, entdo, lavadas trés vezes em PBS e incubadas com anticorpos secundarios
conjugado a fosfatase alcalina diluido em PBST. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens em
PBS e as protefnas foram detectadas pela adicéo do substrato cromogénico SIGMAFAST™ NBT/BCIP

de acordo com as instrugdes do fabricante.
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6.2.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do GraphPad Prism software, versdao 5
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos em média + erro padréo (X, EP).

A fim de avaliar a interacdo a intensidade das BSP no ELISA (absorbancia a 405 nm) e a
imunoreatividade das BSP na membrana de espermatozoides presentes no G1, G2 e G3 foi testado para
normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk test. As analises estatisticas foram
avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA) e diferencas estatisticas pelo teste de Tukey. Foram

considerados significativos valores com P < 0,05.
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6.3 RESUTADOS
6.3.1 Cromatografia de filtracdo em gel
6.3.1.1 Interacdo de proteinas do leite e plasma seminal na auséncia de célcio

O estudo da interacdo das proteinas do leite com as proteinas do plasma seminal foi realizado
por cromatografia de filtracdo em gel, e o perfil cromatogréfico é demonstrado na Fig. 2A. Observou-se
que as proteinas foram eluidas em trés picos distintos, sendo estes, nomeados fracdo do leite 1, 2 e 3
(MF-1, MF-2 e MF-3). Em cada fracdo, a presenga das BSP foram confirmadas por Western blot.
Como observado na Fig. 2B, as BSP com 14 e 15 kDa (GSP-14 e GSP-15) foram co-eluidas nas trés
fracGes. Além disso, observou-se que as BSP com 20 e 22 kDa (GSP-20 e GSP22) foram identificadas
na primeira fracdo, no entanto, uma quantidade substancial destas proteinas foram eluidas na segunda e
terceira fracdo (Fig. 2B). Quando as proteinas do plasma seminal foram aplicadas na coluna de gel
filtracdo, um pequeno pico foi observado ao fim da elui¢do, correspondente as fragdes 110-130 (h—k).
As analises por Western blot confirmaram a presenca das BSP nas fracdes referente ao pico eluido.
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Figura 2. Interacdo de proteinas do leite e plasma seminal na auséncia de célcio. (A) Perfil

cromatogréfico das proteinas do leite e plasma seminal (e) e Proteinas do plasma seminal (o). Fragdes
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(12; a-1). Fragdes: a, tubos 41-50; b, tubos 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f,
tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150
e |, tubos 151-160. (B) Western blot das fragdes usando anticorpos policlonais contra BSP de caprino
(GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22). As fracBes eluidas foram submetidas a 15% gel de
poliacrilamida, transferidas eletroforeticamente para membrane de PVDF e incubadas com anticorpos
contra as BSPs de caprino (1:3.000).

6.3.1.2 Interacdo de proteinas do leite e plasma seminal na presenca de célcio

Na presenca de célcio, as proteinas do leite e os componentes do plasma seminal co-eluiram
como um pico Unico, correspondendo as fracBes 40-60 (a—b) (Fig. 3A). As analises por Western blot
confirmaram a presenca das BSPs (Fig. 3B). As BSPs de 14 e 15 kDa (GSP-14 e GSP-15) também co-
eluiram com as proteinas do leite (fracdo a e b). Por outro lado, as BSPs de 20 e 22 kDa (GSP-20 e
GSP-22) ndo se associaram as proteinas do leite. Quando o plasma seminal foi aplicado na mesma
coluna, as BSPs foram eluidas como um pequeno pico ao final da eluigéo, correspondendo as fracoes
120-140 (h—k), como observado na Fig. 3A. Os resultados do Western blot confirmaram a presenca das
BSPs nas mesmas fra¢@es do pico (120-140; h-k) (Fig. 3B).

A
6

—~ 5 L

£

=

2 4

a2

S 34

Q

=

<«

£ 2

S

2

< 1 a c d e f g h ij k 1

0 4 5 2T ey w3
0 50 100 150
Volume das fragoes (mL)
B
Leite desnatado + Proteinas do plasma seminal

GsP22- |
GSP20— el -
GSP-15—

GSP-14— (W

pP$S a b ¢ d e f g h i j k 1
Proteinas do plasma seminal
sl e
Gsp-15— [ W

GSP-14— s ——

PS a b ¢ d e f g h i j k 1

62



Figura 3. Interacdo de proteinas do leite e plasma seminal na presenca de calcio. (A) Perfil
cromatogréfico das proteinas do leite e plasma seminal (®) e Proteinas do plasma seminal (o). Fracdes
(12; a-1). Fragdes: a, tubos 41-50; b, tubos 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f,
tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; Kk, tubos 141-150
e |, tubos 151-160. (B) Western blot das fracGes usando anticorpos policlonais contra as BSPs de
caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22). As fracOes eluidas foram submetidas a 15% gel de
poliacrilamida, transferidas eletroforeticamente para membrane de PVDF e incubadas com anticorpos
contra as BSPs de caprino (1:3.000).

6.3.1.3 Interacdo das fracgdes do leite (MF-1 e MF-2) e plasma seminal na presenca de célcio

Nos experimentos envolvendo a MF-1, um pico foi obtido correspondendo as fragées b a d (50-
80) (Figura 4A). Os anticorpos contra as BSPs de caprinos detectaram as BSP (GSP-14, GSP-15, GSP-
20 e GSP-22) eluidas na fracdo b (51-60). Foi também observado as BSP de 14 e 15 kDa (GSP-14 e
GSP-15) nas fracdes ¢ a k (60-150) e as BSPs de 20 e 22 kDa (GSP-20 e GSP-22) nas fra¢bes h a k
(110-140) (Fig. 4B).
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Figura 4. Interacdo de proteinas do leite (MF-1) e plasma seminal na presenca de calcio. (A) Perfil
cromatogréafico das proteinas do leite e plasma seminal (e) e as proteinas do plasma seminal (o).
FracOes (12; a-I). Fragdes: a, tubos 41-50; b, tubos 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-
90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos
141-150 e |, tubos 151-160. (B) Western blot das fragdes usando anticorpos policlonais contra as BSPs
de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22). As fracOes eluidas foram submetidas a 15% gel de
poliacrilamida, transferidas eletroforeticamente para membrane de PVDF e incubadas com anticorpos
contra as BSPs de caprino (1:3.000).

Como demonstrado na figura 5A, na presenca de célcio, os componentes da MF-2 foram co-
eluidas nas fragcdes e-k (80-140). A andlise das proteinas nas diferentes fracdes demonstraram que a
GSP-14, GSP-15, GSP-20, e GSP-22 foram detectadas, e encontradas em associacdo com moléculas de
caseinas na fracdo analisada g-j (100-130). Uma pequena quantidade de GSP-14 e GSP-15 foram

também visualizadas nas fracdes e-f (80-100; Fig. 5B).
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Figura 5. Interacdo de proteinas do leite (MF-2) e plasma seminal na presenca de calcio. (A) Perfil
cromatogréafico das proteinas do leite e plasma seminal (e) e as proteinas do plasma seminal (o).
FracOes (12; a-l). Frag0es: a, tubos 41-50; b, tubos 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-
90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos
141-150; e |, tubos 151-160. (B) Western blot das fragcdes usando anticorpos policlonais contra BSP de
caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22). As fra¢des eluidas (200 ng) foram submetidas a 15%
gel de poliacrilamida, transferidas eletroforeticamente para membrana de PVDF e incubadas com

anticorpos contra BSPs de caprino (1:3,000).

6.3.1.4 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Para investigar a interacdo das BSP e as proteinas do leite, foram realizados imunoensaios
utilizando a técnica de ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima (ELISA). As BSP oriundas do plasma
seminal de cinco caprinos, bem como as BSP purificadas exibiram o mesmo padréo de interacdo com
as proteinas do leite. A analise estatistica revelou que uma especifica quantidade de proteinas do leite
interagiu com quantidades crescentes de BSPs (p=0,0101; Fig. 6). A imunoreatividade das BSP
também foi detectada quando o plasma seminal foi usado para sensibilizar os po¢os. Em contraste, ndo

houve imunorreacdo quando o BSA foi usado na sensibilizacdo (dados ndo demonstrados).

A

o
>
¢

Caprino 1
= Caprino 2

Caprino 3

e
b

= Caprino 4
Caprino 5

< BSP
purificadas

S
L

Absorbancia (405 nm)

50 pPg 500 pg S'ng 50 ng 500 ng 5'ug 50 ug

Concentracao de proteinas

65



0.61

0.41

cd
ef def ce

0.21

Absorbancia (405 nm)

2 50pg 500pg Sng 50ng 500ng Sug 50 ug
Concentracio de proteinas
Figura 6. Interacdo de proteinas do leite e diferentes concentrac¢des de proteinas do plasma seminal.
Microplacas de ELISA foram sensibilizadas com 12 pg de leite tratado pelo calor. (A) BSP purificadas
e do plasma seminal de cinco caprinos (bode 1 — bode 5) foram incubadas e incubadas a noite inteira a
4°C. A interacdo foi detectada com anticorpos primarios contra BSPs de caprinos (1:3,000), seguido
pela incubacdo com anticorpos secundarios conjugado a alcalina fosfatase (1:10,000). O substrato
colorimétrico foi adicionado e quantidade de BSP que interagiu com as proteinas do leite foram
determinadas pela absorbancia a 405 nm. (B) A média das absorbancias (+ EP) entre os cinco animais

foram avaliados por ANOV A seguido pelo teste de Turkey (p < 0,05).

6.3.1.5 Far-Western dot blot
Os resultados do Far-Western dot blot mostraram que as caseinas se ligam as BSP de caprinos

e, esta interacdo foi dependente da concentracdo (Fig. 7). Um semelhante padrdo de imunoreatividade
foi observado quando diferentes concentracGes de [3-lactoglobulina foram gotejadas sobre a membrana.

Em contraste, as BSP de caprinos ndo demostraram afinidade a a-lactalbumina (Fig. 7).

Leite desnatado |*

Caseina

a-lactalbumina

B-lactoglobulina
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Figura 7. Interacdo de proteinas do leite e proteinas do plasma seminal de caprino por Far-Western
dot blot. O leite tratado pelo calor, a caseina e as proteinas do soro de leite (a-lactalbumina e f-
lactoglobulina) foram gotejadas sobre membrana de nitrocelulose em diferente concentragdes, e em
seguida, incubadas com plasma seminal de caprino. O sinal da interacdo foi detectada pela incubacéo
da membrana com anticorpos primarios (1:3,000) seguido pelo anticorpos secundarios (1:10,000). A
imunoreatividade das proteinas foi visualizada incubando as membranas com tabletes de
SIGMAFAST ™ BCIP/NBT.

6.3.1.6 Western blot das proteinas de membrana de espermatozoides do epididimo

A técnica de Western blot foi realizada para analisar a intensidade das BSP na membrana de
espermatozoides do epididimo. Nossos resultados demonstraram que o padrdo de ligacdo das BSP a
membrana plasmatica dos espermatozoides (G1) reduziu em 59,28% quando espermatozoides do
epididimo foram incubados com plasma seminal seguido pela adi¢cdo do diluidor leite (G2) (P =
0,0426; Fig. 8). Os resultados foram semelhantes quando espermatozoides do epididimo foram
incubados com o diluidor leite seguido pela adicdo do plasma seminal (G3; P = 0.0513). Neste grupo
houve uma reducdo de 57,59% de BSP associadas a membrana dos espermatozoides. Além disso, a
interacdo das BSP a membrana espermatica foi praticamente similar quando espermatozoides
epididimarios foram incubados com plasma seminal seguido pela adicdo de leite (G2) ou com leite
seguido pela adicdo de plasma seminal (G3) (P = 0,0513; Fig. 8). Os anticorpos policlonais contra
proteina BSP revelou uma fraca reacdo com as BSP de 20 e 22 kDa (GSP-20 e GSP-22) na membrana
de espermatozoides do epididimo, em contraste com o0s padrdes normais observado com
espermatozoides do ejaculado (14-15 kDa e 20-22 kDa).
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Figura 8. Western blot das proteinas de membrana de espermatozoides epididimario. Os

espermatozoides do epididimo foram divididos e incubados em trés grupos (400 x 10°): (G1) — SPTZ +

1 mL of citrato-glicose + 2.04 mg de plasma seminal de caprino (controle); (G2) SPTZ + 2.04 mg de

plasma seminal de caprino + 1 mL de meio diluidor leite; (G3) SPTZ + meio diluidor leite + 2.04 mg

de plasma seminal de caprino. Apés as incubacdes, as células espermaticas foram submetidas a

extracdo de proteinas de membrana, e o extrato de proteinas de membrana foi analisado por Western

blot. A intensidade das bandas representa a soma de todas as bandas (14, 15, 20 e 22 kDa) em cada

grupo. As diferencas estatisticas entre a intensidade das bandas foram avaliadas por ANOVA seguido

pelo teste de Turkey. SPTZ: espermatozoide.
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6.4 DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados aspectos da interacdo das BSPs presentes no plasma
seminal de caprinos com as proteinas do leite por meio da cromatografia de filtracdo em gel, ensaio de
imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA), Far-Western dot blots e experimentos in vitro com
espermatozoides da cauda do epididimo. Este estudo demonstrou, pela primeira vez, evidéncias que as
BSPs interagem preferencialmente com moléculas de caseinas e B-lactoglobulina. Além disso, foi
demonstrado que as proteinas do leite se associam as BSP reduzindo a interacdo destas proteinas com a
membrana espermatica.

O leite desnatado tem sido empregado na preservacdo de sémen caprino por varias décadas, e
apesar dos beneficios, 0 mecanismo de acdo envolvendo o leite na protecdo dos espermatozoides ndo se
encontra totalmente elucidado (Purdy et al., 2006). Estudos anteriores reportaram que um grupo de
proteinas, que se aderem a fosfolipidios contendo colina da membrana espermatica, exerce um efeito
deletério durante a criopreservacdo. Interessantemente, estas proteinas do plasma seminal bovino se
ligam as caseinas e as proteinas do soro e, esta dinamica interacdo, tem um papel importante na
protecdo dos espermatozoides durante preservacdo do sémen (Bergeron et al., 2007; Manjunath et al.,
2007; Lusignan et al., 2011). Na espécie bovina, a proteina BSP 1 mostrou uma maior afinidade as
proteinas do leite quando comparadas as BSP3 e BSP5 presentes no plasma seminal (Lusignan et al.,
2011). Ainda neste estudo, analises termodindmicas confirmaram a existéncia de uma associacao
exotérmica entre estas proteinas.

Nosso estudo observou que as propriedades de ligacdo das BSP homologas do plasma seminal
de caprinos as proteinas do leite sdo semelhantes as observadas pelas BSP de bovinos. Considerando a
potencial associacdo entre estas proteinas, o estudo da interacdo entre as proteinas do leite e BSP
provenientes do plasma seminal de caprinos foi inicialmente avaliado por meio de cromatografia de
filtracdo em gel na auséncia e presenca de célcio. As caseinas sdo moléculas sensiveis ao calcio e, se
condicdes sdo alteradas ou quimicos sdo adicionados (ex. aumento das concentracdes de calcio), estas
moléculas passam por mudancas fisicas, favorecendo a agregacdo das mesmas (Kawasaki et al., 2011;
Ossowski et al., 2012; Phan-Xuan et al., 2013). Nossos
Resultados demonstraram que o calcio foi um importante componente na agregacdo das proteinas do
leite. No entanto, a presenca desta molécula, tanto no meio de incubagdo quanto no tampédo de eluicéo,
ndo favoreceu a interacdo das BSP as proteinas do leite.

Estes resultados indicam que elevadas concentragdes de calcio (10 mM) ndo foi suficiente para
alterar a ligacdo das BSP caprinas as proteinas do leite. Na presenca de célcio, as anélises de filtracdo

em gel evidenciaram que a GSP-14 e GSP-15 tém uma preferencial afinidade as proteinas do leite. Em
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contrapartida, as proteinas GSP-20 e GSP-22 ndo foram influenciadas pela presenga de proteinas do
leite. Resultados semelhantes também foram obtidos na auséncia de célcio, onde observou-se que o
perfil de ligacdo das proteinas de BSP as proteinas de leite ndo foi alterado. Certamente, 0 mecanismo
envolvendo o leite na protecdo dos espermatozoides € atribuido a moléculas de caseinas. Neste sentido,
a interacdo dos componentes do leite com as proteinas do plasma seminal é uma etapa necessaria a
protecdo dos espermatozoides durante a preservagdo seminal (Bergeron et al., 2007; Lusignan et al.,
2011).

Estudos conduzidos para elucidar o papel do leite na preservacdo espermatica durante a
criopreservacdo do sémen tém mostrado que as fracbes do leite, incluindo a caseina e a f-
lactoglobulina, sdo capazes de proteger espermatozoides equinos in vitro (Batellier, 1996, 1997, 2000).
Bergeron e colaboradores (2007) observaram que as caseinas reduziram a ligacdo de BSP bovinas a
membrana espermatica (Bergeron et al., 2007). Esta interacdo impede o efluxo de lipidios da
membrana durante a criopreservagdo e, isto tem sido sugerido ser a base da protecdo do leite aos
espermatozoides durante a preservacdo do sémen (Bergeron e Manjunath, 2006; Bergeron et al., 2007).
Com intuito de compreender quais componentes do leite interagem com as BSP, o leite desnatado foi
separado em duas principais fracdes (MF-1 and MF-2). Sob as mesmas condic6es de separacdo e apds
a passagem das amostras na coluna, a MF-1 e a MF-2 foram eluidas na mesma posicéo na presenca de
calcio. A interacdo da MF-1 (proteina do soro) com as BSP de caprinos mostraram que 0s membros da
MF-1 tem uma especificidade diferente em relacdo as BSP. Associacfes foram visualizadas entre as
BSP (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22) e as proteinas do leite presentes na MF-1. No entanto, uma
grande quantidade das GSP-20 e GSP-22 ndo se associaram as proteinas da MF-1, indicando que essas
moléculas tém uma fraca interacdo com esta fracdo. Além disso, as proteinas GSP-14, GSP-15, GSP-20
e GSP-22 demonstraram maior afinidade as proteinas da MF-2 (caseinas), quando comparado as
proteinas da MF-1. Estes resultados corroboram com um prévio estudo que identificou diferencas no
perfil de interacGes das proteinas do leite e as BSP presentes no plasma seminal de bovinos (Lusignan
et al., 2011). Estes autores demonstraram que a proteina BSP 3 ndo interagiu com a a e f-
lactoglobulina e, isto pode ser provavelmente devido a modificagdes poés-traducionais como a
glicosilacdo (Calvete et al., 1995 a,b; Lusignan et al., 2011; Leahy e de Graaf, 2012). As principais
proteinas do plasma seminal de bovinos sdo glicoproteinas, com diferentes padrdes de glicosilacéo,
entretanto, a proteina BSP 3 € um membro ndo-glicosilado (Manjunath e Sairam, 1987; Manjunath et
al., 1988; Calvete et al., 1996). Certamente, as BSP presentes no plasma seminal de caprinos podem
apresentar distintos padrées de modificacbes pds-traducionais (ex. glicosilagdo), bem como, um

conteddo distintos de carboidratos adicionado a sequéncia de aminoacidos destas proteinas (Villemure
70



et al., 2003). Tem sido demonstrado que as modificacbes pos-traducionais podem alterar a estrutura de
proteinas, afetando as propriedades quimicas e biologicas das moléculas (Spiro, 2002; Xue et al.,
2013). Outra possivel explicacdo as variacdes de interacbes observadas, em relagdo as BSP, pode ser
devido a diferencas na organizacdo estrutural destas moléculas. Sabe-se que a estrutura codificada pela
sequéncia de amino&cidos de uma proteina pode desempenhar funcées relacionadas as propriedades de
ligagdo moleculares (Cino et al., 2013). A comparacdo entre as sequéncias de aminoécidos revelou que
a GSP-14 e GSP-15 sdo relacionadas entre si, enquanto a GSP-20 é mais relacionada a GSP-22.
Semelhante aos membros das BSP, estas proteinas apresentam a sequéncia de aminoécidos presentes
no dominio de fibronectina de tipo 11, no entanto, existem varia¢cdes nas sequéncia das proteinas GSP-
20 e GSP-22 (Villemure et al., 2003). Adicionalmente, as proteinas GSP-20 e GSP-22 se associam a
heparina, enquanto as GSP-14 e GSP-15 kDa ndo demonstra nenhuma afinidade. Estas distintas
propriedades das BSPs de baixa (14 e 15 kDa) e alta (20 e 22 kDa) massa molecular aparente podem
ter consequéncias sobre a afinidade destas proteinas a outras moléculas. Também é possivel que
diferencas na concentracéo relativa destas proteinas no plasma seminal possam afetar seus padrdes de
ligacdo (Leahy e de Graaf, 2012). Assim, nossos resultados sugerem que as caseinas e proteinas do
soro de leite formam complexos com as BSP presentes no plasma seminal de caprinos. Curiosamente,
as proteinas do soro tém uma maior afinidade as proteinas GSP-14 e GSP-15. Embora 0s mecanismos
moleculares de interacdes dos componentes do leite com as BSP de caprinos ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, provavelmente esta interacdo proteina-proteina é mediadas por meio de dominios
especificos

A interacdo das proteinas do leite com as BSPs foi também analisada pela técnica de ELISA e,
por meio da técnica de Far-Western dot blot confirmaram que as caseinas tém afinidade com as BSP de
caprinos. Baseados nestes resultados, podemos sugerir que a presenca de caseinas no meio diluidor
pode ser responsavel pela reducdo da interacdo das BSPs a membrana dos espermatozoides e, desta
forma, auxilia a manutencdo da motilidade e viabilidade espermaética durante a criopreservacao
(Bergeron et al., 2007). Nossos resultados também indicaram que a B-lactoglobulina se liga as BSP
presentes no plasma seminal de caprinos, embora com menor intensidade que as caseinas. Com base
nos resultados obtidos no presente estudo e em pesquisas realizadas anteriormente, demonstrou-se por
meio da técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica, que a p-lactoglobulina interage com BSP 1, a
principal proteina do plasma seminal bovino (Manjunath e Sairam, 1984). No presente estudo, a a-
lactalbumina n&o interagiu com as BSP presentes no plasma seminal de caprinos, em contraste ao

observado em experimentos na espécie bovina. Desta forma, parece claro que existem diferencas, no

71



que diz respeito, aos padrdes de interacdo de o-lactaloumina com as BSP de bovinos e de suas
homologas em caprinos.

No presente estudo, as proteinas do leite reduziram a interacdo das BSP com a membrana de
espermatozoides. Foi demonstrado que espermatozoides epididimarios incubados com plasma seminal
de caprinos e, em seguida, com leite desnatado, houve uma reducdo de 59,28% (P=0,0426) das BSP
associadas & membrana espermatica. A incubacdo de espermatozoides epididimarios com o leite, e em
seguida com o plasma seminal de caprinos proporcionou um resultado semelhante. Neste experimento
foi observado uma reducdo de 57,59% (P=0,0513) de BSP aderidas a membrana espermatica. A
reducdo da imunoreatividade das BSP nos extratos de proteina de membrana ocorreu em consequéncia
da interagdo das BSP com os componentes do leite (Bergeron et al., 2007). Interessantemente, embora
0s componentes do leite tenham sido eficiente no sequestro das BSP de caprinos, algumas destas
moléculas foram ainda detectadas na membrana plasmatica. Estes resultados fornecem evidéncias que
as proteinas do leite sequestram o excesso de BSP do plasma seminal, mas ndo todas as moléculas,
visto que algumas BSPs permanecem aderidas a membrana plasmatica, apesar da presenca de proteinas
do leite. Neste contexto, tem sido sugerida a hipétese que as proteinas do leite interagem com as
proteinas de BSP presentes no plasma seminal, impedindo parcialmente a associagcdo destas moléculas
a membrana dos espermatozoides. Como consequéncia, ocorre a reducdo no efluxo de
colesterol/fosfolipidio mediado pelas BSP, protegendo as células espermatica. Estudos anteriores tem
sugerido que os componentes de diluidores se associam com a membrana dos espermatozoides,
proporcionando uma protecdo parcial aos efeitos deletérios do plasma seminal (Ollero et al., 1998,
Ricker et al., 2006). Com base em estudos realizados com bovinos, Bergeron e colaboradores (2007)
sugerem que a prevencdo da interacdo das BSP a membrana de espermatozoides foi devido a
associacdo entre as BSP e componentes do leite.

Os resultados do Western blot com proteinas de membrana de espermatozoides epididimarios,
os quais ndo foram expostos ao fluido seminal, detectou uma fraca reatividade das proteinas GSP-20 e
GSP-22, sugerindo que estas proteinas também sdo secretadas pelas células epiteliais do epididimo
caprino. Estudos anteriores demonstraram que as BSPs sdo secretadas, principalmente, pelas glandulas
sexuais acessorias (Manjunath et al., 1994; Salois et al., 1999). No entanto, em trabalhos subsequentes,
outros estudos revelaram que os genes que codificam as BSPs sdo expressos, embora em baixa
magnitude, nas células epiteliais do epididimo de touros, camundongos, homens e carneiros (Fan et al.,
2006; Lefebvre et al., 2007; Souza et al., 2012). Proteinas semelhantes as BSPs do epididimo tém sido
identificadas e caracterizadas em coelhos (Nixon et al.,, 2008), homem (Lefebvre et al., 2009) e

camundongos (Plante et al.,, 2012; 2013; 2014). As andlises por imunocitoquimica indireta
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confirmaram a presenca das BSPs em camundongos (Bsphl e Bsph2) e no homem (Bsphl) na
superficie de espermatozoides do epididimo (Plante et al., 2012; 2013; 2014). No entanto, a presenca
de BSPs na superficie de espermatozoide do epididimo ndo foi confirmada na espécie bovina (Fan et
al., 2006) ou ovina (Souza et al., 2012).

Estudos demonstram que a continua exposicdo dos espermatozoides as BSP promove um
continuo efluxo de lipidios da membrana plasmatica, induzindo danos celulares durante a
criopreservacdo (Bergeron et al., 2004; Martinus et al., 1991; Moore et al., 2005). Embora o
mecanismo envolvendo o efeito benéfico do leite na protecdo de espermatozoides ainda esteja
totalmente esclarecido, estudos tém observado que as caseinas e proteinas do soro se associam as BSP
do plasma seminal de bovinos e, esta interacdo tem sido sugerida como a base de protecdo de
espermatozoides durante o processo de criopreservacdo (Bergeron et al., 2004; Lusignan et al., 2011).
Em associacdo com estudos previamente publicados, nossos resultados corroboram com 0 novo
mecanismo de protecdo aos espermatozoides envolvendo ao diluidor a base de leite. Este mecanismo
de protecdo pelo leite é semelhante ao sugerido pela gema de ovo (Bergeron e Manjunath, 2006;
Bergeron et al., 2007; Manjunath, 2012). Assim, quando o sémen € diluido em diluidores a base de
leite, as caseinas e as proteinas de soro sequestram a maioria das BSP encontradas no fluido seminal,
impedindo a ligacdo excessiva destas moléculas @ membrana plasmatica, as quais sdo deletérias a esta

organela (Bergeron e Manjunath, 2006; Bergeron et al., 2007; Lusignan et al., 2011; Manjunath, 2012).

6.5 CONCLUSAO

Em resumo, foi demonstrado, por abordagens diferentes, que as BSPs de caprinos tém afinidade
as caseinas e a B-lactoglobulina. Além disso, as proteinas do leite reduziram significativamente a
ligacdo das BSPs a membrana dos espermatozoides. Os resultados obtidos no presente experimento
reafirmam a hipdtese que os componentes do leite sequestram as BSP, minimizando 0s possiveis
efeitos deletérios destas moléculas na membrana plasmatica durante a criopreservacdo. A associagdo de
caseinas e proteinas do soro com as BSP de caprinos fornecem evidéncias que a interacdo dos
componentes de diluidores com o plasma seminal desempenha um papel fundamental na protecéo de
espermatozoides durante a preservacdo espermatica. Estes resultados sdo Uteis para a compreensdo dos
mecanismos de acdo pelo qual espermatozoides sdo protegidos pelos componentes de diluidores a base
de leite. Desta forma propiciando a melhoria de protocolos de criopreservacdo e novas oportunidades

para o desenvolvimento de diluidores superiores.
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7. CAPITULO 3
ESTUDO 2: Interagéo das proteinas do leite com as Binder of SPerm proteins (BSP) presentes no

plasma seminal das principais espécies domesticas
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Montreal.
Departamento de Zootecnia, Universidade Federal do Ceara

RESUMO
O presente estudo investigou as interacdes das BSPs homdlogas presente no plasma seminal de bovino,
equino, suino e ovino com os constituintes do leite. O leite desnatado termicamente tratado foi
incubado com as proteinas do plasma seminal (bovino, equino, suino e ovino), submetido a
cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sepharose CL 4B e as fracdes eluidas foram analisadas
por Western blot. Nosss resultados demonstraram que as BSPs presentes no plasma seminal de
bovinos, equinos e suinos possuem afinidade com os componentes do leite. No entanto, as BSPs
homologas presente no plasma seminal de ovinos ndo demonstram possuir afinidade com os
componentes do leite. Em concluséo, as BSPs homologas presentes no plasma seminal de equinos e
suinos provavelmente apresentam o mecanismo de protecdo pelo leite semelhante nestas espécies. Os
resultados deste estudo corroboram com a hipdtese que os componentes do leite sequestram as BSPs,
reduzindo o efeito deletério destas proteinas sobre a membrana de espermatozoides. Esta interacdo tem
sido sugerida com a base da protecdo dos espermatozoides quando o leite é utilizado como diluidor na

criopreservacdo do sémen.

Palavras-chave: Criopreservacdo de sémen, BSP, diluidores a base de leite, caseinas, proteinas do

soro, interacdo proteina-proteina
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Interaction of milk proteins and Binder of SPerm proteins (BSP) from seminal plasma in
domestic species

ABSTRACT
The present study investigated the interactions of homologous BSP (BSP) present in bovine, stallion,
boar and ram seminal plasma with milk proteins. Heated skimmed milk was incubated with seminal
plasma proteins in bovine, boar, stallion and ram, chromatographed onto a Sepharose CL 4B column
and proteins in fractions were analyzed by immunoblotting. Our findings showed that bovine, boar and
stallion BSP proteins had affinity for a milk protein aggregates. However, ram BSP did not interact
with milk components. We conclude that homologous BSP present in bovine boar and stallion seminal
plasma share similar mechanism of sperm protection by milk. These results support our view that BSP
proteins associate with milk proteins thereby preventing detrimental effect of BSP proteins on the
sperm membrane and this interaction is proposed to be the basis of sperm protection when milk is used

as extender to preserve mammalian semen.

Key words: Sperm cryopreservation, BSP, milk-based extender, caseins, whey proteins, protein-

protein interactions.
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7.1 INTRODUCAO

O sucesso da preservacdo do sémen depende, dentre muitos fatores, da complexa composicéo
dos diluidores (Watson, 1995). A escolha de crioprotetores, em principio, era essencialmente com base
em estudos empiricos sobre a criopreservacdo de espermatozoides, firmando seu uso de acordo com
resultados obtidos na prética. O leite integral, desnatado ou reconstituido sdo largamente empregados
em protocolos de criopreservacdo de sémen nas Ultimas décadas. No entanto, 0 mecanismo envolvendo
0s componentes do leite na protecdo dos espermatozoides durante o processo de refrigeracdo e
congelacdo/descongelagéo ainda ndo foram totalmente elucidados.

No momento da ejaculacdo, os espermatozoides sdo expostos a inUmeras biomoléculas,
incluindo as proteinas, provenientes das secrecdo dos testiculos, epididimos e glandulas sexuais
acessorias, possuindo, estas, a capacidade de afetar a funcdo espermatica. Estas proteinas se associam
perifericamente com fosfolipidios contendo colina da membrana plasmatica dos espermatozoides
(Lafleur et al., 2010; Therrien et al., 2013). Como consequéncia desta interacdo, ocorre uma
remodelacdo da superficie do espermatozoide, devido a continua remocgdo de colesterol e fosfolipidios
da membrana dos espermatozoides (Moreau et al., 1999; Thérien et al., 1998, 1999; Manjunath e
Thérien, 2002). Estudos tém demonstrado que a prolongada exposicdo ao plasma seminal associada
e/ou a elevada concentragdo de proteinas presentes neste fluido possui um efeito deletério sobre a
membrana dos espermatozoides. Recentemente, pesquisas mostraram que caseinas isoladas do leite
desnatado podem prevenir a interacdo de fatores deletérios presentes no plasma seminal de bovinos,
como as BSPs, sobre a membrana plasmatica de espermatozoides (Bergeron et al., 2007).
Consequentemente, a associacdo das moléculas de caseinas com as BSPs reduz a remocéo de colesterol
e fosfolipidios da membrana, preservando a motilidade e a viabilidade espermaética durante a
criopreservacdo (Bergeron et al., 2007). Ainda neste estudo, foi sugerido que a interacdo entre as
proteinas do plasma seminal e os componentes do leite pode ser a base do mecanismo de protecdo dos
espermatozoides por este fluido biologico. Posteriormente, outro estudo demonstrou por meio de
cromatografia de filtracdo em gel e calorimetria de titulacdo isotérmica, que além das caseinas, as BSP
se associam as proteinas de soro do leite como as a-lactalbumina e a p-lactoglobulina (Lusignan et al.,
2011). Recentemente, nosso estudo demonstrou que as BSPs presentes no plasma seminal de caprinos
interagem com o0s principais constituintes do leite, como moléculas de caseina e B-lactoglobulina
(Menezes et al., dados ndo publicados). Baseados nos resultados obtidos em publicacdes prévias, nossa
hipGtese sugere que por meio da interacdo das proteinas do leite com as BSPs ocorra a reducgdo do

efluxo de lipidios da membrana de espermatozoides quando o leite € usado com diluidor.
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As BSPs encontradas no plasma seminal de bovinos é constituida por trés membros, incluindo
BSP1, BSP3 e BSP5 (Manjunath e Sairam, 1987; Manjunath e Therrien, 2002). Estas proteinas sao
membros pertencentes a superfamilia de proteinas do plasma seminal com dominios do tipo 11 (FN I1),
semelhantes aos de fibronectina (Esch et al., 1983; Calvete et al., 1996; Fan et al., 2006; Manjunath et
al., 2009) e tém sido descritas como moléculas que participam do processo de capacitagdo espermatica,
por meio do estimulo do efluxo de lipidios da membrana espermaética (Thérien et al., 1998, 1999;
Manjunath e Thérien, 2002; Lusignan et al., 2007; Plante et al., 2013; 2014). As BSPs homdlogas tém
sido isoladas e caracterizadas na secrecdes de vesiculas seminais e epididimarios de varios mamiferos
garanhdo (Calvete et al. 1996; 1997; Menard et al. 1998), vardo (Calvete et al. 1995), bode (Villemure
et al. 2003), carneiro (Bergeron et al. 2005), bisdo (Boisvert et al. 2004), coelho (Nixon et al. 2008),
bubalina (Harshan et al. 2009), homem e camundongo (Fan et al. 2006; Lefebvre et al. 2007; 2009;
Plante et al. 2012; 2013).

Considerando que o leite € amplamente empregado como diluidor na criopreservacdo do sémen
e que homologas das BSPs foram identificadas no plasma seminal, podendo ser postulado que o
mecanismo envolvendo o leite na protecdo espermatica durante a criopreservacdo pode ser semelhante
em outras espécies domesticas. Além disso, estudos envolvendo a abordagem proteémica dos fluidos
reprodutivos fornece informacdes cruciais para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na protecdo
dos espermatozoides pelos componentes nos diluidores. Assim, 0 objetivo desse estudo foi investigar
por cromatografia de filtracdo em gel a interacdo das BSPs presentes no plasma seminal das principais

espécies domésticas com os componentes do leite.

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Preparacédo das proteinas do plasma seminal

As proteinas do plasma seminal de bovino, equino, suino e ovino foram purificadas como
descrito anteriormente (Manjunath e Sairam, 1987; Ménard et al., 2003; Bergeron et al., 2004;
Lusignan et al., 2007). Em resumo, as aliquotas de sémen das espécies estudadas foram centrifugadas
(1.000 x g, 10 min.) para obtencdo do plasma seminal. Posteriormente, o sobrenadante foi novamente
submetido a centrifugacdo (10.000 x g, 10 min.) para retirada de células espermaticas remanescentes.
Ao volume do sobrenadante obtido foi adicionado nove volumes de etanol frio, previamente resfriado a
-20 °C. Apos a adicdo do etanol frio, esta suspensdo foi mantida sob constante agitacdo por 120 min e,
em seguida, centrifugada 10.000 x g por 10 min. Vale salientar que este procedimento foi repetido duas

vezes mais. Decorrido este procedimento, os precipitados obtidos foram, entdo, ressuspendidos em
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tampdo bicarbonato de aménio (50mM) e liofilizado. Apos a liofilizagdo, as proteinas do seminal
plasma foram armazenadas a -20 °C.

7.2.2 Tratamento térmico do leite

As amostras de leite foram aquecidas em banho-maria a temperatura de 92 a 95°C durante 10
min e, em seguida, resfriadas a temperatura ambiente. Decorrido o periodo de resfriamento, o leite
desnatado foi filtrado em peneira e gaze para remocdo do coagulo. Para evitar o crescimento
bacteriano, 0,02% de azida sddica foi adicionada e, em seuida as amostras foram acondicionadas a 4°C.

7.2.3 Producéo de anticorpos policlonais contra BSP

As BSPs das espécies avaliadas (bovino, equino, suino e ovinos) foram purificadas por
cromatografia de afinidade a gelatina (Manjunath and Sairam, 1987). Apoés a purificagdo, as proteinas
foram ressuspendidas em solucdo salina (1 mg/ml) e enviadas ao Instituto de Pesquisa de Biotecnologia
(Montreal, QC, Canada) para producdo de anticorpos policlonais. As imunoglobulinas do soro de
coelhos imunizados contra as BSPs foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de
proteina Sepharose A e a especificidade de cada anticorpo policlonal, separadamente, foi avaliada por
Western blot (Nauc et al., 2000).

7.2.4 Cromatografia de filtracdo em gel

Neste estudo, a interacdo entre as proteinas do leite e os componentes do leite foi avaliada por
cromatografia de filtracdo em gel. Para tanto, as proteinas do plasma seminal foram ressuspensas com
tampdo Tris/HCI/Ca*™ [20 mM Tris-HCI (w/v), 150 mM NaCl (w/v), 10 mM célcio (w/v), 0,02% azida
sodica (w/v), pH 7,4] centrifugada a 10,000 G/20 min em temperatura ambiente. Decorrido o periodo
de centrifugagcdo, as amostras do plasma seminal foram filtradas (0,45 pum). As aliquotas do leite
desnatado foram também filtradas através de um filtro de 5 pm. Uma aliquota de plasma seminal de
cada espécie foi diluida em leite tratado pelo calor, separadamente, e logo em seguida, essa solugéo foi
incubada por 60 min a temperatura ambiente. Apos esse periodo, essa solucdo foi aplicada em coluna
de gel filtracdo em gel (Sepharose CL-4B; 78 x 2,5 cm). A coluna foi inicialmente equilibrada com
tampao Tris/HCI/Ca*? & temperatura ambiente. Decorrida a entrada da amostra na matriz, a eluicéo das
proteinas foi realizada no mesmo tampé&o a um fluxo de 1,2 mL/min (72 mL/h). As fra¢6es de 3,2 mL

foram coletadas e as leituras da absorbancia em 280 nm em espectrofotbmetro foram determinandas
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para a avaliar o perfil de eluicdo das proteinas. Em funcdo do perfil das proteinas, as fracGes foram
agrupadas em 12 fracdes (a — I) e, posteriormente, analisadas por Western blot. As proteinas do plasma
seminal de cada espécie aplicadas na coluna de filtragdo em gel como controle, seguindo o protocolo
descrito detalhadamente acima, porém sem a incubacdo do leite desnatado termicamente.

7.2.5 Western blot

As fracBes eluidas de cada experimento na cromatografia de gel filtracdo foram precipitadas
com acido tricloroacético (TCA, concentracdo final de 15%). Logo em seguida, as proteinas foram
desnaturadas em solugdo de Laemmli [glicerol 30% (v/v), SDS 10% (w/v), Tris 62,5 mM (w/v), DTT
750 mg (w/v) e 0,001 % azul de bromofenol (w/v)] a 95°C por 10 min, e separadas por eletroforese em
15% géis de poliacrilamida usando um sistema vertical de mini gel (Mini-Protean 111, Bio-Rad Lab.).
Apos a separacdo por eletroforese (SDS PAGE), as bandas presentes nos géis foram transferidas
eletroforeticamente em membrana de PVDF (Matsudaira, 1987) overnight sob corrente de 90V. As
membranas de PVDF foram, entdo, incubadas por 60 min, sob agitacdo, a temperatura ambiente em
solucdo bloqueadora (PBST + 1% BSA), para saturar sitios de ligacdo inespecificos na membrana.
Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas a 37°C por 60 min sob agitacdo constante com
anticorpos especificos contra as BSPs da respectiva espécie de origem (anti-BSP1, anti-BSP3, anti-
BSP5, anti-BSP equina, anti-BSP suina, anti-BSP ovina). Decorrido este periodo, as membranas foram
lavadas com PBST (3x/10 min). A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios
por 60 min (1:10.000). Apods a lavagem com PBS-T, os imunocomplexos foram visualizados incubando
as membranas em solucdo substrato “ECL plus Western Blotting Detection System” (Amersham
Bioscienses) por 60 seg, seguido pela captura das imagens no ImageQuant™ LAS 4000 (GE
Healthcare Life-Sciences Ltd (Fujifilm; Stamford, CT, USA).

7.3 RESUTADOS
7.3.1 Interacdo entre proteinas do leite e proteinas do plasma seminal de bovinos

Como observado na Fig. 1A, complexos contendo proteinas do plasma seminal e componentes
do leite co-eluiram como pico Unico, correspondendo as fracbes a e b (40-60). Além disso, um
pequeno pico foi observado entre as fragdes j e k (120-140). As analises do Western blot
demonstraram que bandas imunorreativas foram detectadas a longo da eluigdo seguindo um perfil para
cada proteina analisada — BSP 1 (fragdo a — j (40-140), BSP 3 (fracdo a — k (40-150) e BSP 5 (fragéo a

—1(40-130). As proteinas do plasma seminal de bovinos foram eluidas em coluna de Sepharose CL 4B
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Ccomo um pequeno pico que corresponde aproximadamente as fracOes h a k (110-160) (Fig. 2A). Nesta
analise, as fracOes eluidas foram avaliadas por Western blot usando anticorpos policlonais e as BSP
foram detectadas nas fragdes descritas a seguir: BSP 1 (fracdo h — j (110-150), BSP 3 h—j (110-150) e
BSP 5 (fracédo h) (40-50; Fig. 3B).
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Figura 1. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de bovinos. (A) Perfil de eluicdo das
proteinas do leite e plasma seminal em cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B
(), bem como, das proteinas do plasma seminal de bovinos (o). Aproximadamente 1,75 mg de
proteinas do plasma seminal bovino foi incubado com 1 mL de leite desnatado tratado pelo calor por 60
min e aplicado em coluna de filtracdo em gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal bovino (1,75
mg) foram eluidas na mesma coluna. As fragdes foram eluidas e agrupadas em 12 fragdes (a-).
FragOes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-
100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; Kk, tubos 141-150 and |,
tubos 151-160. (B) Western Blot das fragOes provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As
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fracGes foram eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de bovinos — BSP1,
BSP3 e BSP5. PS: plasma seminal bovino (controle).

7.3.2 Interacgdo das proteinas do leite e plasma seminal de equinos

O perfil cromatografico das proteinas do plasma seminal e componentes do leite demonstra que
as moléculas foram eluidas em um pico Unico (figura 2A), correspondente as fracdes a e b (40-60). O
anticorpo reconheceu as BSP entre as fracOes a e g (40-110) (Fig. 2B). Na coluna de filtracdo em gel,
as proteinas do plasma seminal de equino foram eluidas como pico Unico ao final da eluicdo (fracfes i—
J; 120-140; Fig. 2A). As fragdes agrupadas e analisadas por Western blot revelou que as BSP de
equinos estavam presentes entre as i a k (120-130), porem uma discreta quantidade de proteinas

também foram detectadas nas fragdes g e h (100-120).
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Figura 2. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de equinos. (A) Perfil de eluicdo das
proteinas do leite e plasma seminal de equinos em cromatografia de filtracdo em gel na resina
Sepharose CL-4B (), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o). Aproximadamente
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1,75 mg de proteinas do plasma seminal equino foi incubado com 1 mL de leite desnatado tratado pelo
calor por 60 min e aplicado em coluna de filtracdo em gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal
equino (1,75 mg) foram eluidas na mesma coluna. As fracdes foram eluidas e agrupadas em 12 frac6es
(a-1). FragOes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f,
tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; Kk, tubos 141-150
and |, tubos 151-160. (B) Western-Blot das fracdes provenientes da cromatografia de filtracdo em gel.
As fracGes foram eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de equinos. PS:

plasma seminal equino (controle).

7.3.3 Interacgdo das proteinas do leite e plasma seminal de suinos

Como pode ser observado na Fig. 3A, as proteinas do plasma seminal e componentes do leite
formaram complexos e co-eluiram como pico unico, correspondendo as fracbes a e b (40-60). Além
disso, dois pequenos picos foram observados. O primeiro pico corresponde as fracdes i e j (120-140) e
0 segundo nas fracdes k e | (141-160). As analises do Western blot demonstraram que bandas
imunorreativas foram detectadas nas fraces a e b (40—60), porém com maior intensidade na fracédo b
(51-60). As BSP também foram entre detectadas as fraces g a k (100-150). As proteinas do plasma
seminal de suinos foram eluidas em coluna de Sepharose CL 4B como um pequeno pico que
corresponde aproximadamente as fragdes h a j (110-130) (Fig. 3A). Nesta analise, as fracGes eluidas
foram avaliadas por Western blot usando anticorpos policlonais e as BSP foram detectadas entre as
fracdes (110-160) (Fig. 3B).
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Figura 3. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de suinos. (A) Perfil de eluicdo das
proteinas do leite e plasma seminal de suino em cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose
CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o). Aproximadamente 35 mg de
plasma seminal suino foi incubado com 1 mL de leite desnatado tratado pelo calor por 60 min e
aplicado em coluna de federacdo em gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal suino (35 mg)
foram eluidas na mesma coluna. As fracdes foram eluidas e agrupadas em 12 fracéo (a-l). Fracdes: a, —
tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos
101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 and |, tubos 151-160.
(B) Western Blot das fracbes proveniente da cromatografia de filtracdo em gel. As fracdes foram
eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de suino (BSP1). PS: plasma

seminal suino (controle).
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7.3.4 Interagdo das proteinas do leite e plasma seminal de ovinos

Como mostra a Fig. 4A, os complexos contendo proteinas do plasma seminal e componentes do
leite co-eluiram como pico Unico, correspondendo as fracGes a e b (40-60) e outro relacionado as
fracbes k e | (140-160). Através de analise do Western blot, observou-se a presenca das BSP nas
fracGes h e k (40-60), porém com maior intensidade na fracdo b (51-60). As BSP também foram entre
detectadas as fragdes g a k (100-150). As proteinas do plasma seminal de suinos foram eluidas em
coluna de Sepharose CL 4B como um pequeno pico que corresponde aproximadamente as fracdes h a j
(110-130) (Fig. 3A). Nesta andlise, foram detectadas as BSP nas fragdes g a k (110-160), porém com
maior intensidade entre as fragdes k (101-110) e g (141-150) Fig. 4B).
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Figura 4. Interacdo entre proteinas do leite e plasma seminal de ovinos. (A) Perfil de elui¢do das
proteinas do leite e plasma seminal de ovinos em cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose
CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma seminal de equinos (o). Aproximadamente 1,75 mg de
plasma seminal suino foi incubado com 1 mL de leite desnatado tratado pelo calor por 60 min e
aplicado em coluna de federacdo em gel. Em paralelo, proteinas do plasma seminal equino (1,75 mg)
foram eluidas na mesma coluna. As fracGes foram eluidas e agrupadas em 12 fracdo (a-l). FracGes: a, —
tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d, tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos
101-110; h, tubos 111-120; i, tubos 121-130; j, tubos 131-140; k, tubos 141-150 and |, tubos 151-160.

(B) Western-Blot das fragOes provenientes da cromatografia de filtragdo em gel. As fragdes foram
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eluidas e analisadas por Western blot com anticorpos contra as BSP de ovinos (BSP1). PS: plasma

seminal ovino (controle).

7.4 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliaram-se as interagdes envolvendo os componentes do leite e as BSPs
do plasma seminal de espécies domésticas por meio de cromatografia filtracdo em gel. Demonstrou-se,
pela primeira vez, que os componentes do interagem com as BSPs presente no plasma seminal de suino
e equino. No entanto, os membros da familia de BSPs presentes no plasma seminal de ovino interagiu
com os componentes do leite desnatado.

Embora o preciso mecanismo de protecdo aos espermatozoides durante a criopreservagdo do
sémen pelo leite ainda ndo esteja totalmente elucidado (Aurich, 2005), este rico meio em proteinas,
lipidios, sais minerais e agucares exerce um benéfico efeito contra o choque térmico durante a
criopreservagdo seminal (Watson, 1981). Recentes estudos mostraram que indmeras proteinas séo
adsorvidas na membrana espermatica no momento da ejaculacdo, induzindo efluxo de lipidios e,
consequentemente, reorganizacdo na estrutura da membrana (Manjunath e Therien, 2002). Embora
estas modificacdes sejam consideradas necessarias a capacitacdo espermatica (Gestel et al., 2005; De
Jonge, 2008), a continua exposicao dos espermatozoides aos componentes do plasma seminal aumenta
a fragilidade da membrana espermatica (Canvin e Buhr, 1989). Semelhante ao espermatozoide
capacitado, 0s espermatozoides congelados e descongelados também demonstram sinais de
modificagdes na membrana (Ashworth et al, 1994; Fuller et al, 1994; Watson, 1995; Perez et al, 1996),
incluindo maior fluidez, perda de fosfolipidios, colesterol e &cidos graxos poli-insaturados (Maldjian et
al., 2005; Thomas et al., 2006; Chakrabarty et al., 2007; de Lamirande e O’Flaherty, 2008). Recentes
pesquisas tém sugerido que as BSPs, responsaveis pelo efluxo de colesterol e fosfolipidios da
membrana dos espermatozoides, se associam a moléculas de caseinas e proteinas do soro do leite
(Bergeron et al., 2004; Lusignan et al., 2011, Menezes et al., dados ndo publicados). Acredita-se que a
interacdes entre estas proteinas e subsequente sequestro das BSPs do meio, no momento da dilui¢do do
sémen, represente 0 mecanismo pelo qual o leite contribui para a protecdo dos espermatozoides durante
a criopreservacdo do sémen.

O estudo da interacdo entre as proteinas do leite e as BSPs provenientes do plasma seminal de
quatro espécies domésticas foi realizado por meio de cromatografia de filtracdo em gel. Em todos os
experimentos, uma grande quantidade de BSP formou complexos com as proteinas do leite e co-

eluiram na mesma fracdo. As BSPs bovina, denominadas BSP1, BSP3 e BSP5, associaram-se com as

93



proteinas do leite com similar padrdo de interacdo. Tais resultados corroboram com informag6es
previamente publicadas por Bergeron et al. (2004) e Lusignan et al. (2011). Semelhantes resultados
foram também observados com as BSPs presentes no plasma seminal de equinos e suinos. Isto sugere
que os mecanismos envolvidos na protecdo aos espermatozoides pelo leite nestas espécies atuam de
forma anéloga as BSPs de bovinos.

Ao contrario das outras espécies estudadas, as BSPs do plasma seminal de ovinos ndo se
associaram aos componentes do leite. Esta diferenca de interacdo pode ser devido a distintas estruturas
entre as BSPs provenientes do plasma seminal nas diferentes espécies. Bergeron e colaboradores
(2004) observaram que as BSPs presentes no plasma seminal de ovinos sdo mais relacionadas as BSPs
de caprinos que de bovinos. Comparando as sequéncias de amino&cidos, estes autores demonstraram
que a RSP-22 kDa e a RSP-24 kDa apresentam cerca de 70% de similaridade com a GSP-20 kDa e a
GSP-22 kDa presentes no plasma seminal de caprinos, enquanto a RSP-15 kDa e a RSP-16 kDa
demonstram o mesmo padrdo de similaridade (>70%) com a GSP-14 kDa e a GSP-15 kDa. No entanto,
embora as BSPs encontradas no plasma seminal de ovinos monstrem uma similaridade relativamente
alta com as BSPs do plasma seminal de caprinos, dados obtidos em recente estudo indicam que as
BSPs de caprinos (GSP-14 kDa, GSP-15 kDa, GSP-20 kDa e GSP-22 kDa) possuem afinidade com
moléculas de caseinas e uma das principais proteinas do soro de leite como a B-lactoglobulina
(Menezes et al., dados ndo publicados). Provavelmente, as diferencas entre interacdes podem estar
relacionados a sequéncia de aminoacidos e dominios responsaveis pela ligacdo das BSPs com os
componentes do leite. Embora a analise do alinhamento das sequéncias de aminoacidos demonstrem
similaridade entre as proteinas, ndo ha informacdo se as regides similares sdo funcionalmente
importantes e determinantes no processo de interacdo com as proteinas do leite. Outro estudo observou
que a RSVP14 (RSP-15) contém uma apenas uma parte do dominio de fibronectina tipo Il da BSP-
Al/A2 (Barrios et al., 2005), informacdo que pode explicar, a0 menos em parte, a razdo das
peculiaridades das BSPs ovinas no que diz respeito a interacdo com os componentes do leite.

As BSPs dos ovinos foram também caracterizadas como RSVP14 e RSVP20 (RSVP; Ram
Seminal Vesicles Protein) de 14 e 20 kDa, respectivamente (Fernandez-Juan et al., 2006). Estudos
demonstraram que a RSVP14 e RSVP20 possuem propriedade de ligacdo a membrana plasmatica dos
espermatozoides e esta interacdo resulta na estabilizacdo da membrana espermatica, prevenindo a acao
deletéria do choque térmico durante a criopreservacdo do sémen (Barrios et al., 2005). Estes
pesquisadores sugerem ainda que o efeito protetor destas proteinas pode estar relacionado & acédo

decapacitante destas moléculas. Ainda neste estudo, foi demonstrado que a RSVP20 ¢é liberada da
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membrana do espermatozoide apds o inicio da capacitacdo, enquanto grande quantidade de moléculas
de RSVP14 permanece aderida & membrana espermatica até o inicio da reacdo acrossémica. Além
disso, estes autores constataram que as proteinas remanescentes sdo redistribuidas na regido equatorial
e pds-acrossomal ap0s a capacitacdo e a reacdo acrossdmica, sugerindo que a RSVP14 pode atuar na
interacdo espermatozoide-odcito e fusdo do espermatozoide com a zona pellcida durante a fertilizacdo
(Barrios et al., 2005).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e em pesquisas realizadas anteriormente,
um mecanismo geral de protecdo aos espermatozoides referente ao diluidor a base de leite foi por nés
proposto (Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismo de protecdo de espermatozoides pelo leite (adpatado de Manjunath et
al., 2002)

As BSPs secretadas pelas vesiculas seminais se ligam a espermatozoides epididimarios no
momento da ejaculacdo, interagindo com fosfolipidios contendo colina da membrana espermatica
(Desnoyers e Manjunath, 1992; Manjunath et al., 1993; Moreau et al., 1998). Como consequéncia,
fosfolipidios (Thérien et al., 1999) e colesterol (Thérien et al., 1998; Moreau e Manjunath,1999;

Moreau e Manjunath, 2000) sdo removidos. A continua exposi¢cdo ao plasma seminal (BSP) e
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consequente reducdo da proporcao colesterol:fosfolipidio é prejudicial aos espermatozoides. Desde que
0 sémen é diluido com leite tratado pelo calor imediatamente apés a coleta, as micelas de caseinas e as
proteinas de soro presente no leite competem por moléculas de BSPs. Esta interacdo minimiza e/ou
previne a interacdo das BSPs com a membrana dos espermatozoides, que por sua vez, reduz o efluxo de
lipidios desta estrutura. Este mecanismo € semelhante ao proposto pela gema de ovo, que as
lipoproteinas de baixa densidade sequestram as BSPs do meio, protegendo os espermatozoides durante
a criopreservacdo do sémen (Bergeron et al., 2004). No entanto, é importante levar em consideragdo
que o mecanismo envolvendo a protecdo dos espermatozoides por diluidores a base de gema de ovo e
leite sdo distintos. A acdo protetora da gema de ovo € atribuida a interagdes lipoproteina-proteina,
enquanto a protecdo pelos componentes do leite desnatado deve-se a interacdo proteina-proteina. Nesse
caso, enfatiza-se que, como o leite integral contém lipidios (lipoproteinas) e proteinas (caseinas e
proteinas de soro), a acdo protetora do leite integral poder ser também atribuida aos lipidios. E
necessario destacar que ndo had uma interagdo direta entre as proteinas do leite e membranas de
espermatozoides (Bergeron et al., 2007).

A concentracdo de BSPs homdlogas no plasma seminal varia entre as espécies. Na espécie
bovina, as BSPs constituem a maior fracdo das proteinas do plasma seminal (~ 65%; 20—40 mg/ml)
(Manjunath e Therien, 2002) e, em equinos, as BSPs, SP-1 e SP-2 (posteriormente caracterizadas como
HSP-1 e HSP-2), representam aproximadamente 70-80% (Topfer-Petersenet al., 2005). No plasma
seminal ovino, as BSPs representam ~30% (15 mg/ml) da concentracéo total de proteinas (Bergeron et
al., 2004), enquanto que a concentracdo de BSPs no plasma seminal suino é a menor entre as espécies,
representando cerca de 1% das proteinas totais (~0,3 mg/ml) (Plucienniczak et al., 1999). Partindo da
perspectiva de andlise dos diluidores como meio de composicdo definida e contendo apenas
componentes com efeitos protetores, seria portanto, uma vantagem o desenvolvimento de diluidores
com componentes do leite, como as caseinas e as proteinas de soro, porém adaptados a cada espécie e
de acordo com a concentracdo de BSPs no plasma seminal. Nesse sentido, as espécies com alta
concentracdo de BSPs necessitariam de uma maior concentracdo de moléculas de caseinas e proteinas
do soro, fornecendo uma melhor protecdo aos espermatozoides. O desenvolvimento de novos
diluidores com base em biomoléculas purificadas ndo apenas reduz o efeito deletério das BSPs, como
também os problemas relacionados com o uso de diluidores de origem animal. O uso de proteinas de
leite purificadas (fosfocaseinato de calcio e [-lactoglobulina), como previamente descrito, foi
considerado eficaz na manutencdo da motilidade e viabilidade espermatica no pds-descongelamento

(Battelier et al., 1998; 2001; Leboeuf et al., 2003). A otimizacdo da concentracdo das proteinas do leite
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deve, contudo, permitir que algumas BSPs associem-se a membrana dos espermatozoides, visto que
estas moléculas sdo necessérias a funcdo espermatica (Bergeron et al., 2007; Menezes et al., dados ndo

publicados).

7.5 CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo demonstra que as BSPs presentes no plasma de bovinos, equinos
e suinos tém afinidade as proteinas do leite. Com base nos resultados obtidos, foi sugerido que o
mecanismo de protecdo aos espermatozoides pelo leite nas espécies eqlina e suina atuam de forma
analoga as BSPs de bovinos. Estes resultados, portanto, apoiam a hipdtese que componentes do leite
sequestram as BSPs, minimizando o potencialefeito deletério destas proteinas sobre a membrana dos
espermatozoides. Esta interacdo fornece evidenciasindicios que a associacdo entre 0s componentes de
diluidores e do plasma seminal desempenha um importante papel na protecdo dos espermatozoides
durante o processo de criopreservacdo do sémen. O estudo, aqui descrito, € util & compreensdo dos
mecanismos envolvendo o leite como diluidor, na melhoria de protocolos de criopreservacéo ja
existentes, bem como a oportunidade no desenvolvimento de novos diluidores sintéticos e livres de

produtos de origem animal.
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8. CAPITULO 4
ESTUDO 3: Interagdo de fosfolipidios presentes em diluidores a base de lecitina de soja com as

Binder of SPerm proteins (BSP) do plasma seminal de caprinos
Erika da Silva Bezerra de Menezes'?; Arlindo Moura®; Puttaswamy Manjunath’

'Centro de pesquisa do Hospital Maisonneuve-Rosemonte, Faculdade de Medicina, Universidade de Montreal.

“Departamento de Zootecnia, Universidade Federal do Cearé

RESUMO

O presente estudo investigou as interacdes das BSP presentes no plasma seminal de caprinos com
fosfolipidios presentes em diluidores a base de lecitina de soja. A interacdo das BSP e os fosfolipidios
dos diluidores foi investigada por cromatografia de filtracdo em gel e ultracentrifugacdo. O diluidor
Andromed® e Bioxcell® foi incubado, separadamente, com as proteinas do plasma seminal de caprinos
e aplicados a cromatografia de filtracdo em gel em coluna de Sepharose CL 4B. Apds a cromatografia,
as fracbes eluidas foram analisadas por Western blot. As analises de ultracentrifugacdo foram
realizadas na presenca e auséncia das vesiculas de fosfolipidios. Para tanto, as vesiculas de
fosfolipidios foram isoladas a partir do diluidor Andromed® e Bioxcell® por ultracentrifugacéo a
100,000 x g por 30 min a 25°C. O sedimento contendo vesiculas de fosfolipidios foi entdo incubado
com proteinas do plasma seminal de caprinos e, como controle, as proteinas do plasma seminal de
bovinos também foram incubadas com as vesiculas de fosfolipidios e re-ultracentrifugadas (100,000 x
9/30 min/25°C). A presenca de BSP no sobrenadante e no sedimento foi avaliada por Western blot.
Nossos resultados mostraram que as BSP presentes no plasma seminal de caprinos formaram
complexos com os fosfolipidios do diluidor Andromed e Bioxcell e co-eluiram na mesma fracdo. Apos
a centrifugacdo, as BSP de caprinos foram detectadas no sedimento. Um resultado semelhante foi
obtido quando as proteinas do plasma seminal de bovinos foram incubadas com as vesiculas de
fosfolipidios. Na auséncia de vesiculas de fosfolipidios, todas as BSP de caprino, bem como as
proteinas de bovino foram detectadas no sobrenadante. Em resumo, nossos resultados indicam que
todas as BSP presentes no plasma seminal de caprinos (GSP-14, GSP-15, GSP-20, e GSP-22)
interagem com fosfolipidios dos diluidores Andromed® e Bioxcell®, indicando que provavelmente os
fosfolipidios destes diluidores desempenham um papel crucial na protecdo dos espermatozoides
durante a criopreservacgéo.

Palavras-chave: Criopreservagdo, BSP, interacéo lipidio-proteina
103



INTERATION OF PHOSPHOLIPIDS FROM SOYBEAN LECITHIN-BASED EXTENDERS
AND BSP PROTEINS OF GOAT SEMINAL PLASMA

ASBTRACT

The present study investigated the interactions of BSP proteins present in goat seminal plasma and
phospholipids from soybean lecithin-based extender. The interaction of goat BSP proteins and
phospholipid vesicles from Andromed® e Bioxcell® semen extender was investigated by gel filtration
chromatography and ultracentrifugation analysis. An appropriate volume of soybean-based extender
was incubated with goat seminal plasma proteins and passed through a Sepharose CL-4B column.
Following chromatography, the proteins were eluted and fractions were analysed by Western blotting.
Ultracentrifugation analysis was performed in the absence or in the presence of phospholipid vesicles.
The phospholipids vesicles were isolated from Andromed® and Bioxcell® extender by
ultracentrifugation at 100,000 x g for 30 min at 25°C. The pellet consisting of phospholipids vesicles
was incubated with either goat SP proteins or bovine BSP1 and re-centrifuged (100,000 x g/30
min/25°C). The presence of goat BSP proteins in the supernatant and in the pellet was assessed by
Western blotting. Our results demonstrated that phospholipids vesicles of Bioxcell® and goat SP
proteins formed a co-eluting complex, indicating that all goat BSP proteins bound to Andromed® and
Bioxcell® extender lipid components. After ultracentrifugation goat BSP proteins were absent in the
supernantant. Immunoreactivity of goat BSP proteins was detected in the pellet. Similar result was
obtained when the bovine BSP1 was incubated with phospholipid vesicles. In the absence of
phospholipid vesicles, all goat BSP proteins and bovine BSP1 were detected in the supernatant. In
summary, our results indicate that all goat BSP proteins (GSP-14, GSP-15, GSP-20 and GSP-22)
interact with phospholipids from Andromed® and Bioxcell® extender, indicating that probably
phospholipids from Andromed® and Bioxcell® semen extender play a crucial role in protecting goat
sperm during sperm storage.

Key words: Cryopreservation, BSP, lipid-protein interaction.
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8.1 INTRODUCAO

O uso de sémen criopreservado na inseminacdo artificial tem inumeras vantagens,
especialmente quando empregado em programas de melhoramento genético (Salamon e Maxwell,
1995). No entanto, o processo de congelacdo e descongelacdo dos espermatozoides ainda ocasiona
danos subletais e/ou letais que resultam em alteragdes bioldgicas e funcionais aos espermatozoides
(Parks e Graham 1992; Salamon e Maxwell, 1995, Bailey et al., 2000; Holt, 2000; Bagchi et al., 2008;
Ortega et al. 2009). Com intuito de proteger os espermatozoides contra estes indesejaveis danos, o0 meio
diluidor deve conter substancias ibnicas ou ndo idnicos capazes de manter a osmolaridade, uma fonte
de lipoproteina para minimizar os efeitos do choque térmico como a gema de ovo e leite, glicose ou
frutose como fonte de energia e outros aditivos, como enzimas e antibioticos (Vishwanath e Shannon,
2000; Futino et al., 2010). Atualmente a maioria dos diluentes empregam a gema de ovo e/ou o leite
como componentes basicos na criopreservacdo do sémen. Isto tem sido atribuido a protecéo das células
espermatica contra o efeito deletério do choque térmico pela fosfatidilcolina (lecitina), a lipoproteina de
baixa densidade e as proteinas do leite (caseinas e proteinas do soro) (Mies Filho et al., 1982; Das e
Rajkonwar, 1995; Wishanath e Shannon, 2000; Aboagla e Terada, 2004; Purdy, 2006).

Embora diluidores contendo gema de ovo e/ou leite demonstrem efeitos benéficos, estes
componentes apresentam riscos do ponto de vista sanitario (Amirat et al., 2005), pois favorece a
contaminacdo com subsequente producdo de endotoxinas que podem inibir a capacidade de fecundacao
dos espermatozoides (Bousseau et al., 1998; van Wagtendonk-de leeuw et al. 2000; Thun et al., 2002;
Aires et al., 2003; Pagl et al., 2006). Este risco de contaminacdo foi comprovado mesmo na presenca de
antibioticos de largo espectro de acdo (Bousseau et al., 1998). As desvantagens desses componentes
também tém sido ainda atribuidas a opacidade éptica que interfere na analise microscopica do sémen
apos a diluicdo (Vishwanath e Shannon, 2000). Além disso, alguns paises tém receio da introducédo de
doencas exoticas pelo uso de produtos de origem animal como o leite e a gema de ovo (Thun et al.,
2002; Aires et al., 2003). Devido a complexa composicao desses componentes, o leite e a gema de ovo
apresentam uma grande variacdo tornando dificil a padronizacdo (Wall e Foote, 1999; Gil et al.,
2003b). Alguns estudos demonstraram que existem substancias na gema do ovo que inibem a atividade
mitocondrial dos espermatozoides reduzindo sua motilidade (Kampshmidt et al. 1953, Pace e Graham
1974, Watson e Martin, 1975). Além disso, particularmente, as glandulas bulbouretrais de caprinos,
produzem uma lipoproteina fosfolipase “A” (EYCE) que hidrolisa a lecitina da gema de ovo, formando
acidos graxos e lisolecitina, e esta Gltima atua sobre a membrana espermatica danificando essa organela

(Roy, 1957). Posteriormente, Nunes e colaboradores (1982) descobriram a existéncia de uma fragdo
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proteica do plasma seminal, a BU-I1I1, procedente das glandulas bulbouretrais, que interage com o leite
e, como resultado dessa associa¢do ocorre a inibicdo da motilidade espermatica e reacdo acrossdémica.
Baseados nos estudos acima descritos é provavel que a EYCE e a BU-III sejam a mesma molécula
(Lebouf et al., 2000; Nunes et al. 2011).

A alternativa para substituir os componentes de origem animal tem sido o desenvolvimento de
diluidores quimicamente definidos compostos de substancias de origem vegetal, formulados a base de
lecitina de soja (Januskauskas et al., 2000). Os fosfolipidios sdo os principais componentes da fracao
fosfato presentes na soja e também na gema de ovo (Campbell e Farrel, 2007). Interessantemente, um
grupo proteinas do plasma seminal que se liga a membrana dos espermatozoide a fosfolipidios
contendo colina no momento da ejaculacdo, conhecidas como Binder of Sperm proteins (BSP)
interagem com fosfolipidios presentes na gema de ovo (Bergeron et al., 2004; Lusignan et al., 2012).
Esta interacdo minimiza o efluxo de lipidios da membrana, impedindo, assim, danos a esta estrutura
(Manjunath et al., 2002; Bergeron e Manjunath, 2006) e tem sido sugerido que esta interagdo € a base
da protecédo dos espermatozoides durante o0 processo de criopreservacao.

No plasma seminal bovino, as BSP representam aproximadamente 60% do total de proteinas
(Manjunath e Sairam, 1984) e sdo caracterizadas como BSP1, BSP3 e BSP5, anteriormente
denominadas como PDC-109 ou BSP-A1/A2, BSP-A3 e BSP-30k, respectivamente (Manjunath et al.,
2009). Os membros da familia das BSP também foram identificados e caracterizados no fluido seminal
e do epididimo de outras espécies de mamiferos, incluindo equinos (Calvete et al., 1996; 1997; Menard
et al., 1998), suinos (Calvete et al., 1995), caprinos (Villemure et al., 2003), ovinos (Bergeron et al.,
2005), bisao (Boisvert et al., 2004), coelho (Nixon et al., 2008), bdfalo (Harshan et al., 2009), humano
e camundongo (Fan et al., 2006; Lefebvre et al., 2007; 2009; Plante et al., 2012; 2013). No plasma
seminal de caprinos, quatro homdlogas da familia de BSP foram identificadas e caracterizadas como
GSP-14kDa, GSP-15kDa, GSP-20kDa e GSP-22kDa (GSP, Goat Seminal Plasma Proteins). Estas
proteinas possuem propriedades bioquimicas semelhantes as BSPs da espécie bovina e sugere-se,
portanto, que estas moléculas exercem papel similar no que se diz respeito a funcdo espermatica
(Villemure et al., 2003). Embora estudos tenham demonstrado a importancia das BSP na espécie
bovina, no contexto da criopreservacdo do sémen, pesquisas que avaliam a interacdo destas proteinas
presentes no plasma seminal de outras espécies com componentes de diluidores sdo escassas. Assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar a interagcdo dos componentes de diluidores a base de lecitina de

soja como o Andromed® e Bioxcell® e as BSPs presentes no plasma seminal de caprinos.
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8.2 MATERIAL E METODOS
8.2.1 Proteinas do plasma seminal de caprinos

Os ejaculados foram coletados com auxilio de vagina artificial e o plasma seminal foi obtido
por meio de sucessivas centrifugagcdes. No primeiro procedimento, as amostras foram centrifugadas a
700 x G por 15 min a 4°C e, em seguida, o sobrenadante foi recuperado e transferido para outro
microtubo. No subsequente procedimento, o sobrenadante foi centrifugado a 10,000 x G por 60 min., a
4°C.

As proteinas foram extraidas do plasma seminal por meio da precipitacdo em etanol a frio
conforme descrito por Manjunath e Sairam (1984). O processo iniciou-se com o plasma seminal sendo
ressuspendido em nove volumes de etanol a frio (92°GL; -20°C). Apo6s a adigdo do etanol, a suspensao
foi homogeneizada com uso de barra magnética sob constante agitacdo por 90 min a 4°C. Decorrido
esse periodo, essa suspensdo foi entdo centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4°C. Esse procedimento
foi repetido trés vezes consecutivas. Os precipitados obtidos foram entdo ressupendidos com tampao

contento 50 mM de bicarbonato de amdnio em &gua ultra pura, liofilizadas e armazenadas a 4°C.

8.2.2 Cromatografia de filtracdo em gel

As aliquotas de proteinas isoladas e liofilizadas foram dissolvidas em tampéo Tris—HCI [20 mM
Tris (w/v), 150 mM cloreto de sodio (w/v), 0,02% azida sodica (w/v); pH 7,4] e, em seguida,
centrifugadas (10,000 x G; 10 min; 25°C) para remocdo de particulas insoltveis. Decorrido esse
periodo, uma aliquota do sobrenadante contento 2,04 mg de proteinas (500ul) foi diluidor em 1,5 mL
do diluidor & base de lecitina de soja — Andromed® (Minitub®, Tiefenbach, Germany) ou Bioxcell®
(IMV®, L’Aigle, France), separadamente, e incubado a temperatura ambiente por 60 min para permitir
a formacdo dos complexos entre os fosfolipidios do diluidor e as proteinas do plasma seminal.
Decorrido o periodo de incubacéo, essa solucdo foi aplicada em coluna de filtracdo em gel (Sepharose
CL-4B; GE Healthcare) previamente equilibrada com o tampéao Tris—HCI. A eluicdo foi realizada com
0 mesmo tampdo de equilibrio, sendo coletadas fracdes de 3,2 mL a um fluxo de 1.2 mL/minuto
(72mL/h) seguido da leitura das absorbancias a 280nm em espectrofotdmetro. Baseado no perfil das
absorbéncias, as fragdes foram agrupadas em 12 fracBes (a — m) com aproximadamente 32 mL cada,
como indicado na legenda das figuras. Posteriormente, as fraces foram avaliadas por Western blot. As
proteinas do plasma seminal foram também aplicadas na mesma coluna exclusdo molecular, porém,
sem incubacdo com os diluidores avaliados. O mesmo experimento foi realizado com os diluidores

Andormed® ou Bioxcell® na mesma coluna seguido o protocolo descrito acima.
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8.2.3 Ultracentrifugacao

As anélises foram realizadas em ultracentrifuga Beckman L8—-70M com tubos de policarbonato
(Beckman Instruments, Palo Alto, CA) utilizando rotor SW-60. Os diluidores Andromed® e Bioxcell®
foram preparados de acordo com protocolo do fabricante. Logo em seguida, as vesiculas de
fosfolipidios dos diluidores foram recuperadas por centrifugagdo a 100.000 x g por 30 min a 25°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1,5 ml de tampdo Tris—HCI e re-
centrifugado (100.000 x g; 30 min; 25°C). Para a andlise de fracdo rica em fosfolipidios, o sedimento
contendo vesiculas foi incubado com proteinas do plasma seminal (100pg) por 180 min a temperatura
ambiente sob leve agitacdo. Decorrido esse procedimento, as vesiculas foram recuperadas por
centrifugacdo a 100.000 x g por 30 min a 25°C. Apo0s esse periodo, 0 sobrenadante foi descartado, o
sedimento ressuspenso em 1,5 ml de tampé&o Tris-HCI e re-centrifugado mais uma vez (100.000 x g; 30
min., 25°C). Apo0s sucessivas lavagens, a presenca das BSPs no sobrenadante e no sedimento foi
avaliada por Western blot usando anticorpos contra as BSPs de caprinos. As proteinas do plasma
seminal de caprinos também foram ultracentrifugadas (100.000 x g; 30 min, 25°C) seguindo a
metodologia acima. Em paralelo, as vesiculas de fosfolipidios foram incubadas com proteinas do
plasma seminal de bovinos e, novamente, centrifugadas (100.000 x g; 30 min; 25°C). Posteriormente, 0
sobrenadante e o sedimento foram avaliados por Western blot utilizando-se anticorpos especificos
contra a BSP bovina (BSP1). Cada experimento foi realizado em triplicata. A concentracdo proteica das

amostras foi determinada pelo método modificado de Lowry (Markwell et al., 1978).

8.2.4. Anélises das proteinas por Western blot

As amostras da cromatografia de exclusdo molecular e ultracentrifugacdo foram separadas em
15% gel de poliacrilamida e a corrida, realizada em temperatura ambiente (sistema Mini Protean I,
Biorad, USA), durante aproximadamente 120 min., utilizando uma corrente de 100 V. Para se estimar a
massa molecular das proteinas separadas por SDS-PAGE, aplicou-se no gel um kit de marcador de
massa molecular contendo fosforilase b (Mr = 97,000), albumina (Mr = 66,000), ovalbumina (Mr =
45,000), anidrase carbonica (Mr = 30,000), inibidor de tripsina (Mr = 21,100), and a-lactalbumina (Mr
= 14,400; GE Healthcare). Apds a eletroforese, as proteinas contidas nos géis foram eletrotransferidas
para as membranas de PVDF (0,2 pm; Amersham Hybond 0.2 PVDF) em um sistema vertical (Mini
Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell; Bio Rad, USA) como descrito anteriormente (Matsudaira,

1987). Posteriormente, as membranas foram bloqueadas por 60 min a 37°C sob leve agitacdo com T-
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PBS contendo 1% de BSA e, em seguida, incubou-se a membrana de PVDF com o anticorpo primario
por 60 min a 37°C. Decorrido este periodo, a membrana foi submetida a trés lavagens consecutivas
com solugdo PBST por 10 min a temperatura ambiente sob lenta agitagdo. O anticorpo secundario foi,
entdo, diluido em solugdo de PBST obtendo uma diluicdo de 1:10,000. A membrana permaneceu 60
min incubada com anticorpos secundarios sob leve agitacdo a temperatura ambiente. Apo6s o periodo de
incubacdo, a membrana foi submetida a trés lavagens (3 x; 10 min) com PBST. Para visualizar 0s
imunocomplexos, as membranas foram incubadas com kit de quimiluminescéncia ECL por 60 seg
(Amersham Enhanced Chemiluminescence Western Blotting, USA) e as imagens capturadas pelo

analisador de imagens Image Quant™ LAS 4000.

8.3 RESULTADOS
8.3.1 Cromatografia de filtragdo em gel

Na coluna de filtracdo em gel, as proteinas do plasma seminal de caprinos foram eluidas como
pico Unico ao final da eluicdo (fracBes i—j; 120-140; Fig. 1A, 1B). As fracOes agrupadas e analisadas
por Western blot revelaram que as BSP de caprinos foram eluidas entre as fragdes i e j (120-140; Fig.
2A, 2B). A figura 1A ilustra o perfil de eluicdo dos componentes do diluidor Andromed® e o plasma
seminal de caprinos em cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B. Os complexos
contendo proteinas do plasma seminal e os componentes do diluidor Andromed® co-eluiram como pico
unico, correspondendo as fracdes a e b (40-60). As analises do Western blot demonstraram que bandas
imunorreativas correspondentes as proteinas GSP 14, 15, 20 e 22 foram detectadas nas fracbes a e b
(40-60). Alem disso, as proteinas GSP 20 e 22 kDa foram visualizadas entre as fracdes g a k (100—
150), enquanto as GSP14 e 15, nas fracbes h e i (110-130) (Figura 1B).
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Figura 1. Interacdo dos componentes do diluidor Andromed® e as proteinas do plasma seminal de
caprinos. (A) Perfil de eluicdo dos componentes do diluidor Andromed® e plasma seminal em
cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma
seminal (O). Aproximadamente 2,4 mg de proteinas do plasma seminal caprino foi incubado com 1,5
mL do diluidor Andromed® por 60 min e aplicado em coluna de filtracio em gel. Em paralelo,
proteinas do plasma seminal de caprino (2,04 mg) foram eluidas na mesma coluna. As fracdes eluidas
foram agrupadas em 13 fracGes (a-m). Fracdes: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d,
tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i tubos 121-130; |,
tubos 131-140; k, tubos 141-150, I, tubos 151-160 e m, tubos 161-170. (B) Western Blot das fragdes
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As fragdes foram eluidas e analisadas por Western
blot com anticorpos contra as BSP de caprinos — GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22. PS: plasma

seminal caprino (controle).
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Na figura 2A pode-se observar que o perfil cromatogréfico das proteinas do plasma seminal e
os componentes do diluidor Bioxcell® foram eluidos como um pico tnico correspondente as fracdes a e
b (40-60). Baseado no padrdo das absorbancias, um pequeno pico também foi observado entre as
fragOes i e k (120-150). Comparando com o perfil das absorbancias entre os diluidores analisados,
observa-se que o padréo da eluicdo do diluidor Bioxcell® foi aproximadamente a metade da observada
no diluidor Andromed®. Os anticorpos policlonais contra as BSPs de caprino detectaram a presenca da
GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22 na fracdo a (41-50). Além disso, as proteinas GSP-14 e GSP-15
foram detectadas entre as fracdes b a e (51-90). Adicionalmente, bandas imunorreativas das GSP-20e
BSP-22 foram detectadas ao longo da eluicdo, seguindo um perfil para cada proteina analisada, de
modo que a GSP-20 foi visualizada nas fragcdes b a j (51-140), enquanto a GSP-22, detectada nas
fracdes g a j (101-130; Figura 2B).
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Figura 2. Interacdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e as proteinas do plasma seminal de
caprinos. (A) Perfil de eluicdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e plasma seminal em
cromatografia de filtracdo em gel na resina Sepharose CL-4B (e), bem como, das proteinas do plasma
seminal (O0). Aproximadamente 2,4 mg de proteinas do plasma seminal caprino foi incubado com 1,5
mL do diluidor Andromed® por 60 min e aplicado em coluna de filtracio em gel. Em paralelo,
proteinas do plasma seminal caprino (2,04 mg) foram eluidas na mesma coluna. As fracdes foram
eluidas e agrupadas em 13 fracBes (a-m). Fraces: a, — tubos 41-50; b, tubos — 51-60; c, tubos 61-70; d,
tubos 71-80; e, tubos 81-90; f, tubos 90-100; g, tubos 101-110; h, tubos 111-120; i tubos 121-130; j,
tubos 131-140; k, tubos 141-150, I, tubos 151-160 e m, tubos 161-170. (B) Western Blot das fracdes
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel. As fragdes foram eluidas e analisadas por Western
blot com anticorpos contra as BSP de caprinos — GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22. PS: plasma

seminal caprino (controle).

8.3.2 Ultracentrifugacao

A interacdo das BSPs com os fosfolipidios presentes nos diluidores a base de lecitina de soja foi
avaliada por ultracentrifugacdo. Como observado na figura 3, na presenca das vesiculas de fosfolipidios
do diluidor Andromed®, as BSPs de caprino (GSP 14, 15, 20 e 22) foram visualizadas no sedimento.
Um resultado semelhante foi observado quando o plasma seminal de bovino foi incubado com as
vesiculas de fosfolipidios do diluidor Andromed®, de forma que a proteina BSP 1 foi imunodetectada
no sedimento. Por outro lado, tanto as BSPa de caprinos quanto a BSP 1 foram encontradas no
sobrenadante, quando essas proteinas passaram por ultracentrifugacdes na auséncia de vesiculas de

fosfolipidios do diluidor Andromed® (Figura 3).
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Figura 3. Interacdo dos componentes do diluidor Andromed® e as proteinas do plasma seminal de
caprino. As proteinas do plasma seminal de caprino e bovino foram incubadas na presencga ou auséncia
de vesiculas de fosfolipidios do diluidor Andromed® e submetidos a ultracentrifugacdo. O sobrenadante
e sedimento foram separados e analisados por Western blot utilizando anticorpos policlonais contra
BSPs de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22) e anticorpos contra a BSP1.

Como se observa na figura 4, na presenca das vesiculas de fosfolipidios do diluidor Bioxcell®
todas as quatro BSP de caprino (GSP 14, 15, 20 e 22) foram detectadas no sedimento, porem
imunocomplexos da GSP 20 e GSP 22 foram também visualizados no sobrenadante. No presente
estudo, um resultado similar também foi observado de modo que, quando incubou-se o plasma seminal
de bovino com as vesiculas de fosfolipidios do diluidor Bioxcell®, a proteina BSP 1 foi imunodetectada
no sedimento, na fracdo onde os fosfolipidios estavam presentes. Na auséncia de vesiculas de
fosfolipidios do diluidor Bioxcell®, tanto as BSPs de caprinos quanto a BSP 1 foram visualizadas no

sobrenadante (Figura 4).
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Figura 4. Interacdo dos componentes do diluidor Bioxcell® e as proteinas do plasma seminal de
caprino. As proteinas do plasma seminal de caprino e bovino foram incubadas na presenca e auséncia
de vesiculas de fosfolipidios do diluidor Bioxcell® e submetidos a ultracentrifugacéo. O sobrenadante
e o0 sedimento foram separados e analisados por Western blot utilizando anticorpos policlonais contra
BSP de caprino (GSP-14, GSP-15, GSP-20 e GSP-22) e anticorpos contra a BSP1.
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8.4 DISCUSSAO

Nos experimentos realizados neste estudo objetivou-se avaliar a interacdo dos componentes de
diluidores a base de lecitina de soja e as proteinas plasma seminal de caprinos por meio de
cromatografia de filtracdo em gel e ultracentrifugacdo. Evidencia-se portanto, de forma inédita, que os
fosfolipidios presentes nos diluidores & base de lecitina de soja, como o Andromed® e Bioxcell®,
interagem com as BSPs presentes no plasma seminal caprino.

Os diluidores a base de lecitina de soja tém sido empregados em protocolos de criopreservacao
do sémen como alternativa a utilizacdo de diluidores tradicionais como os diluidores a base de gema de
ovo e leite. Embora diluidores a base de lecitina de soja possuam efeitos benéficos durante a
criopreservacdo do sémen (Reed et al., 2008; Forouzanfar et al., 2010; Vick et al., 2010; Del Valle et
al., 2012; Jiménez-Rabadan et al., 2012; Roof et al., 2012; Vidal et al., 2013), o mecanismo envolvendo
as substancias de origem vegetal como a lecitina de soja ainda ndo foi perfeitamente esclarecido. O
principal componente da lecitina de soja é a fosfatidilcolina, molécula que também compde a fracao
fosfatada obtida da soja e da gema de ovo (Campbell and Farrel, 2007). Sendo assim, a lecitina de soja
tem sido recomendada para substituicdo aos diluidores tradicionais, compostos por substancias de
origem animal (Januskauskas et al., 2000). Alguns estudos demonstraram que membros das BSPs
formam complexos com as lipoproteinas de baixa densidade presentes na gema do ovo (Manjunath et
al., 2002; Bergeron et al., 2004). Quando estes complexos sdo formados, a ligacdo das BSPs a
membrana dos espermatozoides € reduzida e, desta forma, o efluxo de colesterol/fosfolipidios €
impedido e os efeitos deletérios destas proteinas sobre a membrana dos espermatozoides sao
minimizados (Manjunath et al., 2002). Estes estudos sugerem que o sequestro das BSPs pelas
lipoproteinas de baixa densidade é o principal mecanismo de protecdo do espermatozoide durante a
criopreservacdo do sémen (Bergeron e Manjunath, 2006; Manjunath, 2012).

Para avaliar a associacdo de BSPs homologas presentes no plasma seminal de caprinos com
fosfolipidios provenientes de diluidores a base de lecitina de soja, inicialmente realizou-se
experimentos utilizando cromatografia de filtragho em gel. Os resultados do presente estudo
demonstraram que as BSP de caprinos formaram complexos com fosfolipidios dos diluidores
Andromed® e Bioxcell® e co-eluiram na mesma fragdo. Tais resultados indicam também que as BSPs
do plasma seminal de caprinos se associam aos fosfolipidios de diluidores a base de lecitina de soja,
informacdo concordante estudos anteriores (Wah et al., 2002; Desnoyers e Manjunath, 1992;
Anbazhagan e Swamy, 2005; Anbazhagan et al., 2010). Vale ressaltar que o perfil das absorbancias do

diluidor Andromed® ao ser eluido na coluna de gel filtracdo usada neste estudo foi a metade da
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observada no diluidor Bioxcell®, diferenca esta que pode ser atribuida ao tamanho das vesiculas de
fosfolipidios dos diluidores testados.

A interagdo das BSPs presentes no plasma seminal de caprinos com os fosfolipidios
provenientes de diluidores a base de lecitina de soja também foi avaliado por ultracentrifugacdo. Apés
a ultracentrifugacdo, a maior parte das BSPs de caprinos foi detectada no sedimento, indicando que as
BSP se associaram as vesiculas de fosfolipidios dos diluidores Andromed® e Bioxcell®. N6s
observamos que uma pouca quantidade destas proteinas foi detectada no sobrenadante. Uma possivel
explicacdo para este resultado deve-se ao grau de afinidade que estas proteinas tem com as vesiculas de
fosfolipidios. Estudos sugerem que a interagdo da lipoproteina de baixa densidade presente na gema de
ovo com as BSPs do plasma seminal de bovino (BSP1, BSP5) consiste na formacao de ligacOes fortes e
estaveis (Bergeron e Manjunath, 2006; Lusignan et al., 2011). Embora Villemure et al. (2003) confirme
que as BSPs de caprinos se associam com as lipoproteinas de baixa densidade da gema de ovo, estudos
mais detalhados sobre esta interacdo ainda nao foram avaliados.

Em funcéo dos presentes resultados e de outros estudos que indicam que as proteinas de BSPs,
em geral, interagem com fosfolipidios, propde-se, neste trabalho, que os fosfolipidios dos diluidores a
base de lecitina de soja podem sequestrar as BSPs. As BSPs sdo moléculas benéficas in vivo, pois sao
adsorvidas na membrana espermatica no momento da ejaculacdo, induzindo um efluxo de
colesterol/fosfolipidios e, consequentemente, uma reorganizacdo desta estrutura (Manjunath e Thérien,
2002). Além disso, ha evidencias de que estas proteinas permanecem ligadas a membrana espermatica
durante seu trajeto no trato reprodutivo feminino (Souza et al., 2008). Posteriormente, ao atingirem o
oviduto, as BSPs auxiliam na interacdo dos espermatozoides com o epitélio do oviduto (Gwathmey et
al., 2006), bem como formam sitios de ligacdo para a heparina e HDL na membrana espermatica
(Thérien et al., 1995, 1997), uma etapa essencial a capacitacdo espermatica. No entanto, in vitro, 0s
espermatozoides sdo continuamente expostos ao plasma seminal e a prolongada exposicdo a estas
proteinas promove o efluxo lipidico da membrana plasmatica, que resulta na reducdo da resisténcia da
membrana aos danos durante a criopreservacao do sémen. Os fosfolipidios presentes em diluidores a
base de lecitina de soja se ligam as BSPs. Neste contexto, quando o sémen é diluido em diluidor a base
de lecitina de soja, os fosfolipidios podem sequestrar a maior parte das BSPs presente no plasma
seminal, mecanismo possivelmente semelhante ao envolvido com a gema de ovo (Manjunath et al.,
2002; Bergeron et al., 2004).
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8.5 CONCLUSAO

Em resumo, demonstrou-se que as BSPs presentes plasma seminal de caprinos tém afinidade
aos fosfolipidios dos diluidores Andromed® e Bioxcell®. Estes resultados sugerem que o mecanismo de
protecdo dos espermatozoides pelos diluidores a base de lecitina de soja € semelhante ao mecanismo
envolvendo o leite e a gema de ovo. Neste contexto, as associacdo entre as BSPs e 0s principais
componentes dos diluidores parece ser 0 mecanismo geral de protecdo dos espermatozoides durante a
criopreservacdo do sémen. Semelhante a gema de ovo, a protecdao dos diluidores a base de lecitina de
soja € atribuida a uma interacdo lipidio-proteina, em contraste com a interacdo proteina-proteina
proposto para o0 caso do leite. Os resultados deste estudo s&o cruciais para compreensdo dos
mecanismos de protecdo pelos diluidores e o desenvolvimento de diluidores livres de substancias de

origem animal.
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9. CAPITULO 5
ESTUDO 4: Andlise protedmica do plasma seminal de touros curraleiro (Pé-duro): Identificacao

de biomarcadores para parametros seminais

Erika B. de Menezes'; Rodrigo V. de Oliveira'; Mauricio F. van Tilburg"; Frederico B. Moreno?; Ana
Cristina O. I\/Ionteiro-MoreiraZ; Eleonora A. Barbosa3; Normandes V.Nascimento3; Alexandre F.

Ramos®": Arlindo A. Moura®”

'Universidade Federal do Ceara, Departamento de Zootecnia
Universidade de Fortaleza, Departamento de Farmacologia
*Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, Centro nacional de pesquisa de recursos genéticos e

biotecnologia, Embrapa Cenargem

RESUMO
O objetivo do presente estudo foi avaliar as proteinas do plasma seminal associadas a qualidade
seminal e a congelabilidade do sémen de touros da raca Curraleiro. As amostras seminais de dez touros
da raca Curraleiro (Pé-duro) foram obtidas por eletroejaculacdo. A circunferéncia escrotal, o0s
parametros espermaticos antes e ap0s a congelacdo do sémen e as proteinas do plasma seminal,
submetidas a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida foram avaliados. Os géis foram
também avaliados in silicio e os spots proteicos quantificados em cada amostra. As associacdes entre as
intensidades dos spots proteicos com a circunferéncia escrotal e parametros espermaticos foram
avaliadas pelas correlacdes de Pearson (dados paramétricos) e Spearman (dados ndo paramétricos).
Vinte e sete spots proteicos apresentaram correlacao significativa com pelo menos um dos parametros
seminais (P < 0,05). A proteina Platelet-activating factor acetylhydrolase foi correlacionada
negativamente com a circunferéncia escrotal (r = - 0,80). As proteinas: acrosin inhibitor, alpha-enolase,
BSP-3 e -5, Cathepsin A, L1 e S, Clusterin, Creatine Kinase M-type, Ephrin, Gluathione 3 phosphate
dehydrogenase, Legumain, Metalloproteinase inhibitor 2 e 5 -nucleotidase foram associadas
positivamente com a qualidade dos espermatozoides frescos e descongelados. Conclui-se que o plasma
seminal de touros Curraleiro possui proteinas relacionadas a parametros espermaticos que podem ser

utilizadas como potenciais marcadores de fertilidade.

Palavras-chave: touro, sémen, proteinas
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Proteomic analysis of seminal plasma from Curraleiro bulls (Pé-duro): Identification of
biomarkers for sperm quality

ABSTRACT

The aim of the current study was to identify seminal plasma proteins associated with scrotal
circumference and sperm parameters. Seminal samples from ten Curraleiro Bulls were collected by
electroejaculation. Scrotal circumference and sperm parameters of fresh and cryopreserved semen were
evaluated in the bulls. Seminal plasma proteins were analysed by 2-D polyacrylamide gel
electrophoresis. All gels were also evaluated in silico and protein spots quantified in each sample.
Correlations between protein spots with scrotal circumference and sperm parameters were measured by
Pearson (parametric data) and Spearman (non-parametric data) correlations. Twenty and seven protein
spots presented siginificant correlation with at least one reproductive parameter (P<0.05). Protein
Platelet-activating factor acetylhydrolase was negatively correlated with scrotal circumference. The
proteins: acrosin inhibitor, alpha-enolase, BSP-3 e -5, Cathepsin A, L1 e S, Clusterin, Creatine Kinase
M-type, Ephrin, Gluathione 3 phosphate dehydrogenase, Legumain, Metalloproteinase inhibitor 2 e 5”-
nucleotidase were positively associated with sperm quality. We concluded that seminal plasma from
Curraleiro bulls has potential proteins related to quality sperm parameters and they should be tested as

putative fertility markers.

Keywords: bull, semen, proteins
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9.1 INTRODUCAO

As racas localmente adaptadas de animais domésticos desempenham um importante papel, por
possuir caracteristicas relacionadas a adaptacdo a condi¢bes de estresse climéticas, bem como
resisténcia a doencas infecciosas e parasitarias (Mariante et al., 2011). Embora, estas caracteristicas
decorre da eficiente combinacdo de genes, 0s mecanismos adaptativos que estas subespécies utilizam
para manutencdo da eficiéncia reprodutiva destes animais ainda sdo pouco conhecidos. A maioria
destes animais encontra-se em risco de extin¢do devido, principalmente, a introducdo de ragas exéticas
(Tarbelet et al., 2011). Durante a colonizagdo, iniciada ha mais de 500 anos, diversas racas de bovinos
foram introduzidas no Brasil e, desde entdo, estes animais foram selecionados naturalmente pelas
condi¢des ambientais, 0o que possibilitou o desenvolvimento de caracteristicas adaptativas. Como
consequéncia destas adaptacdes, surgiu a raca Curraleira (Pé-duro), proveniente do cruzamento da raca
Alentejana com a Galega, uma raga bovina local, naturalizada ou crioula. Atualmente, os animais da
racdo Curraleiro (Pe-duro) estdo amecados de extingdo, com seus exemplares concentrados, em sua
maioria, na regido Noroeste brasileira (Fioravante et al., 2011). O animais da raca Curraleiro (Pé-duro)
pertence a subespécie Bos taurus taurus, mas deve ser considerada como uma entidade genética
distinta, possuindo singularidades na sua populacdo (Serrano et al. 2004). Assim, 0s bovinos
Curraleiros sdo uma fonte genética de caracteristicas adaptativas que, por exemplo, poderiam ser
incorporadas as racas exoticas de alta producdo (McManus et al., 2009; Teixeira et al., 2011).

As biotécnicas aplicadas a reproducdo animal tém contribuido significativamente para
preservacdo de espécies em risco de extingdo. O dominio de biotécnicas como a inseminacao artificial,
producdo in vitro de embries e criopreservacao de sémen, embribes (Andrabi e Maxwell, 2007) e
tecido ovariano (Santos et al., 2010) possibilita o desenvolvimento de bancos de germoplasma de racas
com atributos de rusticidade e representam estratégias de conservagdo e cruzamentos para formacéo de
racas sintéticas mais produtivas (Mariante et al., 1999). Adicionalmente, estudos avaliando marcadores
moleculares em racas localmente adaptadas podem auxiliar na identificacdo de proteinas relacionadas a
adaptabilidade e manutencdo da produtividade em ambientes estressantes (Marsan et al., 2012).
Entretanto, poucas pesquisas tém sido conduzidas avaliando marcadores moleculares de fertilidade em
reprodutores domésticos localmente adaptados. Considerando o plasma seminal como uma secre¢do
rica em biomoléculas que modulam a fisiologia do espermatozoide, contendo minerais, hormdnios,
carboidratos, lipidios e proteinas (Jyena e Stelleta, 2013), este fluido é uma fonte viavel para a busca de
marcadores proteicos de qualidade seminal. Em touros, ja foram identificadas proteinas seminais

associadas ndo apenas a qualidade seminal (Jobim et al. 2004), mas também relacionadas a fertilidade
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in vivo (Killian et al., 1993; Moura et al., 2006; D amours et al., 2010). Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar proteinas do plasma seminal associadas a qualidade de espermatozoides frescos e
congelados de touros Curraleiro.

9.2 MATERIAL E METODOS
9.2.1 Delineamento experimental

As amostras de plasma seminal foram obtidas por meio de centrifugacdo de ejaculados de dez
touros da raca Curraleiro (Pé-duro). O plasma seminal foi submetido a eletroforese bidimensional. As
aliquotas de plasma seminal foram eletrofocalizadas e, em seguida, submetidas a 2-D SDS-PAGE
(12,5%). Os géis foram corados com Coomassie coloidal G-250, digitalizados no ImageScanner 111®
(GE Healthcare, EUA) e analisados no aplicativo PDQuest® (Bio-Rad, Rockville, MD, EUA). Os spots
foram cortados individualmente dos géis, digeridos com tripsina, e submetidos a identificagdo por
espectrometria de massa. Os spots de interesse foram, entdo, excisados do gel, digeridos com tripsina e
submetidos a identificacdo das proteinas por espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Os
espectros de massa obtidos foram analisados pelo programa Mascot Distiller (Matrix Science Ltd) e
entdo submetidos a busca nas bases de dados NCBI e SwissProt por meio do programa online
MASCOT Server no modo de pesquisa MS/MS lon Search.

9.2.2 Coleta e processamento do sémen

Neste estudo, foram utilizados 10 touros adultos da raca Curraleiro (Pé-duro). As coletas de
sémen foram realizadas com auxilio de electroejaculador, sendo obtido um total nove ejaculados de
cada animal. Apos cada coleta, os parametros seminais de cada ejaculado foram avaliados como
previamente descrito por Teixeira et al. (2011). O volume (mL) do sémen foi definido em tubo
graduado cénico e, logo em seguida, os espermatozoides foram mantidos em banho-maria a 37°C para
avaliacdo seminal de motilidade total (%) e vigor espermético (1-5). A concentracdo espermatica foi
determinada com auxilio de hemocitdmetro (cAmara de Neubauer), diluindo 20 pl de sémen puro em 4
ml de solucdo de formol salina tamponada a 0,1% [taxa de diluicdo 1:200 (v/v)]. A concentracao
esperméatica foi calculada e expressa em x 10° sptz/ml e o total de espermatozoides no ejaculado,
determinado pelo produto da concentracdo pelo volume. Para avaliagdo da morfologia espermatica,
uma aliquota do sémen foi misturada ao corante vital eosina-negrosina e, apos a confeccdo de
esfregacos, contou-se 200 células em microscopia de contraste de fase, sob aumento de 1000x. Os

defeitos espermaticos (%) foram classificados em maiores (%) ou menores (%) (CBRA, 1998). O
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percentual de espermatozoides vivos e com acrossoma integros (%) foi determinado pela coloragdo de
azul de tripan/Giemsa (Way et al., 1995). Para tanto, uma aliquota de 20 pl do sémen puro foi diluida
em 20 pl de corante azul de Tripan e, apds, um periodo de 12 min, o esfregaco contendo foi
confecionado. Em seguida, as laminas foram fixadas em metanol (5 min) e, posteriormente, submersos
em corante contendo Giemsa por 18 h. Apds a confecgdo de esfregagos, contou-se 200 células com
auxilio de microscépio 6ptico. Apenas animais com motilidade > 70%, vigor espermético > 3 e

espermatozoides normais > 70% foram inseridos neste estudo.

9.2.3 Criopreservacao espermatica

A criopreservacao do sémen foi realizada de acordo com metodologia previamente descrita por
Teixeira et al. (2011). Para tanto, o sémen foi diluido a 40 x 10° sptz/mL em diluidor TRIS-gema-
glicerol e, envasado em palhetas de 0,5 mL. As amostras foram resfriadas de 30°C até 5°C por uma taxa
de 0,25°C/min e, em seguida, submetidas a um tempo de equilibrio de 4 h a 5 °C. Posteriormente, as
palhetas foram congeladas com uma taxa de -20°C/min até -120°C e, entdo, mergulhadas em nitrogénio
liquido (-196°C). Decorrido este procedimento, as amostras congeladas foram armazenadas em botijao
criogénico. Para descongelacdo, as palhetas foram mergulhadas em banho Maria a 35°C durante 30 seg.
Apos a descongelacdo, os espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade (%), vigor (1-5),

defeitos totais, maiores e menores (%) e espermatozoides vivos com acrossoma integro (%).

9.2.4 Obtencéao do plasma seminal e quantificacdo da concentracdo de proteinas

O plasma seminal foi obtido por meio de duas centrifugacdes consecultivas. Inicialmente, para
separar 0s espermatozoides do plasma seminal, os ejaculados foram, separadamente, centrifugados a
700 x g a 4°C por 10 min. Decorrido esse periodo, sobrenadante foi transferido para outro microtubo e
re-centrifugado a 10.000 x g por 60 min a 4°C (Killian et al., 1993; Moura et al., 2006). Apds a
centrifugacdo, um aliquota de coquetel contendo inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) contendo EBSF (4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride), pepstatina A, E-64, bestatina,
leupeptina, e aprotinina, foi adicionado ao plasma seminal (10pu/1mL). Posteriormente, as amostras
foram separadas em aliquotas (100 pl/microtubo) e, em seguida, armazenadas a -20°C. A concentracdo
de proteinas totais do plasma seminal foi determinada pelo método de Bradford (1976), com reagente
comercial (Bradford Reagent, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). As analises foram

realizadas em triplicatas utilizando a albumina sérica bovina como padréo.
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9.2.5 Eletroforese bidimensional

Para eletroforese eletroforese bidimensional, as aliquotas de plasma seminal contendo 350 ug
de proteinas foram ressuspendidas em solucdo de re-hidrata¢do [7M Ureia (m/v), 2M Tiureia (m/v), 65
mM Dithiothreitol (DTT) (m/v), 0,5% anfolitos livres (IPG buffer, 3-10) (v/v), 0,5% CHAPS (m/v) e
azul de bromofenol (tragos)] suficiente para um volume de 250 pl. Tiras de gel (13 cm) com gradiente
de pH imobilizado linear de 3-10 (Immobiline™ DryStrip pH 3-10; GE Lifesciences, USA) foram
hidratadas nessa solugdo foi incubada por 16 horas a temperatura ambiente em canaletas da bandeja
especifica de hidratacdo. A primeira dimenséo foi realizada no sistema ETTAN™ IPGphor 3™ (GE
Lifesciences, USA) com a seguinte programacao: 250V (3 h); 500V (1 h); 800V (1 h); 1000V (1 h);
8000V (9000 Vh); 8000V (24 000 Vh), totalizando 36050 Vhs.

Apos a focalizacdo isoelétrica, as tiras de geis foram incubadas por 15 min em solucdo de
equilibrio [6 M ureia (m/v), 50 mM Tris-HCI (m/v) (pH 8,8), 30% glicerol (v/v), 2% SDS (m/v),
0,002% de azul de bromofenol (m/v)] acrescido de 100 mg de DTT por 10 ml de tamp&o de equilibrio
sob leve agitacdo. A segunda etapa do equilibrio, as Immobiline™ DryStrip foram mergulhadas na
mesma solucdo por adicionais 15 min sob leve agitacdo acrescida de 250 mg de iodo-cetamida. A
separacdo das proteinas na segunda dimensdo foi realizada em geéis de poliacrilamida (SDS-PAGE;
12,5 %T/ 0,8%C, 250V, 40 mA por gel) usando a Hoefer™ SE 600 Ruby™ acoplado a um sistema de
resfriamento multitemp 11 (Amersham Biosciences). A massa molecular aparente foi estimada pela
comparacdo com um kit de baixo peso molecular contendo fosforilase b (Mr = 97,000), albumina (Mr
= 66,000), ovalbumina (Mr = 45,000), anidrase carb6nica (Mr = 30,000), inibidor de tripsina (Mr =
21,100), and a-lactalbumin (Mr = 14,400).

As proteinas foram visualizadas por coloracdo com o Coomassie G coloidal (G250).
Inicialmente, os géis foram fixados em solugdo contendo 2% acido fosforico e 30% etanol (3x20 min)
sob leve agitacdo. Posteriormente, os géis foram lavados em solucdo aquosa contendo 2% acido
fosférico (3x20 min). Em seguida, os géis foram transferidos para uma solu¢do contendo 2% é&cido
fosférico, 15% sulfato de aménia e 18% etanol por 20 min. Por fim, adicionou-se o0 Coomassie coloidal
(G-250) na proporcdo de 2% do volume total da solugdo (Candiano et al., 2004; Souza et al., 2012; van
Tilburg et al., 2013).

9.2.6 Digitalizacdo e analise dos geis
As imagens dos géis corados com Coomassie coloidal foram entdo digitalizadas usando um

ImageScanner 1l (GE Lifesciences, USA), na resolucdo de 600 dpi, e salvas em formato tagged image
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file format. Posteriormente, as imagens foram analisadas no programa PDQuest versdo 8.0.1 (Bio-Rad
Laboratories, USA). Um gel sintético representativo foi criado com base nos géis de todos os
individuos e 0s spots proteicos presentes de maneira consistente nos demais mapas foram adicionados
ao gel sintético. Com intuito de permitir o alinhamento correto de cada spot nos diferentes géis,
proteinas presentes em diferentes regides dos géis foram usadas como marcadores de localizagdo. A
quantificacdo dos spots foi expressa em partes por milhdo (ppm) da densidade Gptica integrada total de
cada gel (Moura et al., 2006a).

9.2.7 Digestdo das proteinas

As proteinas separadas por eletroforese bidimensional e marcadas como spots no gel master
foram submetidas a digestdo com tripsina conforme descrito por (Moura et al., 2006a; Rocha et al.,
2009). Os spots selecionados foram cortados individualmente de trés géis em pedacos de
aproximadamente 1 mm?® e completamente descorados com 400 uL de solucdo contendo acetonitrila
50%/bicarbonato de amonio 50% a 25 mM pH 8,0 ficando nesta solu¢do aproximadamente por 16
horas. Os spots foram desidratados com 200 uL de acetonitrila absoluta durante cinco min e secos em
temperatura ambiente. As proteinas foram incubadas por aproximadamente 20 horas a 37°C com
solugdo contendo tripsina (Promega cat.# V5111, Madison, WI, USA), acido acético 50 mM (solucéo
estoque 200 ng/pL) e bicarbonato de aménio 50 mM (concentracdo final 20 ng/uL). Os peptideos
foram extraidos com &cido trifluoracético (TFA) 5%/acetonitrila 50%, por 30 min e sendo submetidos a
trés lavagens. Os extratos foram acondicionados em micro tubos e concentrados a vacuo até o volume
final de 10 pL.

9.2.8 Identificacdo das proteinas por espectrometria de massa

Os peptideos submetidos a digestdo por tripsina referentes a cada spot foram injetados uma
coluna de UPLC C18, acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS; Synapt G2
HDMS instrument (Waters Co. Milford, EUA) (van Tilburg et al., 2013). Os espectros de massa
obtidos foram analisados pelo programa Mascot Distiller (Matrix Science Ltd) e entdo submetidos a
busca nas bases de dados NCBI e SwissProt por meio do programa online MASCOT Server no modo

de pesquisa MS/MS lon Search (http://www.matrixscience.com). As configuracdes utilizadas para as

buscas foram: até uma clivagem perdida, oxidacdo parcial dos residuos de metionina,
carbamidometilacdo total dos residuos de cisteina, valores de massa isotdpicos e tolerancias de massa

de £ 0.1 Da. A identificacdo foi considerada ndo ambigua quando o escore da proteina for significativo.
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9.2.9 Ontologia génica e interacdo proteina-proteina

As principais proteinas relacionadas positivamente com a qualidade seminal foram selecionadas
para avaliacOes de rede de interacfes e ontologia génica associada a funcdo molecular. A avaliagdo de
possiveis interacBes entre as proteinas foi avaliada pela base de dados para interagdes proteicas e
génicas STRING® (Versio 9.1; Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins:
http://string-db.org/). A analise de ontologia génica relacionada & funcdo molecular foi desenvolvida
pelo programa STRAP® (Verséo 1.1.0.0).

9.2.10 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do GraphPad Prism software, versdo 5
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos em media + erro padrdo. Os
parametros de intensidade de spots, circunferéncia escrotal e qualidade espermatica do sémen fresco e
criopreservado foram submetidos ao teste de D'Agostino-Pearson test (omnibus K2) para testar a
normalidade dos dados. As relacGes da intensidade dos spots proteicos com 0s parametros espermaticos
do sémen fresco e criopreservado foram avaliadas pelas correlagdes de Pearson e Spearman para 0S

dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente.

9.3 RESUTADOS
9.3.1 Circunferéncia escrotal e parametros espermaticos

Os touros apresentaram 30,5 + 0.3 cm de circunferéncia escrotal, com uma concentracdo
esperméatica média de 0,42 + 0,03 x10° sptz/mL e nimero de espermatozoides por ejaculado de 2,6 +
0,2 x10° sptz/ejaculado. As porcentagens de espermatozoides méveis (%) no sémen fresco e congelado
foram 78,8% £ 1,9 e 21,3 + 1,6% e quantificaram-se as porcentagens de defeitos espermaticos antes e
apos a congelacdo com valores de 9,4 = 0,5% e 8,7 = 0,4%, respectivamente. Finalmente, os
espermatozoides vivos com o acrossoma integro contabilizaram 74,1 + 2,7% e 33,7+ 2,9% no sémen

fresco e descongelado, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Circunferéncia escrotal e pardmetros espermaéticos de touros Curraleiro antes e apds a

criopreservagéo.

Parametros Media % erro padréo
Circunferéncia escrotal (cm) 30,5%£0,3
Volume (ml) 6,1+04
Concentracéo espermatica (x 109/ml) 0.42+£0.03
Total de espermatozoides no ejaculado (x 109) 26%0,3
Sémen fresco Sémen criopreservado
Motilidade (%) 78,8+ 1,86 21,28 + 1,62
Vigor (0 - 5) 3,03+0,05 2,12 +0,13
Defeitos maiores (%) 9,4 +0,45 8,7+04
Defeitos menores (%) 15,6 +0,6 152406
Defeitos totais (%) 25,0+0,8 239+038
Vivos com acrossoma integro (%) 158,30 £ 3,39 72,81 4,26

9.3.2 Proteinas do plasma seminal e suas correlacdes com a circunferéncia escrotal e parametros
espermaticos

A analise dos geis bidimensionais identificou em média 119,4 + 6,5 spots/gel e, entre estas
proteinas, 95 spots foram consistentemente detectados em todos os geis. Vinte e sete spots
apresentaram pelo menos uma correlacéo significativa com a circunferéncia escrotal e com parametros
do sémen fresco (Tabela 2), spots estes que corresponderam a vinte e duas proteinas identificadas por

espectrometria de massas (Figura 1 e Tabela 3).

A circunferéncia escrotal foi correlacionada negativamente com o spot 3706 (Platelet-activiting
factor acetylhydrolase (r = - 0.80). Foram identificadas correlacfes negativas do vigor espermatico no
sémen fresco com os spots 2105 (Spermadhesin 1), 4808 (Albumin) e 8805(Inhibitor of carbonic
anhydrase) e positivas com os spots 3502 (Clusterin), 6406 (Metalloproteinase inhibitor 2), 6512
(Cathepsin S) e 3502 (Clusterin). Detectou-se tambem correlagdes negativas entre defeitos totais no
sémen fresco e a intensidade dos spots 1206 (Spermadhesin 1), 1803 (BSP-5) e 8805 (Inhibitor of

carbonic anhydrase). No que se refere a motilidade espermatica no sémen fresco, foram observadas
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correlagdes positivas com os spots 1512 (Clusterin e BSP-5), 1803 (BSP-5), 2311 (Alpha-enolase,
Creatine kinase M-type, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, BSP-3), 5707 (Cathepsin A) e
6701 (5"-nucleotidase e Legumain) (Tabela 2).

Determinou-se correlacbes positivas da motilidade esperméatica no pos-descongelamento e 0s
spots 2208 (BSP-1), 2310 (Spermadhesin 1), 2504 (Clusterin), 6204 (Spermadhesin Z13), e negativas
com o spot 2105 (Spermadhesin 1). Houve associagdes negativas no pés-descongelamento do vigor
espermatico com o spot 8805 (Inhibitor of carbonic anhydrase) e positiva com o spot 6204
(Spermadhesin Z13). Quanto aos defeitos totais no pds-descongelamento, estes demonstraram relacao
positiva com os spots 2105 (Spermadhesin 1) e 3414 (Spermadhesin 1, BSP-1 e Albumin) e negativa
com os spots 302 (Acrosin inhibitor 1 e Clusterin), 1206 (Spermadhesin 1), 2105 (Spermadhesin 1),
6612 (Cathepsin L1), 7201 (Spermadhesin Z13). Espermatozoides vivos e integros demonstraram
correlacdo positiva com os spots 1510 (Clusterin e BSP-5), 3810 (Albumin), 4403 (Spermadhesin Z13),
4814 (Spermadhesin Z13 e Albumin) e negativa com o spot 3204 (Tabela 2).
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Figura 1. Gel bidimensional (2-D SDS-PAGE) de proteinas do plasma seminal: spots proteicos
correlacionados significativamente com parametros reprodutivos de touros Curraleiro (Pe-duro). Os

spots foram detectados em géis de 13 cm obtidos em intervalo de pH 3 — 10.

Dentre as vinte e duas proteinas que apresentaram pelo menos uma correlacao significativa com
a circunferéncia escrotal ou parametros espermaticos, quatorze destas apenas se correlacionaram
positivamente com a qualidade seminal, incluindo a Acrosin inhibitor, Alpha-enolase, BSP-3, BSP-5,
Cathepsin A, Cathepsin L1, Cathepsin S, Clusterin, Creatine kinase M-type, Ephrin Al,
Glyceraldehyde 3 phosphate desydrogenase, Legumain, Metalloproteinase inhibitor 2 e 5'-
nucleotidase. A rede de interacdo entre estas proteinas encontra-se ilustrada na Figura 2. No tocante a
funcdo molecular destes peptideos obtidos por ontologia génica, destacamos a atividade catalitica
(44%), ligacéo (44%) e regulacdo enzimatica (12%) (Figura 3).
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Tabela 2. Correlagdes entre circunferéncia escrotal e parametros seminais com spots proteicos do plasma seminal de touros Curraleiro.

Sémen fresco Sémen criopreservado

Defeitos Vivos Defeitos Vivos

Spot Proteinas CE Motilidade  Vigor totais integros Motilidade Vigor totais  integros

302 Acrosin inhibitor 1
Clusterin
1206 Spermadhesin 1 -0,82* -0,65*
1510 Clusterin
BSP5
1512 Clusterin
BSP 5
1803 BSP5 -0,80* 0,77* -0,82**
2105 Spermadhesin 1 -0,89** -0,64*
2208 BSP1 0,66*
2310 Spermadhesin 1 0,64* 0,69*
2311 Alpha-enolas
Creatine kinase M-type
Glyceraldehyde-3-phosphate 0,72*

-0,68*

0,81*

0,80*

dehydrogenase
BSP 3
2504 Clusterin 0,67* 0,79* 0,89**
3204 Spermadhesin 1
Spermadhesin Z13
3414 Spermadhesin 1 0,66*

-0,76* -0,50*
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3502
3706

3810
4403
4808
4814

5707
6204
6406
6512
6612
6701

7201
7307
8805

BSP 1

Albumin

Clusterin
Platelet-activing
acetylhydrolase
Albumin
Spermadhesin Z13
Albumin
Spermadhesin Z13
Albumin
Cathepsin A
Spermadhesin Z13

factor

Metalloproteinase inhibitor 2

Cathepsin S
Cathepsin L1

5'-nucleotidase

Legumain
Spermadhesin Z13
Ephrin-Al
Inhibitor of
anhydrase

carbonic

0,71*

-0,80**

-0,64*

0,72*
0,64*

-0,67*

0,64*

0,67*

0,85*

0,84*

-0,75*

-0,68*

-0,73*
- 0,64*

0,69*
0,89**

0,76*

CS: circunferéncia escrotal; *P < 0,05; **P < 0,01.
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Figura 2. Interacdo das principais proteinas do plasma seminal correlacionadas positivamente com
a qualidade espermatica em touros Curraleiro. Linhas simples, de uma cor, representam pouco grau
de interacéo proteica. Disponivel online no link: http://strin-
gb.org/newstring_cgi/show_network_section.pl?taskld=FDWy_T2gOJL h&interactive=yes&advanc

ed menu=vyes&network flavor=evidence
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Figura 3. Funcdes moleculares obtidas por ontologia génica das principais proteinas do plasma

seminal correlacionadas positivamente com a qualidade espermatica de touros Curraleiros (P <

0,05).

137


http://strin-gb.org/newstring_cgi/show_network_section.pl?taskId=FDWy_T2gOJLh&interactive=yes&advanc%20ed_menu=yes&network_flavor=evidence
http://strin-gb.org/newstring_cgi/show_network_section.pl?taskId=FDWy_T2gOJLh&interactive=yes&advanc%20ed_menu=yes&network_flavor=evidence
http://strin-gb.org/newstring_cgi/show_network_section.pl?taskId=FDWy_T2gOJLh&interactive=yes&advanc%20ed_menu=yes&network_flavor=evidence

9.4 DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliadas as relac6es da expressao de proteinas do plasma seminal
com pardmetros do sémen fresco e criopreservado de touros Curraleiro (Pé-duro). A abordagem
protedmica utilizada foi baseada na eletroforese bidimensional associada a espectrometria de
massas. Desta forma, vinte e duas proteinas do plasma seminal foram associadas a circunferéncia
escrotal e aos pardmetros espermaticos de touros Curraleiro (Pé-duro) de sémen fresco e
criopreservado. Vale ressaltar que este é o primeiro relato de proteinas associadas a qualidade
seminal em touros Curraleiro (Pé-duro), uma raca localmente adaptada que se encontra em risco de
extincdo (Salles et al., 2013). Os bovinos desta subespécie possuem maior resisténcia e qualidade
espermatica em condi¢cBes de estresse térmico comparado a ragas comerciais ou especializadas
(McManus et al., 2009; Pezzini et al., 2006). Neste contexto, touros Curraleiro (Pé-duro) sdo uma
importante fonte para pesquisa de marcadores moleculares de qualidade seminal em ambientes
tropicais. Vale ressaltar que, no presente estudo, os parametros de circunferéncia escrotal, sémen
fresco e criopreservado foram similares aos encontrados por Carvalho et al. (2013) e Teixeira et al.

(2011), respectivamente.

9.4.1 Correlacéo da Platelet-activating factor acetylhydrolase com a circunferéncia escrotal

Neste estudo, a circunferéncia escrotal foi relacionada com uma Unica proteina denominada
platelet-activating factor acetylhydrolase (spot 3706; r=-0,80). Esta enzima € responsavel pela
inativacdo do platelet-activating factor (PAF; fator ativador de plaquetas) (Stafforini et al., 1996;
1997). Evidéncias sugerem que a platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) é uma
fosfolipase A, com serina no sitio catalitico que hidrolisa o grupo de acetil da posicdo sn-2 do PAF
(Schaloske e Dennis, 2006; Zhu et al., 2006). A PAF-AH converte 0 PAF em sua forma inativa, a
liso-PAF (Stafforini et al., 1997). A perda do grupo acetil da PAF-AH inativa da atividade biolégica
desta molécula (Arai et al., 2002). A PAF-AH é secretada principalmente pela vesicula seminal
(Hough e Parks, 1997) e foi identificada no plasma seminal de touro, cavalo, coelho, galo e homem
(Letendre et al., 2002; Hough e Parks, 1994; Hough e Parks, 1997). De acordo com a analise da
sequéncia de aminoéacidos, a PAF-AH isolada e purificada apartir do plasma seminal de bovino
possui propriedades quimicas semelhantes a homéloga desta proteina encontrada no soro sanguineo
(Soubeyrand et al., 1998). O efeito do PAF sobre o espermatozoide tem sido o objetivo de muitas
pesquisas. Alguns estudos demonstraram que a PAF estimula a motilidade espermatica, capacitacdo
e reacdo acrossomica (Kordan e Strzezek, 2002; Odech et al., 2003; Kumar e Sharma, 2005; Zhu et
al., 2006; Bathgate et al., 2007; Kordan et al., 2009; Kordan et al., 2010; Grassi et al., 2010;
Bragado et al., 2011; Archer e Roudebush, 2013). Na espécie suina, a adicdo da PAF-AH no

diluente seminal melhorou a motilidade espermaética no pds-descongelamento (Barthgate et al.,
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2007). Em humanos, a atividade enzimatica seminal da PAF-AH foi correlacionada inversamente
com a motilidade espermaética, ou seja, a quando ocorre um aumento da atividade da PAF-AH,
observa-se uma reducdo da motilidade espermatica, sendo esta enzima considerada como um fator
decapacitante (Zhu et al., 2006). Em bovinos, Feugang e colaboradores (2010) observaram que
animais de baixa fertilidade possuem uma maior expressao de RNAm da PAF-AH na populacéo
espermatica. Um outro estudo com camundongos knockout para a subunidade a2 (sub-a2) desta
enzima revelou que estes animais demonstraram a espermatogénese interrompida, embora os
animais knockout neste estudo, para a sub-al apresentaram a fertilidade normal (Yan et al., 2003),
sugerindo que a sub-a2 é funcionalmente importante para a atividade biolégica desta enzima. Dado
que a circunferéncia escrotal se correlaciona com varios critérios reprodutivos do macho como
producdo espermatica diaria, precocidade sexual e alguns pardmetros seminais, a negativa
associacdo com a circunferéncia escrotal a presenca desta proteina no plasma seminal de touros
Curraleiro (Pé-duro) sugere que A presenca da PAF-AH no plasma seminal possui efeitos benéficos
por meio da inibigcdo da capacitacdo espermatica (Roudebush, 2001; Zhu et al., 2006).

9.4.2 Proteinas seminais correlacionadas positivamente com a qualidade seminal

Foram identificadas vinte e duas proteinas correlacionadas significativamente com os
parametros seminais de touros Curraleiros (Pé-duro). Dentre estas proteinas, a acrosin inhibitor,
alpha-enolase, BSP-3, BSP-5, cathepsin A, cathepsin L1, cathepsin S, clusterin, creatine kinase M-
type, ephrin Al, glyceraldehyde 3 phosphate desydrogenase, legumain, metalloproteinase inhibitor

2 e 5 -nucleotidase foram correlacionadas positivamente com a qualidade seminal.

9.4.2 Proteinas seminais correlacionadas negativamente com a qualidade seminal

A proteina acrosin inhibitor 1 (Spot 302) foi correlacionada negativamente com os defeitos
totais (r = -0,68) do sémen pos-criopreservado. A acrosin inhibitor 1 € um inibidor de serina-
protease encontrado no plasma seminal e na membrana espermatica, que participa na manutencao
da integridade do acrossoma (Suominen e Setchell, 1972; Fritz et al., 1976; Cesari et al., 2010). No
plasma seminal, a funcdo bioldgica deste inibidor € proteger os espermatozoides da acéo
proteolitica da acrosina (Fritz et al., 1976). O acrossoma tem que permanecer intacto antes e durante
0 trénsito do espermatozdide para o istmo até se ligar a zona pelucida do odcito. A reacdo
acrossdmica prematura incapacita o espermatozoide de se unir a zona pellcida impedindo a
fecundacdo diminuindo sua viabilidade. Alguns estudos tém demonstrado que o plasma seminal
possui enzimas inibidoras de proteinases, onde a funcdo destas proteinases pode estar relacionada

com a inativacdo da acrosina, liberada por espermatozoides mortos ou defeituosos (Lessley e
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Brown, 1978). Em bovinos criados em clima temperado, as enzimas seminais, acrosin inhibitor,
apresentam atividades cataliticas superiores durante a primavera e o verdo (Torska et al., 1985).

O sistema de proteases e seus inibidores, também tem um papel importante durante a reproducdo. A
manutencdo de proteinases de esperma em um estado inativo é crucial para manutencdo da
integridade celular para garantir a funcao reprodutiva (Uhrin et al. 2000). A presenca da proteinase
serina inibidores no plasma seminal, prostata, e seminal secre¢des da vesicula tem sido relatada em
varias espécies de mamiferos. Inibidores de proteases extracelulares possui uma agdo protectora, a
qual evita a degradacdo proteolitica da acrosina liberado de espermatozdides ocasionalmente
danificados (Fritz et ai, 1975; Jondkova et al 1992). Os inibidores de proteases também sao
importantes para o desenvolvimento do espermatozoides bem como atua em seu proce e maturacéo
(Charron e Wright 2005) e desempenham um papel na sua capacitagdo (Schill et al. 1975). No
macho trato reprodutivo, inibidores de proteases estdo presentes no testiculo, epididimo, plasma
seminal e espermatozoides (Fritz et al 1975.; Tschesche et al. 1976; Tschesche 1989; Kirchhoff
1999; Richardson et al. 2001; Le Magueresse-Battistoni 2007). Os inibidores de proteases de serina
no plasma seminal sédo antagonistas naturais de proteinase acrossomal acrosina. 0 associagdo segue
0 mecanismo geral de competitividade interaccdo do inibidor com o sitio activo da enzima
(Laskowski e Kato 1980).

Dentre as proteinas do plasma seminal avaliadas neste estudo, a inhibitor of carbonic
anhydrase (spot 8805) foi associada negativamente com o vigor espermatico pré (r=-0.67) e pos-
congelacdo (r=-0.75). A anidrase carb6nica é uma metaloenzima que contém um atomo de zinco em
sua conformacdo estrutural, envolvido na secrecdo de acidos e bicarbonato em varios tecidos
(Kaunisto et al., 1995). Esta enzima catalisa uma reacdo reversivel de hidratacdo do dioxido de
carbono e a desidratacdo do &cido carbdnico, sendo o seu substrato natural o dioxido de carbono
(Nishita et al., 2011). Um estudo utilizando modelos experimentais realizados em ratos observou
que houve uma diminuicdo do fluido testicular, quando a anidrase carbdnica foi inibida (Setchell e
Brown, 1972). Um experimento observou que uma proteina da superfamilia transferrin-like
proteins, inibe a atividade celular da anidrase carbdnica de converter gas carbdnico e agua em
bicarbonato e prétons (Maren e Conroy, 1993), além de modular a fisiologia do batimento flagelar
dos espermatozoides (Tajima et al., 1987; Zhao et al., 2007). Outro estudo, nesta espécie, sugere
que a reabsorcdo de bicarbonato e secrecdo de acidos, envolvidos na acidificacdo fluido do
epididimo, é controlado pela anidrase carbdnica (Kaunisto et al., 1995). Embora o mecanismo de
acdo da anidrase carbbnica no plasma seminal ainda ndo foi completamente elucidado, esta
metaloenzima pode contribuir na acidifcacdo no transito do epididimo, sendo este evento
relacionado a regulacdo da maturacdo e a motilidade espermatica (Kaunisto et al., 1995; Joseph et

al., 2010; Nishita et al., 2011). Além disso, a diminuicdo dos niveis de bicarbonato e a manutencao
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do pH é&cido inibe a motilidade espermatica e evita a reagdo do acrossoma precoce (Robaire e
Hermo, 1988; Parkkila et al., 1993). Recentemente, Yu e colaboradores (2012) verificaram que a
adicdo de de inibidores da anidrase carbOnica ao meio ndo apenas reduziu a motilidade e a
concentracdo espermaticas em ratos, como também a expressdo de aquaporinas. Além disso, em
humanos, sua expressdo foi alterada em pacientes com baixa qualidade de movimento espermatico
(Zhao et al. 2007). Em galos, a anidrase carbdnica testicular demonstrou uma relagdo positiva e
significativa com o volume do plasma seminal bem como o volume total do sémen (Harris e Goto,
1984).

A espermadesina é um dos membros pertencente a familia de proteinas com dominio CUB
presente no plasma seminal (Romero et al., 1996) e tém sido descritas como moléculas que
apresentam a capacidade de se ligar a carboidratos da zona peltcida (Topfer-Petersen et al., 1999;
Dostalova et al., 1995). Diversos estudos tém demonstrado que as espermadesinas exercem suas
acOes biologicas por meio da ligacdo a heparina, carboidratos, fosfolipidios e inibidores de
proteases (Haase et al., 2005; Druart et al., 2013). No presente estudo, as espermadesinas foram
relacionadas negativamente com parametros de qualidade seminal. A spermadesin 1 (spot 1206) foi
associada com os defeitos totais no sémen pré (r=-0,82) e pds-congelacdo (r=-0,65). , no spot 2105
com o vigor do sémen fresco (r=-0,89) e a motilidade espermatica do sémen pds-congelacdo (r=-
0,64), e no spot 3204 com o vigor (r=-0,76) e vivos integros (r=-0,50) do sémen pds-congelacdo. A
espermadesina Z13 (spot 7201) foi associada aos defeitos totais (r=-0,73) do sémem pos-
congelacdo. Além disso, a espermadesina Z13 (spot 3204) foi relacionada com o vigor (r=-0,76) e
vivos integros (r=-0,50) do sémen pos-congelacdo. Estudos demonstram uma relacdo negativa entre
a expressdo de espermadesinas e a qualidade seminal. Por exemplo, em touros de alta fertilidade
ocorre uma expressao reduzida de spermadhesin Z13 (Moura et al., 2006).

A albumin possui capacidade de ligacdo a fons como Ca*?, Zn*%, Na* e K*, 4cidos graxos e
horménios e, ainda, atua como um antioxidante no plasma seminal protegendo os espermatozoides
da acdo de lipoperoxidos (Alvarez e Storey, 1992; De Lamirande et al., 1997; Armstrong et al.,
1998). Estudos demonstram que a albumin exerce sua atividade antioxidante, de forma sinérgica ou
separadamente, ao inviabilizar a participacdo dos metais de transicdo em reacfes que resultem na
formacdo de radicais livres (Heffner e Repine, 1989; Wright et al., 1994; Mills e Higgns, 1997). A
albumin tem sido identificada como um dos principais componentes do fluido epididiméario (Moura
et al., 2007a,b; Moura et al., 2010). No plasma seminal de touros Curraleiro (Pé-duro), esta
multifuncional proteina (spot 4808) foi relacionada negativamente com o vigor espermatico do
sémen fresco (r=-0,64). E provavel que este fato ocorra em resposta as condicdes adversas de
estresse oxidativo, induzindo um dano celular em consequéncia ao desequilibrio entre a produgéo

de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes encontradas no sémen (Saleh e
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Agarwal, 2002). Em elevadas concentragfes, os ROS podem danificar componentes celulares
resultando em uma menor resisténcia da membrana plasméatica de espermatozoides. As
consequéncias diretas destas lesdes serdo refletidas na morfologia e funcdo espermatica (Jones et
al., 1979; Bo e Vo, 2002; Wang et al., 2003; Pasquallato et al., 2000; Agarwal e Said, 2005). Além
disso, experimentos in vitro demonstram que esta proteina também atua como um agente
capacitante espermatico (Go e Wolf, 1985; Stewart-Savage, 1993; Flesch e Gadella, 2000) e na
viabilidade de espermatozoides criopreservados (lbrahim et al., 2013; Sarioskan et al., 2013). Outra
possivel explicacdo para esta associacao negativa pode ser devido uma acdo direta da albumina na
remocdo de colesterol da membrana espermatica (Aitken e Nixon, 2013), permitindo a
desestabilizacdo da membrana e, consequentemente, atuando na qualidade do movimento
espermatico.

Quanto a proteina Cathepsin L1(spot 6612), houve uma correlacdo negativa entre esta
proteina e os defeitos totais do sémen pos-criopreservacdo (r=-0.68). A cathepsin L é uma cisteina
proteinase da familia da papaina, sendo esta familia, a mais conhecidas entre as cisteinas
proteinases (Inayat et al., 2012). A Cathepsin L é armazenada na sua forma madura nos lisossomos
(Katunuma, 1989) e estad envolvida em varios processos fisioldégicos e patologicos, tais como
reabsorcdo Gssea, cancer, aterosclerose e antigeno processamento (Nakagawa et al, 1998;.. Brix et

al, 2008). A correlacdo negativa entre a catepsina L e os defeitos totais indica que esta proteina

9.5 CONCLUSAO

O plasma seminal de touros Curraleiro (Pé-duro) possui proteinas relacionadas a parametros
testiculares e espermaticos que podem ser utilizadas como possiveis marcadores de fertilidade.
Considerando as limitacdes de estudos de fertilidade in vivo utilizando animais domésticos em vias
de extingdo, a avaliacdo do potencial das quatorze proteinas do plasma seminal identificadas como
marcadores de fertilidade poderia ser associada a ensaios de producéo in vitro de embrifes. Assim,
a relacdo da expressdo destas proteinas seminais com a fecundacdo e manutencdo do

desenvolvimento embrionario seria passivel de validacao.
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Tabela 3. Proteinas do plasma seminal de touros Curraleiros identificadas por 2-D eletroforese (SDS-PAGE) associado a espectrometria de massa. A tabela

inclui spots detectados em géis de 13 cm obtidos em intervalo de pH 3 — 10.

. Sequéncia
Proteina e kD,a/_pI Proteina ID (gi) MS/M3S cc?berta5 Peptideos identificados lon m/z z
spot # Teorico score %) score
Acrosin inhibitor 1
Spot 302 18,2/3,4 123983 78 36 (24)EYNPICDSAAK(34) 28 634.2760
(35) TYSNECTFCNEK(46) 50 776.8051
Albumin
Spot 4814  80,0/6,7 ALBU_BOVIN 101 3 (347)DAFLGSFLYEYSR(359) 55 784.3773
(361)HPEYAVSVLLR(371) 47 642.3596
Spot 4808  68,4/6,5 74267962 502 18 (66)LVNELTEFAK(75) 36 582.3205
(89)SLHTLFGDELCK(100) 21 710.3545
(161)YLYEIAR( 167) 36 464.2473
(249)AEFVEVTK(256) 34 461.7414
(257)LVTDLTK(263) 26 395.2385
(286)LVTDLTK(297) 53 722.3259
(347)YICDNQDTISSK(359) 68 784.3767
(360)DAFLGSFLYEYSR(371) 52 480.6087
(361)RHPEYAVSVLLR( 371) 47 642.3501
(402) HLVDEPQNLIK (412) 18 653.3632
(421)LGEYGFQNELIVR(433) 93 769.4072
(549)QTALVELLK(557) 18 507.8077
Spot 3810  69,0/5,9 ALBU_BOVIN 589 17 (66)LVNELTEFAK(75) 41 582.3207
(347)DAFLGSFLYEYSR(359) 60 784.3763
(360)RHPEYAVSVLLR( 371) 40 480.609
(361)HPEYAVSVLLR(371) 43 642.3638
(421)LGEYGFQNALIVR(433) 120 740.4037
(438)VPQVSTPTLVEVSR(451) 77 756.4276
(569)TVMENFVAFVDK(580) 93 708.3490
Alpha-enolase
Spot 2311 19,5/5,3 ENOA_BOVIN 119 6 (33)AAVPSGASTGIYEALEL(50) 117 902.9790
BSP 1 (BSPAL1/A2; PDC-109)
Spot 2208  15,3/4,6 20663779 114 26 (69)CVFPFIYGGK(78) 15 594.2914
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(69)CVFPFIYGGK(78) 34 594.2914
(69)CVFPFIYGGK(78) 30 594.2951
(69)CVFPFIYGGK(78) 23 594.3034
(86)IGSMWMSWCSLSPNYDK(102) 38 1047.4471
(86)IGSMWMSWCSLSPNYDKDR(104) 42 789.0055

BSP 3 (BSP-A3)
Spot 2311  19,5/5,3 SFP3_BOVIN 55 14 (54)CVFPFIYGNK(63) 24 622.8134
(99)CVFPFIYEGK(108) 31 630.3122

BSP 5( BSP 30 kDa)

Spot 1510  36,8/3,9 28849953 155 15 (138)VHSFFW(149) 40 489.738
(159)WCSLTSNYDR(165) 65 489.7383
(167)DEPECVFPFIY(176) 50 651.2838
Spot 1512 36,7/4,0 28849953 120 15 (138)DEPECVFPFIYR(149) 49 786.3654
(159)VHSFFWR(165) 29 489.7368
(167)WCSLTSNYDR(176) 42 651.2830
Spot 1803  67,7/3,7 28849953 85 9 (159)VHSFFWR(165) 32 489.7438
(167)WCSLTSNYDR(176) 52 651.2852
Spot 1510  36,8/3,9 28849953 155 15 (138)DEPECVFPFIYR(149) 50 786.3664
(159)VHSFFWR(165) 40 489.7383
(167)WCSLTSNYDR(176) 65 651.2838

Cathepsin A
Spot 5707  61,8/6,8 78369198 117 7 (61)EFSHIAFLTIK(70) 19 668.8407
(293)DTVVVQDLGNIFTR(306) 55 788.9221
(442)EFSHIAFLTIK(452) 44 653.3652

Cathepsin L1
Spot 6701  62,2/7,5 27806673 251 30 (39)LYGMNEEEWR(48) 40 671.7907
(58)IIDLHNQEYSEGK(70) 14 515.9217
(75)MAMNAFGDMTNEEFR(89) 88 906.3529
(105)LFHEPLLVDVPK(116) 29 469.6050
(158)LVSLSEQNLVDCSR(171) 29 810.4089
(239)AVATVGPISVAIDAGHTSFQFYK( 26 793.7473
(301)NSWGPEWGWNGYVK(314) 26 840.3848

Cathepsin S
Spot 6512 46,7/7,7 162815 89 23 (24)LVSLSAQNLVDCSTAK(39) 30 853.4448
(92)YIELPFGSEEALK(104) 31 748.3906
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(111)GPVSVGIDASHSSFFLYK( 29 637.6580
Clusterin
Spot 302 18,2/3,4 27806907 61 2 (63)LLLSSLEEAK(72) 61 551.8221
Spot 1510  36,8/3,9 27806907 61 2 (63)LLLSSLEEAK(72) 61 551.823
Spot 1512 36,7/4,0 27806907 65 2 (63)LLLSSLEEAK(72) 65 551.8225
Spot 3502  42,5/5,6 27806907 162 7 (153)IDSLMENDR(161) 73 554.7526
(177)ASSIMDELFQDR(188) 50 714.3283
Spot 2504  45,7/4,6 27806907 313 14 (62)LLLSSLEEAK(72) 79 615.8713
(63)LLLSSLEEAK(72) 63 551.8173
(153)IDSLMENDR(161) 58 554.7522
(177)ASSIMDELFQDR(188) 714.3206
Creatine kinase M-type
Spot 2311  19,5/53 KCRM_BOVIN 169 9 (87)DLFDPIIQD(96) 43 616.3212
(370)GQSIDDMIPAQK(381) 54 651.8235
Ephrin-Al
Spot 7307  23,7/8,4 77735537 119 9 (32)FWNEDYTVHVR(42) 77 489.2298
(32)FWNEDYTVHVR(42) 85 733.3480
(111)FTGFTLSK(118) 34 450.7421
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Spot 2311 19,5/5,3 G3P_BOVIN 118 15 (199)GAAQNIIPASTGAAK(213) 40 685.3794
(308)LISWYDNEFGYSNR(321) 51 882.4088
Inhibitor of carbonic anhydrase
Spot 8805 114053269 387 16 (62)TSYLDCIR(69) 46 514.2481
(202) EPYFGYSGAFK(212) 41 633.2983
(240) DQYELLCR(247) 21 548.7888
(311) DLLFTDSAIGFLR(323) 55 734.3991
(332)LYLGYEYFSVIQHLGR(347) 23 653.3437
(367)GYYVVAVVK(375) 25 499.2909
(377)SDANLTWNSLR(387) 54 638.8196
(544)MLFNQQELFGR(554) 58 699.8475
(593)YLGPEYLQAIANVK(606) 64 789.9332
Legumain
Spot 6701  62,2/7,0 LGMN_BOVIN 112 5 (319)LMSTNDLQESR(329) 28 655.3068
(352)IVTLVSGSAAEVDR(365) 84 708.8904
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Metalloproteinase inhibitor 2

Spot 6406  27,0/7,5 TIMP2_BOVIN 328 31 (54)EVDSGNDIYGNPIK(67) 76 760.8546
(54)EVDSGNDIYGNPIK(67) 32 760.8642
(54)EVDSGNDIYGNPIKR(68) 60 559.6115
(68)RIQYEIK(74) 38 475.2788
(108)KEYLIAGK(115) 44 461.2638
(116)AEGNGNMHITLCDFIVPWDTLSATQK(141) 10 978.7932
(190)FFACIK(195) 19 393.2027
(197)SDGSCAWYR(205) 80 551.2268

Platelet-activating factor acetylhydrolase
Spot 3706 64,4/5,9 PAFA_BOVIN 592 36 (144)YPLIIFSHGLGAFR(157) 60 795.946
(158)TIYSAIGIDLASHGFIVAAVEHR(180) 74 814.1044
(211)RGEEEFPLR(219) 48 566.784
(212)GEEEFPLR(219) 54 488.7425
(268)IAIIGHSFGGATVIQTLSEDQR(289) 51 771.7455
(311)IPQPLFFINSER(322) 71 730.8999
(349)GSVHQNFVDFTFATSK(364) 60 892.9387

Spermadhesin Z13

Spot 6204  12,7/7,4 126158907 173 26 (65)ILLEVR(70) 55 371.7448
(65)ILLEVR(70) 55 371.7449
(79)ESLEIEGPPESSNSR(94) 43 872.4253
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 76 566.9502
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 45 566.9744
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 62 566.9745
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 44 566.9760
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 74 849.9630
Spot 7201 12,4/7,7 126158907 212 41 (65)ILLEVR(70) 55 371.7455
(65)ILLEVR(70) 55 371.7456
(79)ESLEIEGPPESSNSR(94) 77 872.4237
(96)ICDTSHAEYTSCTNTMTVK(114) 9 745.6491
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 71 566.9695
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 56 566.9732
(118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 36 566.9743
Spot 4814  80,0/6,7 12585540 61 25 (61)ESLEIEGPPESSNSR(76) 17 872.4268
(100)KPNHPAPDFFLIFR(113) 44 566.9745
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Spot 4403  29,2/6,3 126158907 187 (65)ILLEV(70) 55 371.7452

(79)KPNHPAPDFFLIFR(94) 71 872.4241

(118)ESLEIIEGPPESSNSR(131) 61 566.9747

Spot 3204  12,5/5,8 12585540 147 50 (100)KPNHPAPDFFLIFR(113) 77 566.973

Spot 3204  12,5/5,8 126158907 165 41 (118)KPNHPAPDFFLIFR(131) 566.9734
Spermadhesin-1

Spot 3204  12,5/5,8 27807111 73 9 (36)EESGVIATYYGPK(48) 73 707.3497

Spot 2310  18,5/4,5 27807111 109 17 (36)EESGVIATYYGPK(48) 74 707.3505

Spot 2105 11,4/4,3 27807111 285 45 (36)EESGVIATYYGPK(48) 58 707.2996

(77)ESLENIDGLPGSPVLGK(93) 75 862.4816

(94)ICEGSLMDYR(103) 76 630.2766

Spot 1206  16,4/3,8 27807111 74 9 (36)EESGVIATYYGPK(48) 74 707.3488

5'-nucleotidase
Spot 6701  62,2/7,0 99028963 80 2 (154)ISGLYSPYK(162) 51 514.2769
(481)VPSYEPLR(488) 29 480.7621
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11. CONCLUSOES GERAIS

As BSPs de caprinos interagem preferencialmente com as caseinas e 3-lactoglobulina.
A associacdo das BSPs presentes no plasma seminal de caprinos com as proteinas do leite
reduziu a interacdo destas moléculas com a membrana plasmatica de espermatozoides

epididimario.

As BSPs homélogas do plasma seminal de equinos e suinos tém propriedades de ligacdo as
proteinas do leite semelhante as BSPs bovinas.

As BSPs presentes no plasma seminal de caprinos interagem com fosfolipidios dos diluidores

Andromed® e Bioxcell®.

O plasma seminal de touros Curraleiro tém proteinas relacionadas a parametros espermaticos

que podem ser usadas como possiveis marcadores de fertilidade.
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12. PERSPECTIVAS

e Identificar quais os componentes presentes nos diluidores & base de lecitina de soja que

interagem com as BSPs de caprinos.

e Desenvolver estudos de criopreservagdo espermatica com diluidores contendo apenas proteinas

do leite capazes de se associar as BSPs.

e Avaliar as proteinas seminais associadas a qualidade seminal em Touros Curraleiro em sistemas

de producéo in vitro de embrides.
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