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RESUMO

Este trabalho se compde de trés estudos distintos, avaliando diferentes enfoques da composicdo
das proteinas expressas nos fluidos reprodutivos de ruminantes. O primeiro estudo descreve as
variagdes no perfil protéico do plasma seminal de ovinos Santa Inés. O segundo avalia as proteinas
presentes no fluido da cauda do epididimo de touros Holandés maduros. A terceira parte mostra
detalhes da distribuigdo topografica e intensidade de ligagdo das BSPs e da osteopontina a
membrana de espermatozdides bovinos. No estudo 1, amostras de sémen de dezesseis cordeiros
da raga Santa Inés foram colhidas. As amostras foram centrifugadas para obtencdo do plasma
seminal. Um volume contendo 150 pg de proteinas foi utilizado para a preparacdo de géis
bidimensionais, que foram digitalizados e analisados. A quantificacdo das proteinas nos géis foi
dada como PPM da densidade dptica total integrada de todas as proteinas, de acordo com o
programa. Foram encontrados 186 + 10 spots protéicos nos géis oriundos de amostras coletadas
as 48 sem., semelhante ao encontrado as 34 (183) e 30 (179) semanas de idade. Os mapas
representando 34 e 48 semanas apresentaram uma seqliéncia de spots de 63 kDa (pl 4,2 a 5,0)
que ndo estava presente nas idades mais jovens. A medida que os animais amadureceram, novas
proteinas foram detectadas no plasma seminal. Nos mapas de 20 semanas de idade, seqliéncias
de elevada massa molecular (158 a 160 kDa) foram detectadas, diferentemente dos mapas
obtidos em idades mais jovens. Mudancas quantitativas na secrecdo dos spots em funcdo da
idade foram mais evidentes durante a fase pré-pubere. Detectaram-se também relacdes entre a
intensidade de alguns spots nos mapas protéicos de amostras obtidas as 48 sem. de idade e
parametros espermaticos. Portanto, a secrecao de proteinas no plasma seminal em cordeiros
Santa Inés ocorre de forma sincronizada com uma série de alteragbes complexas no
desenvolvimento sexual como um todo. Estas mudancas foram mais marcantes na fase de pré-
puberdade, justamente quando os espermatozoides comecaram a adquirir motilidade
progressiva. O objetivo do estudo 2 foi avaliar a distribuicdo topografica e a intensidade de ligacdo
das proteinas BSP A1/A2, BSP-30kDa e OPN a membrana de espermatozoides ejaculados e apds
exposicao destas células in vitro as secre¢des do oviduto. O padrao de ligagao das proteinas BSP-
A1/A2, BSP-30kDa e osteopontina foi avaliado em espermatozoides obtidos de sémen fresco e
exposto seqliencialmente aos fluidos do istmo (IODF) e da ampola (AODF) do oviduto. Foram
utilizadas amostras de sémen de cinco touros Holandés, submetidos as seguintes condicdes: 1.
Espermatozdides ejaculados; 2. Espermatozdides ejaculados incubados com |ODF; 3.
Espermatozdides ejaculados + IODF incubados com AODF. De cada um desses tratamentos foram
colhidas aliquotas de células espermaticas para o procedimento de imunocitoquimica e analise
por microscopia confocal. Uma reacdo positiva para BSP-A1/A2 foi detectada na peca
intermedidria, regiGes equatorial e pés-equatorial e acrossomo dos espermatozdides, em todos os
tratamentos. A analise dos diferentes planos de varias células mostrou fluorescéncia
significativamente mais intensa na peca intermedidria, em compara¢do com o restante das



células, independente das condi¢gdes de incubacdo. O modelo de ligacdo da BSP-30kDa aos
espermatozdides foi semelhante aquele observado para a BSP-A1/A2. Além disso, nos
espermatozdides com acrossomo reagido, a fluorescéncia apresentou redugdo de 4,9 e 3,6 vezes
apds exposicao aos fluidos do istmo e da ampola, respectivamente. A ligacdo da osteopontina foi
identificada na regido pds-equatorial e na extremidade do acrossomo em espermatozéides
ejaculados, apresentando fluorescéncia mais intensa no acrossomo em comparagao com o
segmento pds-equatorial. A maior percentagem de células capacitadas e capazes de reacdo
acrossdOmica em resposta ao LPC ocorreu apds exposicao das células aos fluidos do istmo (39,8% e
79%) e ampola (20,5% e 69,3%, respectivamente) em comparagdo aos espermatozoides expostos
apenas ao MTMS (12,3% e 49,3%) e a heparina (23,7% e 38,9%). Conclui-se que a exposicdo dos
espermatozodides aos fluidos do oviduto modifica as interagdes entre as BSPs, a osteopontina e a
membrana espermdtica, sendo potencialmente um mecanismo modulatério da funcdo
espermatica. No estudo 3, o objetivo foi utilizar uma abordagem proteémica para identificar
detalhadamente as proteinas presentes no fluido epididimal de touros sexualmente maduros.
Foram obtidas amostras de fluido da cauda do epididimo (CEF) de 11 touros Holandés maduros,
canulados nos ductos deferentes. As amostras foram utilizadas para a preparacdo de mapas
protéicos, através de eletroforese 2D, os quais foram analisados pelo software PDQuest, sendo os
spots identificados por espectrometria de massa. Esta primeira andlise do CEF mostrou que cerca
de 21% da intensidade de todos os spots dos géis era composta por albumina, prejudicando a
identificacdo de proteinas menos abundantes. Para contornar esse obstaculo, a albumina foi
parcialmente removida das amostras utilizando-se cromatografia de afinidade e foram
preparados novos mapas bidimensionais, novamente sujeitos a andlise computadorizada. Os
spots detectados nesses novos géis, ndao identificados nos mapas anteriores foram também
sujeitos a espectrometria de massa. Foram detectados 114 * 3 spots, nas amostras antes da
deplecdo de albumina, dos quais foram identificados 55, representando 23 proteinas. Com base
na densidade dptica integrada dos spots, as proteinas mais abundantes no CEF foram albumina
(21,1%), proteinas ligadoras de colesterol (6 isoformas de baixa massa molecular; 10,5%),
prostaglandina D sintetase (PGDS; 7,6%), e gelsolina (6%), totalizando quase a metade (45,2%) do
total de proteinas. Outros 36 spots também foram identificados, correspondendo a 13 diferentes
proteinas. Apds a deple¢ao da albumina, o nimero de spots detectados nos mapas passou para
137 + 4 spots. Comparagdo dos géis antes e apds o procedimento de deplecdo, mostrou que a
intensidade da albumina foi reduzida para 1/10 da intensidade nos géis ndo submetidos a
deplecdo. Além do aumento no nimero de spots, 48 deles tiveram sua intensidade aumentada
em 3X, pelo menos, nos géis depletados em comparacdo aos originais. A identidade dessas
proteinas sugere que elas apresentam uma enorme gama de fungdes, incluindo a modulac¢do do
metabolismo espermatico, participacdo na modificacdo superficial da membrana e protecdo dos
espermatozdides durante seu armazenamento na cauda epididimal.

Palavras-chave: plasma seminal, espermatozoide, fluido epididimal, fluido do oviduto, protedmica.



ABSTRACT

This research includes three different studies, evaluating distinct aspects about the composition of
proteins expressed in the ruminant reproductive tract fluids. The first study describes variations in
the seminal plasma protein profile of Santa Inés rams. The second identifies proteins present in the
cauda epididymal fluid of Holstein bulls, and the third study details the binding pattern of BSPs and
osteopontin to bovine sperm membrane. In Study 1, semen samples of sixteen rams were collected
and centrifuged to obtain seminal plasma. A volume containing 150 ug of proteins was used to
prepare the 2D gels, which were scanned and electronically analyzed. The quantification of the
protein spots was given as PPM of the total integrated optical density. We detected 186 + 10 spotsin
the gels prepared with the 48 weeks samples, similar to the amount found in the gels obtained from
samples of 34 (183) and 30 (179) weeks of age. Maps representing 34 and 48 weeks showed a train
of spots with 63 kDa (pl 4.2 to 5.0) that was not present in early ages. New proteins were detected in
the gels as the rams matured. In the maps of 20 weeks, high molecular weight trains (158 to 160
kDa) were detected compared to other gels obtained before that age. Quantitative changes in the
spots with age were more evident before puberty. We also described a relationship between the
intensity of some spots in the 48-week maps and semen scores. We conclude that protein secretion
in the seminal plasma of hairy rams is synchronized with a series of complex changes during the
sexual development of the males. The objective of Study 2 was to describe the binding pattern of
OPN and BSP proteins to the membrane of ejaculated bovine sperm and after in vitro exposure of
these cells to bovine oviductal fluid. Semen samples of five Holstein bulls were obtained and
subjected to the following treatments: 1. Ejaculated sperm; 2. Ejaculated sperm incubated with
isthmus oviductal fluid; 3. Ejaculated sperm incubated sequentially with isthmus and ampullary
oviductal fluid. From each of these treatments, sperm samples were subjected to
immunocytochemistry and confocal microscopy. Positive reaction for BSP-A1/A2 was detected in
the midpiece, equatorial and post-equatorial regions and acrosome, in all treatments. The signal was
higher in the midpiece compared to the rest of the cells, irrespective of the treatment. The binding
pattern of BSP-30kDa was similar to that observed for BSP-A1/A2. Additionally, sperm with a reacted
acrosome showed a reduction in the signal of 4.9 and 3.6 times, after exposure to isthmic and
ampullary fluids, respectively. OPN binding was detected in the post-equatorial region and acrosome
of ejaculated sperm, with higher intensity in the acrosome. A greater amount of capacitated sperm
and capable of acrosome reaction in response to LPC was seen after exposure to isthmic (39.8% and
79%) and ampullary (20.5% and 69.3%, respectively) compared to sperm exposed to MTMS alone
(12.3% and 49.3%) or heparin (23.7% and 38.9%). We conclude that sperm exposure to oviductal
fluids influences interactions between seminal plasma proteins and sperm membrane, possibly
modulating sperm function. In Study 3, we used a proteomic approach to identify the proteins
present in cauda epididymal fluid (CEF) of Holstein bulls. CEF samples were obtained from 11 bulls



and used to prepare 2D gels. The spots were cut and identified using mass spectrometry. This first
analysis showed that albumin composed almost 21% of the total intensity of the spots, interfering
with the identification of low abundance proteins. To improve resolution, we depleted albumin from
the samples using affinity spin columns and new maps were prepared. Spots detected after
depletion not seen before were also identified. We observed 114 + 3 spots before albumin
detection. We identified 55 of them, comprising 23 different proteins. Based on the optical density,
the most abundant proteins in the CEF samples were albumin (21.1%), cholesterol binding proteins
(6 low molecular weight isoforms; 10.5%), prostaglandin D synthase (7.6%) and gelsolin (6%),
accounting for 45.2% of the proteins. Another 36 spots were also identified, corresponding to 13
different proteins. After albumin depletion, the intensity of the albumin spot in the gels was reduced
to 10%, and the number of spots in the maps increased to 137 + 4. Also, 48 spots were at least 3
times more abundant after depletion. The identity of those proteins suggest a wide range of
functions, including sperm metabolism regulation, changes in membrane and sperm protection
against oxidative damage during epididymal storage.

Keywords: seminal plasma, sperm, epididymal fluid, oviductal fluid, proteomics.
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1. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva, especialmente dos machos, é um fator essencial a ser
considerado para viabilizar os sistemas de produg¢ao de ruminantes (MATOS et al., 1992).
Indmeros parametros tém sido utilizados em busca de indicadores confidveis do potencial
reprodutivo dos animais, incluindo medicdes da biometria testicular (OTT e MEMON, 1980;
SMITH et al., 1989; YARNEY et al., 1990; SOUZA et al., 2001), avaliacdo de caracteristicas de
espermatozdides ejaculados, tais como motilidade e defeitos morfolégicos (GODFREY et al.,
1990; CORREA et al., 1997) ou mesmo andlise computadoriza do sémen e testes avancados de
funcdo espermatica, como a integridade acrossémica ou da cromatina (BUDWORTH et al., 1988;
JANUSKAUSKAS et al., 2000). No entanto, apesar da avaliacdo destes parametros viabilizarem a
definicdo de critérios minimos para a sele¢do e utilizagcdao de reprodutores, eles ndo apresentam
relacdo significativa com a fertilidade dos animais (RODRIGUEZ-MARTINEZ e LARSSON, 1998;
ZHANG et al., 1998; LARSON e MILLER, 2000). Isto se deve, pelo menos em parte, ao fato da
fertilizacdo ser um processo complexo, envolvendo iniumeros fatores, de modo que estas
analises ndao conseguem medir a habilidade dos espermatozdides de sofrer altera¢des
funcionais criticas para o sucesso da fertilizacdo (AMANN, 1989; AMANN e HAMMERSTEDT,

1993).

A busca por possiveis indicadores ganhou novo fbélego com achados recentes

demonstrando uma relacdo entre proteinas presentes em fluidos do trato reprodutivo e a
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fertilidade de reprodutores (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1994, 1996, 1998; PARENT et al.,
1999; SPROTT et al., 2000; BRAUNDMEIER e MILLER, 2001; MOURA et al., 2006ab, 2007a).
Algumas dessas proteinas foram associadas a caracteristicas tais como motilidade (AMANN et
al., 1987; DIAMANDIS et al., 1999), morfologia (DE KRETSER e KERR, 1994) e capacidade de
producdo espermatica (GILMONT et al., 1990; METAYER et al., 2001), ou a habilidade de
espermatozoéides penetrarem odcitos in vitro (HENAULT et al., 1995; HENAULT e KILLIAN, 1996;
MOURA et al., 2007b), mas os mecanismos precisos de acdo da maioria destas proteinas sdo
pouco conhecidos. O papel desempenhado por algumas proteinas, no entanto, vem sendo

estudado em detalhes.

Sabe-se, por exemplo, que um grupo de proteinas secretadas pelas glandulas sexuais
acessorias, conhecidas coletivamente como Bovine Seminal Plasma Proteins (BSPs), tem
participacdo importante no processo de capacitacio espermatica (THERIEN et al., 1995, 1997,
2001; MANJUNATH e THERIEN, 2002). Outras parecem mediar as intera¢des entre
espermatozdide e odcito (GONCALVES et al., 2006; HAO et al., 2006). No entanto, a quantidade
de proteinas detectadas em secre¢ées como o plasma seminal, fluido das glandulas sexuais
acessorias ou da cauda do epididimo associadas direta ou indiretamente a papéis especificos
desempenhados no metabolismo dos gametas ou no processo de fertilizacdo ainda é limitada
(AMANN et al., 1993; DACHEUX et al.,, 2005, 2006). Em parte, isso se deve ao pouco
conhecimento sobre as interacdes dessas proteinas entre si, e com os espermatozdides. Dessa
forma, a descricdo detalhada das variacdes na composicdo protéica dos fluidos do trato
reprodutivo masculino, bem como das interagcdes entre algumas dessas proteinas e os

espermatozédides, poderia trazer valiosas informacdes sobre os mecanismos de acdo dessas



22

proteinas, e auxiliar na compreensao dos fend6menos que envolvem as alteragdes sofridas pelos

espermatozdides nas diversas etapas que antecedem a fertilizagao.

Nesse contexto, o trabalho se compde de trés estudos distintos, avaliando diferentes
enfoques da composicdao das proteinas expressas nos fluidos reprodutivos de ruminantes. O
primeiro estudo descreve as variagdes no perfil protéico do plasma seminal de ovinos Santa Inés
nas fases de pré-puberdade e puberdade, buscando entender como essas modificagcdes se
relacionam com o desenvolvimento sexual dos animais. O segundo estudo se constitui de uma
avaliacdo das proteinas presentes no fluido da cauda do epididimo de touros Holandés
maduros, utilizando uma abordagem protedmica. Por fim, a terceira parte busca mostrar
detalhes da distribuicdo topografica e intensidade de ligacdo das BSPs e da osteopontina a
membrana de espermatozdides bovinos ejaculados e incubados com as secre¢des do oviduto,
simulando in vitro a seqiéncia de fluidos a que os espermatozdides sdo expostos antes da
fertilizacdo. Estes estudos utilizaram touros selecionados quanto ao potencial reprodutivo,
testados, e com fertilidade conhecida, utilizados para inseminacdo artificial de milhares de
fémeas, se constituindo num modelo Unico para o estudo dessas proteinas e suas potenciais

associagdes com parametros reprodutivos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.MATURACAO EPIDIDIMAL

Ao serem liberados nos tubulos seminiferos ao final da espermatogénese em mamiferos,
os espermatozdides ainda ndo estdo aptos a fertilizacdo (AMANN et al., 1993; SULLIVAN et al.,
2005), esta capacidade é adquirida durante o transito pelo epididimo (HORAN e BEDFORD,
1972; BLAQUIER et al., 1988; COOPER, 1990; YANAGIMACHI, 1994; GATTI et al., 2004). O
transito epididimario dura aproximadamente 15 a 18 dias (AMANN, 1981) em ruminantes, e
promove uma série de modificacdes nos espermatozdides que incluem, mas n3do estdo restritas
a aquisicdo de motilidade (DACHEUX e PACQUIGNON, 1980; YEUNG et al., 1993), alteracdes
morfolégicas (JINDAL e PANDA, 1980; BONET et al., 1992; HOWES et al., 2001), modifica¢Bes
bioquimicas, como mudancas nos residuos superficiais de carboidratos (VOGLMAYR et al., 1980;
DACHEUX e VOGLMAYR, 1983; SKUDLAREK et al., 1993; ABASCAL et al., 1998), na composicao
lipidica da membrana (POULOS et al., 1973; WOLF e VOGLMAYR, 1984; ATREJA e ANAND, 1985),
alteragGes nas proteinas de membrana (AMANN et al., 1993; KOHN et al., 1998; GATTI et al.,
2004; BAKER et al., 2005), aquisicdo de novas proteinas (DACHEUX e VOGLMAYR, 1983;
HANCOCK et al., 1993; MIRANDA et al., 1995), ou mesmo alteracdes no DNA espermatico
(HENKEL et al., 2003). Este conjunto de alteracdes é conhecido coletivamente como maturacdo

espermatica.

A maturacdao espermadtica ocorre como resultado de uma exposicdo seqliencial e

sincronizada a diferentes componentes desse fluido (VOGLMAYR et al., 1978), e nao



24

simplesmente uma reacgdo aleatdria a essas secre¢des. A maior parte dessas modificagcdes
sofridas pelos espermatozdides é induzida por proteinas presentes no fluido epididimal
(COOPER, 1990; DACHEUX et al., 2003, 2005). Sendo que os espermatozoides tém capacidade
de sintese protéica extremamente limitada, e que a maior parte das proteinas de origem
particular é reabsorvida nos segmentos iniciais do epididimo (DJAKIEW et al.,, 1986;
VEERAMACHANENI e AMANN, 1991; DACHEUX et al., 2005), é razoavel imaginar que o epitélio
epididimario é o responsavel pela composicdo desse meio (FLICKINGER, 1983; SYNTIN et al.,
1996; FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2005), muitas delas reguladas por
andrégenos (CASTELLON e HUIDOBRO, 1999; UMAR et al., 2003). Além disso, a composicdo
protéica do fluido epididimal varia conforme a regido do epididimo (FOUCHECOURT et al., 2000;
YUAN et al., 2006), sugerindo que diferentes regides do o6rgdo desempenham diferentes
fungdes. Inimeros estudos suportam esta hipdtese, mostrando que as principais modificacdes
sofridas pelos espermatozdides se ddo nas regides mais proximais, incluindo cabeca e corpo
(COOPER, 1986; AMANN, 1987; AMANN et al.,, 1993), enquanto a cauda do epididimo
funcionaria principalmente para o armazenamento e protecao dos espermatozéides (HINTON et
al.,, 1995, 1996). Os eventos envolvidos na maturacdo espermatica podem ser agrupados
funcionalmente na aquisicao de motilidade, altera¢des na superficie espermatica que levam a

célula a interagir com o odcito e protecdo dos espermatozdides durante seu armazenamento.
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2.1.1. AQUISICAO DA MOTILIDADE

Ao entrarem no epididimo, provenientes dos testiculos, os espermatozdides de
mamiferos sdo completamente desprovidos de motilidade (BEDFORD, 1975; AMANN et al.,
1974; CASCIERI et al., 1976). A motilidade progressiva dos espermatozdides é adquirida durante
o transito epididimario, como parte da maturagdo espermatica (ORGEBIN-CRIST, 1967; AMANN
et al., 1993). Os mecanismos precisos através do qual a motilidade se inicia ainda ndo foram
completamente elucidados, mas acredita-se que envolvam alteracdbes no pH
intracitoplasmatico, e nas concentracdes intracelulares de AMPc (3’-5" monofosfato ciclico de

adenosina) e calcio (AMANN et al., 1982; TASH e MEANS, 1983), entre outros.

Desde os primeiros experimentos sugerindo uma relacdao entre o AMPc e a motilidade
espermatica, realizados por GARBERS et al. (1971), seu mecanismo de acdo tem sido alvo de
uma série de estudos (TASH e MEANS, 1983). AMANN et al. (1982) observaram que a
concentracdao de AMPc no citoplasma espermatico aumentava significativa e progressivamente
entre a cabeca e a cauda do epididimo. No entanto, estes autores ndo encontraram correlacao
significativa entre as concentracdes de AMPc e a percentagem de espermatozdides moveis (r =
0,14), levantando a hipdtese de que a atuacdo do AMPc seja indireta, ou de que outros fatores
seriam necessarios para que as células espermaticas adquirissem motilidade. A uUnica funcdo
intracelular conhecida do AMPc é induzir a fosforilagcdo protéica, modulando a acdo de proteina
quinases (ROSEN et al., 1975). Sua concentracdo intracitoplasmatica é regulada por um
equilibrio em sua sintese, pela enzima adenilato-ciclase e sua degradacao por fosfodiesterases

(TASH e MANN, 1973; TASH, 1976). Nesse contexto, uma das abordagens para se tentar induzir
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a motilidade em espermatozdides imaturos foi o uso de inibidores de fosfodiesterases e outras
substancias capazes de aumentar a quantidade intracelular de AMPc (JAISWAL e MAJUMDER,
1998). No entanto, apesar de estes compostos estimularem a motilidade progressiva em
espermatozéides maduros, da cauda do epididimo, este efeito ndo foi observado em
espermatozoéides imaturos, da cabega do epididimo (VIJAYARAGHAVAN et al., 1985; JAISWAL e

MAJUMDER, 1998).

Mais um indicio surgiu com trabalhos mostrando que a incubacdo de espermatozdides
da cabeca do epididimo em fluido da cauda estimula significativamente a motilidade
espermatica (CORNWALL et al., 1986). Este estimulo foi atribuido a presenca de uma proteina
denominada proteina da motilidade progressiva (FMP; Forward Motility Protein, ACOTT e
HOSKINS, 1978; BRANDT et al., 1978; ACOTT et al., 1983). A incubacdo com a FMP, na presenca
ou auséncia de inibidores de fosfodiesterases, tais como a teofilina, promove aumento na
concentracdo intra-espermatica de AMPc. No entanto, a teofilina sozinha é incapaz de induzir
motilidade progressiva (JAISWAL e MAJUMDER, 1998), sugerindo que, além de elevar os niveis

de AMPc, a FMP deve atuar em outros aspectos da maturacdo espermatica.

Além disso, alguns estudos demonstraram que a adi¢do de bicarbonato intensifica ainda
mais o estimulo de motilidade induzido pela FMP (HOSKINS et al., 1983), e que, em sua
presenca, os niveis de teofilina e outros inibidores necessarios para induzir a motilidade eram
dramaticamente reduzidos (VIJAYARAGHAVAN et al., 1985). A observacdo de que o pH intra-
espermatico aumenta ao longo do transito epididimal (VIJAYARAGHAVAN et al.,, 1985), e a
observacdo de que o bicarbonato promove uma alcalinizacdo celular (BORON et al., 1979) sdo

sugestivas de que o bicarbonato estimularia a motilidade aumentando o pH espermatico. De
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fato, uma alcalinizagdo no pH intra-espermatico, induzida pela incubagdo em meio basico,
estimula a motilidade de espermatozdides imaturos (JAISWAL e MAJUMDER, 1998), mas nao
promove aumentos significativos na motilidade de células maduras, da cauda do epididimo, que
ja apresentam pH mais alcalino (GATTI et al., 1993). Este achado sugere que a alcalinizagdo
celular é importante para o inicio da motilidade, mas ndao para sua manuten¢dao em
espermatozéides maduros. No entanto, JAISWAL e MAJUMDER mostraram que o efeito
estimulatdrio do bicarbonato pode ser reproduzido sem mudancas de pH celular. Além disso, o
bicarbonato possui a propriedade de estimular a producdao de AMPc (OKAMURA et al., 1985;

JAISWAL e MAJUMDER, 1998).

Menos claro é o papel do calcio na motilidade espermdtica. Enquanto alguns estudos
mostram que os espermatozéides de varias espécies sdo irresponsivos a este ion, ou mesmo
demonstram efeitos inibitérios sobre a motilidade (YOUNG e NELSON, 1974; McGRADY et al.,
1974), em outras, ele parece estimular a motilidade (McGRADY et al., 1974; TASH e MEANS,
1983). Espermatozdides bovinos imaturos obtidos da cabeca do epididimo apresentam uma
maior capacidade de acumular calcio, em comparacdo com células da cauda (HOSKINS et al.,
1983; VIJAYARAGHAVAN e HOSKINS, 1988; VIJAYARAGHAVAN et al., 1989), onde ele parece
modular a conversdao da motilidade espermatica em motilidade progressiva (PETERSON e
FREUND, 1976; SERRES e KANN, 1984) induzindo um aumento nos niveis intracelulares de AMPc
(WADE et al., 2003). O mecanismo de absorc¢do de calcio pelos espermatozéides ainda ndo esta
totalmente esclarecido, mas parece envolver uma B-defensina epididimal, a qual promove a

formacao de canais de célcio na membrana (ZHOU et al., 2004).
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A acdo estimulatéria do AMPc sobre proteina quinases, promovendo a fosforilagao
protéica ja € um mecanismo conhecido (ROSEN et al., 1975), e uma série de proteinas parece
ser fosforilada durante a maturacao epididimaria (BRANDT e HOSKINS, 1980). No entanto, até
pouco tempo, nenhuma proteina regulada por fosforilagdo associada a motilidade espermatica
havia sido identificada. Recentemente, observou-se que a atividade de uma enzima epididimal,
glicogénio sintetase quinase 3 (GSK-3) estava aumentada em espermatozodides da cabeca do
epididimo em comparacao com células da cauda (VIJAYARAGHAVAN et al., 1996; SMITH et al.,
1999) e que sua atividade parece ser regulada por fosforilacdo (HUGHES et al., 1993) no residuo
de tirosina 214, varia diretamente com a motilidade espermdtica em espermatozdéides bovinos
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2000). Além disso, o nivel de fosforilagdo em residuos de serina
parece acompanhar progressivamente a motilidade espermatica, adquirida durante o transito
entre a cabeca e a cauda do epididimo (SOMANATH et al., 2004). No entanto, estes achados
baseiam-se em correla¢des entre diferentes parametros, e uma relacdo de efeito e causa ainda

ndo foi determinada.

Além disso, parece que o inicio da motilidade espermatica parece ser acompanhado por
reducdo nos niveis de zinco dentro da peca intermedidria (CALVIN, 1981; HENKEL et al., 2003).
Este ion é adicionado ao espermatozéide ainda no testiculo para estabilizar as proteinas que
compdem o sistema motor espermadtico, protegendo-o contra a oxidacdo (BACCETTI et al.,

1976).

Parece que a proposicdo de um modelo para descrever a aquisicdao da motilidade
espermatica no epididimo deve incluir alteracbes no pH, e nas concentracbes intra-

espermaticas de calcio, AMPc e bicarbonato, os quais atuam na regulacdo de um conjunto de
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quinases e fosfatases, alterando a fosforilagdo de componentes celulares. No entanto, uma vez
que ndo foram detectadas relagdes diretas entre esses fatores e a motilidade espermatica, é
mais provavel que estas substancias tenham de atingir concentragdes minimas efetivas
(AMANN et al., 1993). Além disso, os mecanismos envolvidos nesse processo parecem ser
complexos, e envolver outros fatores, tais como o zinco e a FMP. A identidade da FMP ainda

nao é conhecida, o que limita a proposicao de hipdteses sobre seu papel no processo.

2.1.2. ALTERACOES NA SUPERFICIE ESPERMATICA QUE MODULAM A
INTERACAO ENTRE GAMETAS

Uma das caracteristicas mais marcantes adquiridas pelos espermatozdides durante a
maturacdo espermatica é a capacidade de ligacdo a zona peltcida e fertilizacdo (AMANN et al.,
1993). Esta propriedade se desenvolve como produto de aquisicdo de novas proteinas do fluido
epididimal (YEUNG et al., 1998) ou modificacdo de proteinas ja existentes (BAKER et al., 2005;
DACHEUX et al., 2006), criando sitios de ligacdo para estruturas oocitdrias ou expondo sitios ja
existentes (SULLIVAN et al., 2005). A zona peltcida dos odcitos é formada por uma matriz
glicoprotéica (FLORMAN e WASSARMAN, 1985), cujos carboidratos, incluindo a galactose, N-
acetilglicosamina, fucose e manose parecem estar envolvidos na interacdo entre gametas

(MIRANDA et al., 1997).

Apoiando esses achados, MORI et al. (1997) mostraram que a exposicdo de odcitos
intactos a algumas glicosidases alterou a capacidade de interacdo com espermatozdides em

ratos. Quando expostos a B-galactosidase, o nimero médio de espermatozdides ligados a zona
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pelucida reduziu-se significativamente, mas nenhuma alteragdao no nimero de espermatozoides
foi observada apds a exposicdo a a-galactosidase, sugerindo que residuos de B-galactose
possam afetar a capacidade de fertilizacdo. Este mesmo grupo (MORI et al., 1989) mostrou
ainda que o tratamento de odcitos com uma lectina que se liga a N-acetilglicosamina bloqueou
a ligacdo com os espermatozdides. Da mesma forma, a exposicio de espermatozédides a
acucares tais como a fucose, manose, galactose ou N-acetilglicosamina (MORI et al., 1989;
OEHNINGER et al., 1990; MIRANDA et al., 1997), altera a capacidade de interacdo entre os
gametas, sugerindo que os espermatozdides possuem receptores de membrana para esses

carboidratos (BARBIERI et al., 1994).

O epididimo possui uma série de glicosidases que atuam na maturacao epididimal
(DACHEUX e VOGLMAVYR, 1983). Por um lado, elas atuam modificando glicoproteinas presentes
na membrana espermdtica (SRIVASTAVA e OLSON, 1991; SKUDLAREK et al., 1992, 1993),
ativando ou inativando-as. Algumas dessas proteinas podem se ligar a membrana espermatica,
atuando como sitios de ligacdo de carboidratos. Sabendo-se que o fluido da cauda do epididimo
é rico em B-galactosidases (SKUDLAREK et al., 1993), e que a remocdo de residuos de B-
galactose da zona pellucida bloqueia a ligacdo dos espermatozéides (MORI et al., 1997), é
possivel que esta enzima possa ligar-se aos espermatozoides durante a maturacdo epididimal,

funcionando como lectina (CHENG et al., 1994; TULSIANI et al., 1995; 1997).

Da mesma forma, a a-L-fucosidase presente no fluido epididimal liga-se a membrana
espermatica em ratos (HANCOCK et al., 1993; ABASCAL et al., 1998) e em humanos (ALHADEFF
et al., 1999). Além disso, uma série de estudos em diversas espécies tém mostrado que a pré-

exposicdo de espermatozdides a fucose inibem a interacdo espermatozdide-odcito (HUANG et
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al., 1982; LUCAS et al., 1994; DE CEREZO et al., 1996), e o tratamento de odcitos com a-
fucosidase reduz o numero de gametas ligados (BLITHE, 1993). A N-acetilglicosaminidase é
outra enzima glicolitica que possui a propriedade de se ligar a membrana espermatica no
epididimo (CHAPMAN e KILLIAN, 1984; MIRANDA et al., 995). Achados mostrando que o
tratamento de odcitos com N-acetilglicosaminidase reduz em mais de 60% o numero de
espermatozoéides ligados a zona pelicida apdiam a hipdtese de que essa enzima participa
diretamente na interacdo entre gametas (MIRANDA et al., 1997). Ao que parece, algumas
dessas enzimas, funcionando como lectinas, desempenham uma fungdo importante no
processo de fertilizacdo, podendo, pelo menos em parte, explicar sua relacdo com os indices de

fertilidade em bovinos (MOURA et al., 2006b).

Outra proteina epididimal envolvida na interacdo entre gametas é a osteopontina
(LUEDTKE et al., 2002). Estudos recentes demonstraram que a densidade Odptica do spot
correspondente a esta proteina em géis bidimensionais do plasma seminal e do fluido das
glandulas sexuais acessorias estd associada a fertilidade em bovinos (KILLIAN et al., 1993;
CANCEL et al.,, 1997; MOURA et al., 2006a) e em eqiinos (BRANDON et al., 1999). A
osteopontina pode ser encontrada na forma solivel, ou associada a membrana celular
(PATARCA et al., 1993) e parece estar envolvida em diversas atividades, incluindo adesao
celular, remodelamento de membranas, alteracdes no citoesqueleto e modulagcdo imunoldgica
(DENHARDT et al., 1995, 2001; MAZZALI et al., 2002; DENHARDT, 2004). E uma proteina acidica,
rica em acido aspartico e glutdmico (SORENSEN e PETERSEN, 1994), isolada inicialmente de
tecido 6sseo bovino (FRANZEN e HEINEGARD, 1985). No trato reprodutivo masculino, essa

proteina é expressa nas células epiteliais das ampolas e glandulas vesiculares, em espermatides
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alongadas nos testiculos, além do epididimo e espermatozdéides epididimarios (SIITERI et al.,
1995; RODRIGUEZ et al., 2000b). Recentemente, foi demonstrado que a OPN também se liga a
membrana de espermatozdides bovinos ejaculados (ERIKSON e KILLIAN, 2004). Considerando
que a osteopontina (OPN) é uma molécula que atua na adesdo celular, acredita-se que ela pode

estar envolvida diretamente na intera¢do entre espermatozéide e odcito.

Estruturalmente, a OPN apresenta uma seqiiéncia RGD (arginina-glicina-acido aspartico)
conservada, a qual apresenta capacidade de ligacdo a integrinas (BUTLER, 1995). Dado que
integrinas ja foram detectadas na membrana espermatica (FUSI et al., 1996; REDDY et al., 2003),
é possivel que elas constituam o sitio de ligagdo para a OPN nos espermatozdides. Uma
hipdtese aceita para a mediacdo da OPN na fertilizagdo (MOURA, 2005), é o de que, durante a
ejaculacdo, osteopontina proveniente do fluido das glandulas sexuais acessérias (RODRIGUEZ et
al., 2000b) se ligue a membrana espermatica através de integrinas, e que o complexo OPN-
integrinas interage com receptores na membrana oocitaria (D’CRUZ, 1996). Além disso, o fluido
do oviduto bovino é rico em osteopontina (GABLER et al., 2003) e é possivel que moléculas de
OPN presentes nesse fluido também se liguem a membrana espermatica. Contudo, a
osteopontina também se liga ao receptor CD44, através de um dominio distinto da seqiiéncia
RGD, também envolvido na interacdo intercelular (WEBER et al., 1996). Este receptor esta
presente tanto na membrana espermatica (BAINS et al.,, 2002) quanto na oocitaria
(SCHOENFELDER e EINSPANIER, 2003), e também esta envolvida na adesdo celular (CICHY e

PURE, 2003).

Trabalhos recentes com fertilizacdo in vitro em bovinos trazem evidéncias que apdiam a

hipdtese da participacdo da OPN no processo de fertilizacdo, e mostram efeitos benéficos dessa
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proteina sobre o desenvolvimento embriondrio inicial. A incubagao de odcitos bovinos em fluido
do oviduto/folicular adicionado de anticorpos contra a isoforma de 36 kDa da OPN isolada do
leite reduz significativamente a capacidade dos espermatozdides de se ligarem a zona pelucida,
em comparag¢ao com o meio sem os anticorpos (GONCALVES et al., 2007). Além disso, a adigao
desta proteina (36 kDa) no meio de cultivo de embrides promove aumento da taxa de clivagem
observada no dia 4 e de formacgao de blastocistos nos dias 8 e 11 pds-fertilizagdo (GONCALVES
et al., 2003). Além disso, embrides cujo gene da OPN foi inativado através de knock-out, seu
desenvolvimento se mostrou bastante prejudicado (WEINTRAUB et al., 2004). E provavel que,
além de atuar no processo de interacdo de gametas durante a fertilizacdo, a OPN desencadeie
cascatas de sinalizacdo intracelulares que favorecem o desenvolvimento embriondrio,
explicando, pelo menos em parte, sua associagdo com os indices de fertilidade dos

reprodutores.
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2.1.3. PROTECAO DOS ESPERMATOZOIDES CONTRA OXIDACAO

Outra fungao do epididimo, além de promover a maturagao espermdtica é a protegao
dos espermatozdides maduros durante seu armazenamento na cauda epididimadria, até a
ejaculacdo (HINTON et al., 1996). Uma protecdo inicial a estes espermatozdides é provida pela
barreira hemato-epididimal, a qual é efetiva contra danos causados por macromoléculas e pelo
sistema imunoldgico (POLLANEN e COOPER, 1994). Esta barreira é formada por uma série de
jungdes intercelulares epiteliais, compostas, entre outras, por zonas de oclusdo e de adesdo

(SUZUKI e NAGANO, 1978; HOFFER e HINTON, 1984; BYERS et al., 1992).

No entanto, outra fonte potencial de danos aos espermatozdides é o estresse oxidativo
(HINTON et al., 1995), que se constitui numa série de danos celulares causados por espécies
reativas de oxigénio (ROS) (HALLIWELL, 1991), devido a um desequilibrio entre a producdo de
ROS e sua eliminacdo por sistemas antioxidantes (SIKKA et al., 1995). As espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas, em parte, pelos espermatozdides, e desempenham inimeras funcdes
ligadas a fisiologia reprodutiva, incluindo a capacitacdo e hiper-ativacdo espermatica e fusao
entre gametas (DE LAMIRANDE et al., 1998; AITKEN et al., 2004). Contudo, se produzidos em
excesso, as ROS podem causar uma série de danos ao trato reprodutivo e a funcdo espermatica,
culminando em infertilidade (JONES e MANN, 1977; RAO et al., 1989; AGARWAL e SALEH, 2002;
NICHI et al., 2006). Os espermatozdides, especialmente os maduros, sdo especialmente
vulneraveis aos ataques por radicais livres, tais como o perdxido de hidrogénio e o anion
superdéxido, devido ao elevado conteudo de acidos graxos insaturados na membrana (PARKS e

HAMMERSTEDT, 1985; LENZI et al., 2000). Uma boa parte das ROS produzidas no limen



35

epididimal se deve a retencdo da gota citoplasmatica proximal, concentrando uma série de
enzimas, e também a intensa taxa de respiragao celular, produto da elevada concentragao

espermatica (GOMEZ et al., 1996; SAID et al., 2005).

Para combater a acdo de ROS sobre os espermatozdides, o epididimo dispde de um
arsenal de enzimas antioxidantes, presentes em diferentes quantidades, de acordo com a regiao
do epididimo, atuando sobre diferentes substratos (HINTON et al., 1996). Dentre elas, ja foram
identificadas glutationa S-transferase, tioredoxina peroxidase, superéxido dismutase, glutationa
peroxidase, catalase e gama-glutamil-transpeptidase (ALVAREZ e STOREY, 1983; JEULIN et al.,
1989; FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2006). Um dos sistemas mais importantes de
defesa contra danos oxidativos no epididimo parece envolver o tripeptideo glutationa (MEISTER

e ANDERSON, 1983).

A glutationa é produzida e esta presente no lumen epididimal e nos espermatozdides (LI,
1975; AGRAWAL e VANHA-PERTTULA, 1988; AGARWAL et al., 1989) nas formas oxidada (GSSG)
e reduzida (GSH), e suas concentracbes sdo mais elevadas no corpo e cauda do epididimo
(HINTON, 1990; HINTON et al., 1996). A glutationa é utilizada como substrato redutor por dois
tipos principais de enzimas, a glutationa S-transferase e a glutationa peroxidase. As glutationa
transferases promovem a conjugacdo da glutationa com uma série de compostos tdxicos,
incluindo espécies reativas de oxigénio (BECKETT e HAYES, 1993), tornando-as menos danosas e
mais soluveis, o que facilita sua excrecdo (WILCE e PARKER, 1994). A atividade da glutationa S-
transferase parece ser maior no corpo do epididimo (HALES et al., 1980; VERI et al., 1993).
Outra enzima que utiliza a glutationa como substrato é a glutationa peroxidase (GSHPx). Esta

enzima também esta presente no epididimo e espermatozdides em diversas espécies (LI, 1975;
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PERRY et al., 1992; DACHEUX et al., 2005). A GSHPx utiliza os hidrogénios de duas moléculas de
GSH para conversao de peréxido de hidrogénio em agua, produzindo uma molécula de
glutationa oxidada (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990). Esta enzima é abundante no fluido da
cauda epididimaria, e também pode se ligar a membrana dos espermatozoéides (JIMENEZ et al.,
1990). A glutationa reduzida deve ser regenerada a partir das moléculas de glutationa oxidada,
para servir de substrato para a continua inativacdo de moléculas nocivas. Esta regeneracao é
promovida principalmente pela glutationa redutase, que esta presente em espermatozdides (LI,
1975; CORNWALL et al., 1988) e no epididimo (KANEKO et al., 2002), mas também
indiretamente, pela gama-glutamil-transpeptidase (HANIGAN e PITOT, 1985). Esta enzima é
bastante ativa no epididimo (AGARWAL et al., 1989; HINTON et al., 1991), apresentando

atividade andrégeno-dependente (AGRAWAL e VANHA-PERTTULA, 1989).

Outras enzimas antioxidantes também estdo presentes no epididimo, tais como o
sistema superodxido-dismutase/catalase, que é bastante ativo, principalmente na cauda do
epididimo. A superdxido-dismutase estd presente em espermatozdides epididimais (HOLLAND e
STOREY, 1981; ALVAREZ et al., 1987; BAUMBER e BALL, 2005), e é responsavel pela dismutacao
de anions superdoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular, protegendo os
fosfolipideos da membrana contra a formacdo e ataque de perdxidos. No entanto, o perdxido
de hidrogénio pode interagir com ions ferrosos ou &nions superoxido (AGARWAL e
PRABAKARAN, 2005), gerando radicais livres. Nesse caso, a catalase, ativa no sistema
reprodutivo de algumas espécies, atua na conversdao do peréxido de hidrogénio em agua
(JEULIN et al., 1989; ZINI e SCHLEGEL, 1997; BALL et al., 2000). No entanto, dado que a

expressdao da catalase no epididimo é relativamente baixa, comparada a outras enzimas
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(VERNET et al.,, 2004), parece que a degradacdo de perdxido de hidrogénio é exercida

preferencialmente pela glutationa peroxidase.

Considerando que ions de ferro também podem interagir com o perdxido de hidrogénio
e outros ions promovendo a formacdo de perdxidos lipidicos (AGARWAL e PRABAKARAN, 2005),
o epididimo também precisa se proteger contra o excesso de ferro livre. A lactoferrina é uma
proteina que tem a propriedade de se ligar ao ferro, e esta presente em diversos fluidos
corporais, incluindo leite, lagrima, fluido amniético e plasma seminal (MASSON e HEREMANS,
1971; GACHON et al., 1982; NIEMELA et al., 1989; ARAUJO, 2000), onde participa como agente
antimicrobiano e na regulacdo da expressao génica (HE e FURMANSKI, 1995; NOZAKI et al.,
2002; GATTI et al., 2004; DACHEUX et al., 2005), além de atuar no transporte e estocagem de
ferro durante a lactacdo (SORRENTINO et al.,, 1999). A lactoferrina é um dos principais
componentes do fluido epididimal (FOUCHECOURT et al., 2000; DACHEUX et al., 2006),
chegando a compor mais de 40% do total de proteinas em algumas regides. Esta proteina liga-se
aos espermatozéides durante o transito epididimario (JIN et al., 1997) ou durante a ejaculacao
(THALER et al., 1990). Em ovinos, esta proteina apresenta um efeito benéfico, dose-dependente,
sobre a motilidade espermatica, percentagem de espermatozdides mdveis e batimento flagelar
in vitro, e sua adicdo a diluidores permite melhor conserva¢do do sémen (ARAUJO, 2000). E
provavel que estes efeitos estejam relacionados a sua capacidade de seqtiestrar ferro i6nico,
prevenindo a formacdo de peréxidos lipidicos, danosos a membrana espermatica

(WAKABAYASHI et al., 1999).
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2.2.PROTEINAS ASSOCIADAS A FUNCAO ESPERMATICA

A busca por marcadores da fertilidade em machos, especialmente em ruminantes, tem
motivado uma série de estudos, uma vez que a disponibilidade de reprodutores testados e com
elevado potencial reprodutivo é critica para a eficiéncia produtiva e reprodutiva. Parametros
amplamente utilizados para a avaliagao androlégica de reprodutores, como a determinagao da
motilidade e morfologia espermatica e concentracdo de células no ejaculado sdo bastante uteis
para o descarte de animais com problemas reprodutivos, mas de validade limitada para a
estimacdo da fertilidade (GRAHAM et al., 1980; CORREA et al., 1997; RODRIGUEZ-MARTINEZ e
LARSSON, 1998; BRAHMKSHTRI et al., 1999). Mesmo quando se utiliza parametros objetivos
para avaliacdo do sémen, como a analise computadorizada da motilidade espermatica e testes
funcionais, como a integridade acrossOmica e da cromatina, embora apresentem alguma
relacdo com os resultados de ndo retorno das fémeas, as associacdes sao pouco significativas

(BUDWORTH et al., 1988; KIAESTAD et al., 1993; JANKAUSKAS et al., 2000).

Possivelmente isso se deve pela capacidade limitada destes testes, em termos de
avaliacdo das transformacdes funcionais sofridas pelos espermatozdides durante a maturacao e
capacitacdo espermatica, necessdrias para que eles apresentem capacidade de fertilizar odcitos
(AMANN e HAMMERSTEDT, 1993). Na industria da inseminacdo artificial bovina, onde os
reprodutores sao selecionados com base em parametros produtivos e critérios de qualidade
seminal, os animais apresentam sémen de qualidade elevada, e as diferencas entre individuos
sao muito pequenas. Ainda assim, é possivel encontrar diferencas de até 25% na fertilidade

entre diferentes touros, que ndo se refletem nas andlises seminais de rotina (LARSON e MILLER,
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2000). A observacao de diferencas de fertilidade dessa magnitude tem estimulado a busca por
marcadores moleculares no plasma seminal e em outros fluidos do trato reprodutivo
(BRAUNDMEIER e MILLER, 2001; MOURA et al., 2007a), que auxiliem na selecdo dos

reprodutores mais férteis, complementando as analises ja existentes.

O plasma seminal é composto por secre¢ées de diversas partes do trato reprodutivo,
incluindo testiculos e epididimos, e glandulas sexuais acessoérias (YANAGIMACHI, 1994). A
possibilidade de proteinas presentes no plasma seminal funcionarem como marcadores da
fertilidade dos animais veio a tona, a partir dos achados mostrando que algumas delas estavam
associadas significativamente as taxas de fertilizacdo in vitro em bovinos (HENAULT et al., 1995;
HENAULT e KILLIAN, 1996), e mesmo aos indices de ndo retorno ao estro associados a
reprodutores bovinos (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1994, 1996; PARENT et al., 1999;
SPROTT et al., 2000) e eqiinos (BRANDON et al., 1999). Apesar da importancia desses achados,
apenas algumas poucas dessas proteinas foram identificadas, incluindo a osteopontina (CANCEL
et al., 1997), prostaglandina D sintetase (GERENA et al., 1998) e proteinas ligadoras de heparina,
como o inibidor tissular de metaloproteinases 2 (TIMP-2) (McCAULEY et al.,, 2001). Um
conhecimento mais detalhado dessas proteinas poderia contribuir para melhorar a
compreensao dos fendmenos fisiolégicos ligados a funcdo espermatica e fertilidade, bem como
viabilizar o uso destas proteinas como marcadores moleculares ou aditivos no processo de

industrializacdo do sémen.
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2.2.1. PROTEINAS LIGADORAS DE FOSFOLIPIDEOS (BSPs)

Ao serem ejaculados, os espermatozéides ainda ndo estdo plenamente aptos para
fertilizarem os odcitos (CHANG, 1951), adquirindo esta habilidade durante um periodo
denominado de capacitacdo (AUSTIN, 1952). A capacitagdo espermdtica é um processo
complexo, que envolve vdrias etapas (YANAGIMACHI, 1994), incluindo altera¢des estruturais na
membrana plasmatica, com alteracées na composicao lipidica (YANAGIMACHI, 1994; CROSS,
1998) e na sua permeabilidade, que levam a mudancas no ambiente intracitoplasmatico,
incluindo aumento no conteldo de cdlcio, no pH intracelular e na fosforilacdo da tirosina
(HANDROW et al., 1989; PARRISH et al., 1994; DE LAMIRANDE et al., 1997; VISCONTI e KOPF,
1998, CROSS, 1998). Estes eventos levam a etapa final da capacitacdo, conhecida como hiper-
ativacdo espermatica (SUAREZ, 1996). A capacitacdo se inicia no momento da ejaculacdo, mas
completa-se apenas no trato reprodutivo feminino, onde fatores capacitantes, como a
lipoproteina de alta densidade (HDL) e galactosaminoglicanos (GAGs), como a heparina,
presentes no fluido folicular e do oviduto interagem com os gametas masculinos (HANDROW et
al., 1982; LENZ et al., 1982; PARRISH et al., 1989; EHRENWALD et al., 1990; MARTINEZ e

MORROS, 1996).

A perda seletiva de colesterol e alguns fosfolipideos, resultando em reducdo na
proporcdo colesterol:fosfolipideos, é uma das principais etapas da capacitacdo (EHRENWALD et
al., 1988; THERIEN et al., 1998). O plasma seminal de inimeras espécies contém proteinas
ligadoras de fosfolipideos, coletivamente denominadas de BSPs (Bovine Seminal Proteins, uma

vez que foram isoladas em bovinos) que sdo secretadas pelas glandulas vesiculares e ampolas, e
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atuam na capacitacao espermatica (MANJUNATH et al., 1987; DESNOYERS et al., 1994; SALOIS
et al., 1999; VILLEMURE et al., 2003; BOISVERT et al., 2004; BERGERON et al., 2005; LUSIGNAN

etal., 2007).

Estas proteinas compdem a maior parte do fluido das glandulas sexuais acessérias e do
plasma seminal (MANJUNATH et al., 1987; NAUC e MANJUNATH, 2000; MOURA et al., 2006b) e,
em bovinos, elas s3o denominadas BSP A1/A2, BSP A3 e BSP 30-kDa (MANJUNATH e THERIEN,
2002). Estas proteinas sdo estruturalmente relacionadas, compostas de peptideos de cadeia
Unica, acidicas, com massas moleculares variando de 15-16 kDa (BSP A1/A2 e A3) a 28-30 kDa
(BSP 30-kDa), apresentando dois dominios do tipo I, semelhantes aos da fibronectina (ESCH et
al.,, 1983; CALVETE et al., 1996), os quais lhes conferem a capacidade de se ligarem a

fosfolipideos (MOREAU et al., 1998) e a heparina (CHANDONNET et al., 1990).

Uma série de estudos tem mostrado que as BSPs ligam-se aos espermatozdides no
momento da ejaculagdo, interagindo com fosfolipideos contendo colina, abundantes em sua
membrana plasmatica (DESNOYERS e MANJUNATH, 1992; MANJUNATH et al., 1994; MOREAU et
al., 1998), promovendo a remogdo de fosfolipideos (THERIEN et al., 1999; TANNERT et al., 2006)
e colesterol (THERIEN et al., 1998; MOREAU et al., 1999; MOREAU e MANJUNATH, 2000), o que
resulta numa reducdo consideravel na proporcao entre colesterol:fosfolipideos, um dos passos
iniciais da capacitacdo espermatica. Além disso, essas proteinas permanecem ligadas a
membrana espermatica durante seu trajeto no trato reprodutivo feminino. Posteriormente, ao
atingirem o oviduto, essas proteinas auxiliam na interacdo entre os espermatozdides e o

epitélio do oviduto (GWATHMEY et al., 2003, 2006), bem como formam sitios de ligacdo para a
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heparina e HDL na membrana espermatica (THERIEN et al., 1995, 1997), os quais, de forma

independente (LANE et al., 1999), completariam o processo de capacitagao espermatica.

A ligacdo das BSPs a membrana espermatica aumenta o nimero de sitios de ligacdo para
a heparina e outros galactosaminoglicanos (THERIEN et al., 2005) os quais passam a reagir com
os espermatozoéides (MILLER et al., 1990). Concomitantemente, os espermatozdides também
interagem com a lipoproteina de alta densidade (HDL), estimulando uma segunda remocgao de
colesterol, reduzindo ainda mais a relacdo colesterol:fosfolipideos, o que desestabiliza a
membrana espermatica e inicia vias de transducdo de sinais que regulam a expressdo de
receptores para glicoproteinas da zona pelucida, entre outros, tornando os espermatozoéides
aptos a sofrer a rea¢do acrossémica (BENOFF et al., 1993; THERIEN et al., 1998). Os processos
mediados pelas BSPs que resultam na capacitacdo espermatica sugerem que diferencgas
detectadas em suas concentracdes nos fluidos reprodutivos podem influenciar a fertilidade.
Embora correlacées significativas entre a concentracdo de BSPs no plasma seminal e a
fertilidade ainda ndo tenha sido estabelecida (NAUC e MANJUNATH, 2000), achados recentes
demonstram que a concentracdo destas proteinas no fluido das glandulas acessérias de touros
de alta fertilidade estdo relacionadas a uma maior capacidade de penetracdo de odcitos
homoélogos por espermatozédides epididimais de touros de baixa fertilidade (MOURA et al.,
2007a). Além disso, foi detectada também uma associacdo entre a concentracdo de BSPs e
resultados de fertilidade in vivo, medida pela taxa de ndo retorno ao estro, apds inseminacao
artificial das fémeas com sémen congelado (MOURA et al., 2006a). Estes resultados sugerem
gue estas proteinas sdao candidatos, em potencial, a funcionarem como marcadores para a

fertilidade em bovinos.
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2.2.2. PROTEINAS LIGADORAS DE HEPARINA

A heparina é um acglcar pertencente ao grupo dos galactosaminoglicanos (GAG),
abundante no trato reprodutivo feminino (LEE e Ax, 1984; LEE et al., 1986), sendo um dos
indutores da capacita¢cdo espermatica em bovinos (HANDROW et al., 1982; MILLER e HUNTER,
1986; THERIEN et al., 1995), interagindo com os espermatozdides por meio de proteinas ligadas

a membrana plasmatica (CHANDONNET et al., 1990; NASS et al., 1990; THERIEN et al., 1995).

Uma série de proteinas com capacidade de se ligar a heparina (HBP) sdo secretadas no
trato reprodutivo masculino, principalmente pelas glandulas vesiculares, préstata e glandulas
bulbo-uretrais (MILLER et al., 1990), mas nao pelo epididimo (McCAULEY et al., 1996), tendo sua

expressao regulada por andrégenos (NASS et al., 1990).

Utilizando ensaios de ligacdo a heparina marcada radioativamente, MARKS e AX (1985)
observaram que espermatozéides oriundos de touros de alta fertilidade possuem maior
afinidade por esse aclcar que aqueles oriundos de touros de baixa fertilidade, apesar de os dois
grupos apresentarem quantidades equivalentes de sitios de ligagcdo para heparina na membrana
espermatica. Estes resultados sugerem que a afinidade, e ndo a quantidade de sitios de ligacao
para a heparina na membrana, estaria relacionada ao potencial reprodutivo dos
espermatozédides. De fato, cinco familias de HBP foram identificadas no trato reprodutivo de

bovinos (MILLER et al., 1990) com diferentes afinidades pela heparina. Dentre elas, o complexo
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HBP-B5, formado por multiplas proteinas com massas moleculares de 14-18, 24 e 31 kDa

(MILLER et al., 1990), é o que apresenta maior afinidade por esse agucar (BELLIN et al., 1994).

Buscando compreender melhor se esse complexo protéico, de fato, poderia servir para
estimar a fertilidade dos machos, um experimento foi conduzido, utilizando touros
andrologicamente equivalentes, tanto em termos de desenvolvimento testicular quanto de
qualidade seminal. Os animais foram mantidos com as fémeas por um periodo de 2 meses, e as
taxas de prenhez foram determinadas 60 dias apds o final da estacdo de cobertura. Os
resultados mostraram que touros que apresentavam o complexo HBP-B5 ligado a membrana
espermatica, mas ndo detectavel no plasma seminal apresentaram fertilidade 17% maior que
aqueles com outros perfis (BELLIN et al., 1994). Uma hipdtese é que os espermatozdides desses
animais apresentem maior capacidade de se ligar ao complexo HBP-B5 presente no plasma
seminal, conferindo a essas células melhor habilidade de capacitacdo. De fato, quando
reprodutores de capacidade androldgica e seminal semelhante sdo agrupados com base no
conteudo de HBP na membrana espermatica, pode-se detectar diferencas de até 40% nas taxas

de prenhez (BELLIN et al., 1996).

Um dos componentes desse complexo HBP-B5, com massa molecular de 31 kDa e
secretado pelas glandulas vesiculares e prostata foi denominado antigeno associado a
fertilidade (Fertility-Associated Antigen — FAA) (BELLIN et al., 1998; McCAULEY et al., 1999). Um
estudo utilizando touros de diferentes racas, com idéntica capacidade de servico, expostos a
novilhas em estro mostrou que, independentemente da raca ou idade, touros com uma
guantidade detectdvel de FAA ligado a membrana espermadtica apresentaram fertilidade 9%

maior que aqueles cuja ligacdo do FAA com a membrana plasmatica ndo pbéde ser verificada
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(BELLIN et al., 1998). Além disso, fémeas inseminadas com sémen contendo FAA ligado aos
espermatozéides apresentaram fertilidade 16% maior ao primeiro servico que aquelas
inseminadas com espermatozéides FAA negativos (SPROTT et al., 2000). Adicionalmente, a
inclusdao de FAA recombinante em amostras de sémen processadas rotineiramente para
inseminac¢do artificial melhorou, significativamente, a percentagem de acrossomos intactos
(87% vs. 68,7%) e a fertilidade, expressa pelas taxas de ndo retorno ao estro, medidas 60 dias
apos a inseminacdo (39% vs. 32%; AX et al., 2007). Estes beneficios foram mais aparentes em
touros subférteis comparados aqueles de fertilidade normal. Dado que espermatozdides de
animais subférteis ndo apresentam quantidades detectaveis de FAA na membrana plasmatica, é
possivel que o FAA recombinante adicionado as amostras estabilize a membrana plasmatica e
acrossdmica dos espermatozdides e aumente o numero de sitios de ligacao de heparina,
afetando, positivamente, a capacitacdo espermatica, explicando seus efeitos benéficos sobre a

fertilidade dos animais.

Outro componente do complexo HBP-B5 também tem sido relacionado a fertilidade dos
animais. A mobilidade eletroforética do HBP-24 (24 kDa) e a homologia da seqiiéncia de
aminodcidos permitiu a identificacdo desta proteina como sendo o inibidor tecidual das
metaloproteinases 2 (TIMP-2) (CALVETE et al., 1996; McCAULEY et al., 2001). Assim como o FAA,
touros mais férteis puderam ser discriminados entre os demais com base na presenca da HBP-
24 ligada aos espermatozodides (BELLIN et al., 1996, 1998). O TIMP-2 é sintetizado no testiculo e
estd presente no fluido epididimal em ovinos (METAYER et al., 2002b) e nas glandulas sexuais
acessoOrias em bovinos (MOURA et al., 2007a), e atua modulando a funcdo de enzimas como a

matrix metalloproteinase 2 (MMP2). A MMP2 é sintetizada pelas células de Sertoli (ROBINSON
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et al., 2001) e atua no remodelamento da matriz extracelular durante a espermatogénese.
Metaloproteinases fazem parte do conteudo acrossémico e atuam facilitando a fusdo entre os
gametas (DIAZ-PEREZ e MEIZEL, 1992; CORREA et al., 2000). Dado que o TIMP-2 se liga a
membrana espermatica (McCAULEY et al., 2001), é possivel que sua relagdo com os indices de
fertilidade se devam a sua atuagdo modulando a a¢do dessas metaloproteinases durante a

fertilizagao.

Proteinas com afinidade pela heparina (HAP) também estdo presentes em grande
quantidade no plasma seminal caprino (LA FALCI et al., 2002). Estes autores observaram que
uma HAP de 178 kDa estava presente no plasma seminal apenas durante a estagdo sexual,
enquanto outra, de 119 kDa, era muito mais abundante durante a estacdo nao sexual. A
incubacdo de espermatozdides ejaculados na presenca da HAP de 119 kDa causou perda total
de motilidade dentro de 5 minutos, com importantes danos ao acrossomo. O mecanismo
preciso através do qual essa proteina inibe a motilidade espermatica ainda ndo foi determinado,
mas o seu conhecimento permitiria melhorar a compreensdo sobre como o plasma seminal

modula a funcdo espermatica.

2.2.3. PROSTAGLANDINA D SINTETASE

Uma das proteinas associadas a fertilidade inicialmente identificadas por KILLIAN et al.
(1993) foi, posteriormente, identificada por western blotting e seqlienciamento N-terminal

como sendo a prostaglandina D sintetase (GERENA et al., 1998). A prostaglandina D sintetase
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(PGDS) atua enzimaticamente catalisando a isomerizacdo de prostaglandina H2 em
prostaglandina D2 (URADE et al., 1985), existindo em duas formas distintas, uma dependente e
outra independente da glutationa (URADE et al., 1987; URADE e HAYAISHI, 2000a). A isoforma
identificada no plasma seminal bovino apresenta massa molecular de 26 kDa (KILLIAN et al.,
1993) e pertence ao grupo GSH-independente, que, além de atuar enzimaticamente, € membro
de uma familia de proteinas transportadoras de substancias hidrofébicas conhecidas como

lipocalinas (PERVAIZ e BREW, 1987).

Alguns autores tém sugerido que a PGDS GSH-independente apresentaria multipla
atividade, mediando a conversdao de prostaglandina D2 no meio intracelular e funcionando
como lipocalina quando presente no meio extracelular e fluidos corporais (TANAKA et al., 1997;
URADE e HAYAISHI, 2000b). No testiculo, a PGDS esta presente nas células de Sertoli e Leydig e
nas células germinativas em bovinos (RODRIGUEZ et al., 2000a). Contudo, sua express3o sé foi
detectada em tubulos seminiferos contendo espermatides alongadas, nos estagios finais da
espermatogénese (RODRIGUEZ et al., 2000a; GERENA et al., 2000). Utilizando técnicas de
northern blotting e hibridizacdo in situ, a expressao de PGDS foi observada em células epiteliais
da cabeca, corpo e cauda do epididimo bovino (RODRIGUEZ et al., 2000a), sendo mais
abundante nas células principais da cabeca (GERENA et al., 2000). Em roedores, sua expressao
no testiculo aumenta com a maturidade sexual, em torno de 40 vezes, e parece acompanhar o
aparecimento dos primeiros espermatozoéides (SAMY et al., 2000). J& em ovinos, a PGDS ja é
expressa no testiculo e epididimo durante o desenvolvimento fetal (FOUCHECOURT et al.,
2003). No entanto, a proteina sé é detectada no epididimo durante a puberdade (por volta de 5

meses), em diferentes isoformas com massa molecular de 30 kDa e pls variando de 4,2 a 5,5 e
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convertendo-se em isoformas de 27 kDa e pls 4,5 a 6,5 a medida que o animal amadurece
(FOUCHECOURT et al., 2003). Esta proteina é um dos principais componentes do fluido
epididimal de ovinos e eqiiinos (FOUCHECOURT et al., 1999, 2000) e sua expressdo é regulada
por andrégenos (FOUCHECOURT et al., 1999). Dado que, em ovinos, a PGDS n3o estd envolvida
na sintese de prostaglandinas (FOUCHECOURT et al., 2002), sua relagdo com a fertilidade dos
animais parece estar relacionada a sua capacidade de transportar substancias hidrofébicas,
incluindo testosterona e retindides entre os diversos compartimentos do trato reprodutivo
(SAMY et al., 2000; FOUCHECOURT et al., 2002). Apesar de ser mais abundante em touros de
alta fertilidade (KILLIAN et al., 1993; FOUCHECOURT et al., 2002), a PGDS estd presente em
quantidades varidveis em animais com diversos niveis de fertilidade (FOUCHECOURT et al.,
2002), o que sugere que esta proteina seja benéfica, mas ndo crucial para a fertilidade. Além
disso, achados recentes mostraram que diferentes isoformas de PGDS presentes no fluido da
cauda do epididimo, com massa molecular entre 24 e 27 kDa e pls indo de 5,8 a 6,3, foram
detectadas de forma mais intensa em touros de baixa fertilidade, em comparacdo com touros
mais férteis (MOURA et al., 2006b). Nos espermatozdides, a PGDS se liga a regido apical do
acrossomo e deixa de ser detectada apds a reacdo acrossomica (GERENA et al., 2000). Embora
se acredite que sua relagao com a fertilidade esta relacionada a seu papel de lipocalina, o exato
mecanismo de acdo desta proteina ainda nao foi elucidado. Ainda que sua relacdo com a
fertilidade pareca ambigua em bovinos, é importante notar que apenas uma isoforma da
proteina esta presente no plasma seminal, associada positivamente com a fertilidade e

diferindo das isoformas presentes na cauda do epididimo, relacionada negativamente. E
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provavel que, durante a ejaculagdo, as formas epididimais sejam modificadas de alguma forma,

alterando-as funcionalmente.

2.2.4. OSTEOPONTINA

A osteopontina, uma das proteinas associadas a fertilidade presentes no plasma seminal
de touros (KILLIAN et al., 1993) foi inicialmente isolada da matriz éssea bovina (FRANZEN e
HEINEGARD, 1985) e estd presente em diversos tecidos e fluidos bioldgicos, em diferentes
isoformas (SENGER et al., 1989; CANCEL et al., 1997). Nos fluidos do trato reprodutivo bovino,
foram encontradas isoformas de osteopontina variando de 14 a 70 kDa (CANCEL et al., 1997,
1999; ERIKSON et al., 2007), possivelmente resultado de modificagdes pds-traducionais, tais
como clivagem, glicosilacdo e fosforilagdo (PATARCA et al., 1993; SORENSEN et al., 1995;
MOURA, 2005). A osteopontina detectada no plasma seminal bovino é acidica, com massa
molecular de 55 kDa, sendo sua intensidade em géis bidimensionais cerca de 2,6 vezes maior
em touros de alta fertilidade, em comparacdo com reprodutores de fertilidade abaixo da média
(KILLIAN et al., 1993; CANCEL et al., 1997). BRANDON et al. (1999) relatam que a osteopontina
também esta relacionada a fertilidade em garanhdes. Em ovinos, a OPN foi detectada no plasma
seminal de animais jovens utilizando western blots, como duas isoformas de 14 e 50 kDa, mas
ndo se sabe se ela esta associada a parametros seminais ou fertilidade nesta espécie (SOUZA et
al., 2004). Achados recentes sugerem que a osteopontina presente no plasma seminal bovino

seja oriunda do fluido das glandulas sexuais acessérias (CANCEL et al., 1999), sendo que sua
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intensidade em mapas protéicos do fluido das glandulas acessdrias também esta associada a

fertilidade dos touros (MOURA et al., 2006a).

A osteopontina (OPN) é expressa nos testiculos, principalmente em tubulos contendo
espermatides alongadas (SIITERI et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2000b; LUEDTKE et al., 2002),
sugerindo que, tal como a PGDS, sua expressdo seja regulada pelo ciclo das células
germinativas. A OPN também é expressa no epididimo, sendo detectada tanto no fluido, quanto
ligada aos espermatozéides (SITERI et al., 1995; CANCEL et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000b).
Em suinos, polimorfismos no gene da OPN também foram associados, positivamente, a

motilidade espermatica e ao niumero de crias nascidas vivas (LIN et al., 2006).

Sendo a OPN uma molécula de adesdo, é possivel que sua associacdo com a fertilidade
se deva a capacidade de mediar a ligacdo dos espermatozéides aos odcitos. Estruturalmente, a
OPN apresenta uma sequéncia RGD conservada, a qual tradicionalmente estda associada a
interacdo com integrinas (BUTLER, 1995). Em humanos, a clivagem da OPN aumenta sua
afinidade pelas integrinas, o que melhora sua capacidade de mediar a adesdo celular (HELLUIN
et al., 2000; DENHARDT et al., 2001). Além das integrinas, a osteopontina também interage com
o receptor CD44, mediando a adesdo celular de forma independente do dominio RGD (WEBER
et al., 1996). Resultados de seqlienciamento mostraram que a OPN humana também apresenta
sitios de ligacdo para heparina (DENHARDT et al., 2001), sugerindo que ela poderia atuar na
capacitacdo espermatica, mas ainda faltam resultados experimentais para confirmar esta

hipotese.
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Inimeros tipos celulares no testiculo apresentam integrinas na membrana plasmatica,
incluindo células de Sertoli, peritubulares e basais, além de espermatides (SALANOVA et al.,
1995; GIEBEL et al., 1997; SHINOHARA et al., 1999), sugerindo que a OPN pode mediar a adesdo
intercelular ou a migracao das células germinativas durante o ciclo espermatogénico (MOURA,
2005). Nos espermatozdides, ela foi detectada na cabega, peca intermedidria e cauda em
roedores (SIITERI et al. 1995) e bovinos (ERIKSON e KILLIAN, 2004; ERIKSON et al., 2007), mas
com menor intensidade na cauda, em comparacdo com as demais regides da célula
espermatica. Estudos com fertilizacdo in vitro, em bovinos, mostraram que a exposicdo de
odcitos a anticorpos anti-OPN isolada do leite (36 kDa) reduziu, significativamente, o nUmero de
espermatozédides ligados (88% vs.32%) (GONCALVES et al., 2007). Resultado idéntico foi obtido
guando espermatozdides ejaculados foram pré-incubados com o mesmo anticorpo (88% vs.
50%) (GONCALVES et al., 2007). Da mesma forma, incubacdo de espermatozdides e odcitos com
anticorpos anti-integrinas reduziu, significativamente, o nimero de espermatozdides ligados
(73% vs. 35%) e a taxa de fertilizacdo (82% vs. 40%) (GONCALVES et al., 2007). Além disso, a
adicao de osteopontina ao meio de cultivo melhora, significativamente, as taxas de clivagem
embrionaria no dia 4 e o desenvolvimento de blastocistos nos dias 8 e 11 (GONCALVES et al.,
2003). Por outro lado, em camundongos cujo gene que codifica a OPN foi inativado através de

knock-out, o desenvolvimento embrionario foi prejudicado (WEINTRAUB et al., 2004).

Considerando que tanto espermatozdides (FUSI et al., 1996; REDDY et al., 2003) quanto
odcitos (D’CRUZ, 1996) possuem integrinas ligadas a membrana plasmadtica, o envolvimento
dessas proteinas no processo de fertilizacdo (BRONSON e FUSI, 1990; ALMEIDA et al., 1995) e os

resultados com fertilizacdo in vitro em bovinos (GONCALVES et al., 2003, 2007) e suinos (HAO et
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al., 2006), bem como a presenca de osteopontina nos fluidos do oviduto (GABLER et al., 2003;
HAO et al., 2006), é possivel sugerir um modelo para explicar os efeitos benéficos da OPN sobre
a fertilidade. O modelo mais provdvel para a atuagdo da osteopontina durante a fertilizacdo
sugere que a OPN se ligaria a integrinas e CD44 presentes na membrana espermatica durante a
ejaculacdo, permanecendo ligada a membrana durante o trajeto no trato reprodutivo feminino.
Além disso, a OPN presente no oviduto também interagiria com integrinas presentes na
membrana oocitaria. Uma vez que os espermatozéides atingissem o oviduto, mais moléculas de
osteopontina poderiam se ligar a membrana espermdtica. Devido a propriedade da OPN se ligar
a outras moléculas de osteopontina (KAARTINEN et al., 1999), as moléculas de OPN interagiriam
com integrinas e outras moléculas de osteopontina presentes na membrana dos odcitos,

favorecendo a fertilizagao.

2.2.5. FOSFOLIPASE A2

Fosfolipases A2 sdo proteinas de baixa massa molecular (14 a 60 kDa), membros de uma
familia de fosfolipases que catalisam a remocdo de acidos graxos em posicdes especificas
(CHAMINADE et al., 1999), promovendo a conversdo de fosfolipideos em lisolipideos. No trato
reprodutivo de ruminantes, essas enzimas estdo presentes nos espermatozdides e no plasma
seminal (RONKKO et al., 1991; ROLDAN e FRAGIO, 1993; RIFFO e PARRAGA, 1996; SOUBEYRAND
et al., 1997). A fosfolipase A2 (PLA2) tem sido envolvida na modificacdo de lipideos na
membrana espermdtica, como parte do processo de maturacdo epididimaria (RONKKO, 1992;
UPRETI et al., 1999). Recentemente, MOURA et al. (2006a) observaram que isoformas de PLA2

presentes no fluido das glandulas sexuais acessdrias apresentavam maior intensidade nos géis
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protéicos de touros de alta fertilidade, em comparagao com animais com indices de ndo retorno

mais baixos.

O mecanismo preciso pelo qual a PLA2 é mais prevalente em animais de alta fertilidade
ainda é questdo de especulagdo, mas sabe-se que a fosfolipase A2 presente no plasma seminal
exerce fung¢do antimicrobiana (WEINRAUCH et al., 1996; BOURGEON et al., 2004). Além disso,
em camundongos, cuja expressao do gene codificante da PLA2p foi bloqueada através de knock-
out, os espermatozdides apresentaram problemas de motilidade e reducao de sua capacidade
fertilizante (BAO et al., 2004). Adicionalmente, a PLA2 liga-se a membrana espermadtica
(BREITBART e SPUNGIN, 1997) e estd presente em quantidade considerdvel no oviduto bovino
(GRIPPO et al., 1994). Considerando-se, ainda, que esta enzima produz lipideos fusogénicos, tais
como lisolipideos e acidos graxos livres, os quais desestabilizam a bicamada lipidica de
membranas biolégicas (ROLDAN e FRAGIO, 1993), é provavel que esta enzima favoreca a
fertilidade dos animais promovendo desorganizacdo das membranas espermaticas e induzindo
a reacdo acrossOmica quando os espermatozdides atingem o oviduto (LEPAGE e ROBERTS,
1995). Por outro lado, excesso de atividade de fosfolipase A2, conforme observado no plasma
seminal caprino durante a estacdo ndo sexual (LA FALCI et al., 2002), poderia produzir
lisolipideos em excesso, os quais causariam danos a membrana plasmadtica, especialmente
guando os espermatozdides fossem conservados em meios ricos em fosfolipideos (DOUARD et

al., 2005).
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3. ESTUDO 1: VARIACOES NO PERFIL PROTEICO DO PLASMA SEMINAL ASSOCIADAS
AO DESENVOLVIMENTO TESTICULAR E PRODUCAO ESPERMATICA DE CARNEIROS
SANTA INES

3.1.INTRODUCAO

A regido Nordeste concentra quase a metade do contingente populacional ovino do
Brasil, estimado em cerca de 16 milhGes de cabecas e composto por animais
predominantemente deslanados, utilizados para a producdo de carne e pele. Dentre os
inUmeros tipos de ovinos existentes na regido, a raca Santa Inés vem apresentando um
acentuado desenvolvimento devido ao seu porte, qualidade de carcaca e da pele (OLIVEIRA e
LIMA, 1994). Apenas ha alguns anos, comegou-se a produzir dados mais consistentes acerca do
desenvolvimento sexual de cordeiros Santa Inés (MOURA et al., 1999; SOUZA et al., 2000), os
quais enfatizam que o crescimento testicular destes animais esta fortemente associado ao
desenvolvimento corporal e peniano em animais jovens. Carneiros desta raga iniciam a
producdo dos primeiros espermatozéides por volta de 23 semanas (semanas) de vida, e atingem
a puberdade, em média, as 28 semanas (SOUZA et al., 2001). Mesmo iniciando a producdo
espermatica bastante cedo, a percentagem de espermatozdides moveis mostrou variacdes
pequenas e graduais até cerca de 23 semanas, com alteracdes mais acentuadas apds esta fase.
J4 a motilidade progressiva s6 comecou a desenvolver-se mais intensamente apds 25 semanas e
valores acima de 70% de espermatozéides modveis foram observados a partir de 30 semanas.
Demonstrou-se ainda que a concentracdo espermatica apresentou valores elevados somente as

42 semanas de idade (SOUZA et al., 2003).
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Estes achados mostram que, apesar de células méveis poderem ser observadas ainda
nas primeiras semanas de vida, a capacidade de se mover progressivamente sé desenvolve-se
mais tarde. Este fato sugere que o epididimo e outras estruturas do trato reprodutivo masculino
influenciam aspectos da fungdo espermatica mais intensamente apenas por volta de 30
semanas, antes da concentracdo de testosterona na circulagao periférica atingir niveis maximos
(SOUZA et al., 2003). Esta capacidade do epididimo de viabilizar o desenvolvimento da
motilidade espermatica ja em idades jovens depende de altera¢cdes na composicao protéica de
suas secrecOes (BAKER et al., 2005). De fato, proteinas secretadas nos fluidos do trato
reprodutivo masculino, em especial no plasma seminal, estdo associadas a iniUmeros aspectos
da funcdo reprodutiva em ruminantes (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1994; 1996; 1998;

SPROTT et al., 2000; MOURA, 2005; MOURA et al., 2006a).

Nesse sentido, sugere-se que o perfil protéico do plasma seminal de ovinos Santa Inés
passa por alteragBes significativas ao longo do desenvolvimento reprodutivo, refletindo
associacdes com a funcdo espermatica e outros aspectos da maturidade sexual desses animais.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi determinar de que forma o perfil protéico do plasma

seminal de cordeiros Santa Inés se modifica durante o primeiro ano de vida.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. DESCRICAO DOS ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Dezesseis cordeiros da raga Santa Inés foram estudados entre as idades de 8 e 48
semanas de idade. Os animais foram desmamados aos 30 dias de idade e mantidos em baia
coletiva, recebendo alimentagdo a base de feno de gramineas (Pennisetum sp.; Cynodon sp.),
concentrado e mistura mineral. Semanalmente, avaliou-se o nivel de desbridamento do pénis
dos animais, utilizando uma escala de 0 a 5 (WIGGINS e TERRIL, 1953). Ao atingirem o grau 2,
por volta de 12 semanas de vida, iniciaram-se as tentativas de coleta de sémen por meio de
eletro-ejaculacao, utilizando eletrodo desenvolvido especialmente para utilizacdo em animais
jovens. O volume ejaculado e o turbilhonamento foram obtidos por observacdo direta do tubo
de coleta graduado. Imediatamente apds a coleta, uma aliquota de sémen foi tomada para
avaliacdo microscopica do percentual de espermatozéides moéveis e com motilidade
progressiva, e do percentual de células com defeitos morfolégicos (COLAS, 1980). Uma segunda
aliquota foi tomada e diluida (1:400) para determinacdo da concentracdo espermadtica, em
camara de Neubauer (EVANS e MAXWELL, 1987). O restante do ejaculado era prontamente

transportado ao laboratdrio, para separacdo do plasma seminal.
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3.2.2. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL E ANALISE DOS MAPAS PROTEICOS

No laboratdrio, as amostras de sémen foram centrifugadas duas vezes (1000 g, 15 min.,
4°C) para obtencdo do plasma seminal. O sobrenadante (plasma seminal) foi aliquotado e
congelado (-80°C) para posterior utilizacdo, descartando-se os espermatozoides. A concentracado
protéica das amostras foi determinada (BRADFORD, 1976) pela média de triplicatas, utilizando

albumina sérica bovina (BSA) para construcao de uma curva-padrao.

Para a preparacao dos géis, um volume contendo 150 ug de proteinas foi misturado a
um volume de tampdo de re-hidratacdo (8M uréia, 1M tiouréia, 2% CHAPS, 10% glicerol, 2%
anfélitos na faixa de pH 4 a 7, 25 mM DTT e 0,002% de azul de bromofenol) em uma quantidade
suficiente para completar 250ul. Esta mistura foi adicionada as canaletas da bandeja de re-
hidratacdo e incubada com tiras de gradiente de pH imobilizado (Amersham Biosciences, USA)
de 13 cm, com faixa de pH linear indo de 4 a 7, por um periodo de, aproximadamente, 20 horas.
A focalizacdo isoelétrica foi feita em um equipamento Multiphor Il (Amersham Biosciences,
USA) com a seguinte programacao: 200V (30 min.), 500V (30 min.), 1000V (60 min.), 2500V (60
min.) e 3500V (5 hr.), totalizando 21.700 Vh. Apds a focalizacdo, as tiras foram equilibradas no
tampao de equilibrio | (6M uréia, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 29,3% glicerol, 2% SDS e 1% DTT) por
15 min. Em seguida, foram incubadas por mais 15 minutos com a solucdo de equilibrio Il
(mesma composi¢do da solugdo I, substituindo-se o DTT por 2,5% de iodoacetamida). Apds a
etapa de equilibrio, as proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE; 12,5%T,
2,6%C, 250V, 25mA) com base em sua massa molecular em equipamento Hoefer SE 600

(Amersham Biosciences, USA). Apds esta separacao, que durou cerca de 5 horas, os géis foram
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fixados por cerca de 15 horas e revelados com nitrato de prata (BLUM et al., 1987). Em seguida,
os géis foram digitalizados em equipamento ImageScanner Il (Amersham Biosciences, USA) e as

imagens salvas no formato tiff.

Os géis foram analisados utilizando-se o programa PDQuest (Bio-Rad Laboratories, USA).
Para isso, foi criado um grupo de imagens (matchset) das amostras coletadas as 15, 18, 20, 24,
28, 30, 34 e 48 semanas de idade. O grupo era composto por 3 amostras nas idades de 15 e 20
semanas e por 6 amostras nas demais idades, totalizando 40 géis. O gel principal (master gel) foi
um gel representativo do grupo de 30 semanas de idade e outras proteinas consistentemente
presentes nas demais amostras foram adicionadas. Proteinas presentes em diversas regides dos
géis foram usadas como marcos de orientagdo para se associar cada proteina nos diferentes
géis, de acordo com a metodologia descrita por MOURA et al. (2006b), de modo que cada
proteina, em cada gel, estivesse representada no gel principal. A quantificacdo das proteinas
nos géis foi dada como partes por milhdo (PPM) da densidade dptica total integrada de todas as

proteinas, de acordo com o programa.

3.2.3. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado neste experimento. As diferengas
entre as idades quanto a expressao das proteinas foi apresentada na forma de media * erro-
padrdo. Correla¢des de Pearson foram calculadas entre as intensidades dos spots nos mapas

protéicos e caracteristicas seminais dos animais em idades selecionadas (p < 0,05; SAS, 2003).
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3.3.RESULTADOS

A circunferéncia escrotal dos animais apresentou crescimento significativo entre 8 e 36
semanas de idade (Figura 1.1), com variacdes ndo significativas apds essa idade. O crescimento
médio entre o aparecimento dos primeiros espermatozoides no ejaculado (23 semanas) e a
puberdade (28 semanas) foi de 0,14 * 0,01 cm/dia, sendo esta a fase de desenvolvimento

testicular mais acelerado (p<0,01).

A percentagem de espermatozdides moveis elevou-se apenas de 4 para 12% entre 15 e
19 semanas de idade, e para 20% as 23 semanas (Figura 1.1). Variacdes mais significativas foram
observadas entre 23 e 28 semanas (64%), coincidindo com a fase de maior crescimento
testicular. Espermatozdides com motilidade progressiva sé foram observados por volta de 25
semanas de idade, apresentando aumentos significativos (p<0,05) até a idade de 30 semanas,
guando atingiu 65% de células progressivamente modveis (Figura 1.1). Apds 30 semanas, foram
observados ainda pequenos aumentos desse parametro, mas sem diferencas significativas

(p>0,05).

O total de espermatozdides com anormalidades morfoldgicas foi maximo as 15 semanas
de idade (88%), reduzindo-se para 30 + 2% as 28 semanas e 15,8 + 1% as 36 semanas, com
pequenas variacoes dai em diante (Figura 1.1). Em idades mais jovens (15 a 24 semanas), as
principais anormalidades incluiram defeitos de cabeca e gota citoplasmatica proximal. Entre 25
e 31 semanas, periodo em que os animais atingiram a puberdade, o numero de

espermatozoéides com defeitos de cabega diminuiu consideravelmente, contando menos de 2%
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do total de anormalidades espermaticas. Apds 34 semanas, os defeitos menores predominaram
com maior intensidade, sendo os mais comuns as caudas dobradas ou fortemente enroladas,

gotas citoplasmaticas distais e cabegas normais isoladas.

A concentragdo espermdtica manteve-se reduzida nas primeiras semanas de vida (Figura
1.1E), mas com aumentos importantes entre 29 semanas (50 + 10 x 10° células/ml) e 32
semanas (410 + 47 x 10° células/ml). Estas variacdes nao foram significativas, possivelmente
devido a grande variabilidade observada entre individuos. As variagdes mais significativas foram
observadas entre 34 semanas (390 + 35 x 10° células/ml) e 44 semanas (1,21 + 0,2 x 10°
células/ml), estabilizando-se ao redor de 1 bilhdo de células por mililitro de sémen apds essa
idade. O total de espermatozdides ejaculados apresentou variagdes muito semelhantes as

observadas para concentracdao espermatica, seguindo as mesmas tendéncias (Figura 1.1F).

Os mapas representativos das proteinas do plasma seminal nas diversas idades sao
mostrados na Figura 1.2. Foram encontrados 186 + 10 spots protéicos nos géis oriundos de
amostras coletadas as 48 semanas, quantidade semelhante a encontrada as 34 (183) e 30 (179)
semanas de idade. Os mapas representando 34 e 48 semanas apresentaram uma seqiiéncia de
spots de 63 kDa (pl 4,2 a 5,0; seta “e”, Figura 1.2) que ndo estava presente nas idades mais

jovens.
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Figura 1.1: Variacdes na circunferéncia escrotal e qualidade do ejaculado em funcdo da idade
em carneiros da raca Santa Inés (média * EP). Letras diferentes representam

diferencas significativas (p<0,05).
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Os géis produzidos com amostras de 28 semanas de idade também apresentaram
quantidade equivalente de spots (170), sendo as principais diferencas para as idades posteriores
a auséncia de spots acidicos na faixa de 150 kDa (Figura 1.2, seta “a”) e um menor nimero de
spots entre 40 e 50 kDa (pls de 5,0 a 5,7). Ao contrario dos mapas produzidos com amostras dos
animais mais maduros, uma grande diferenga no nimero de spots foi observada entre os géis
de 15 semanas (45 spots) e os de 28 semanas (170 spots; Figura 1.3). Nos animais mais jovens
(15 semanas), os spots mais representativos restringiram-se a dois trens acidicos de 34 e 27 kDa
(seqliéncias 1 e 2, respectivamente; Figura 1.2, caixa 9) e uma série de spots de 16 kDa (pls de
4,6 a 6,4; Figura 1.2, caixa 10). Entre 15 e 18 semanas, as diferencas mais marcantes foram a
nitida secrecdo de proteinas ao redor de 35 kDa (Figura 1.2, caixas 2, 3, 4, 5 e 6) e uma

seqliéncia na regido basica, por volta de 28 kDa (Figura 1.2, caixa 8).

A medida que os animais amadureceram, novas proteinas foram detectadas no plasma
seminal. Nos mapas de 20 semanas de idade, seqiiéncias de elevada massa molecular (158 a
160 kDa) (Figura 1.2, setas “b”, “c” e “d”) foram detectadas, além de outras proteinas nas
regioes 3, 4 e 5, diferentemente dos mapas obtidos em idades mais jovens. Ja entre 20 e 24
semanas, um aumento consideravel foi observado tanto no nimero de spots detectados (96
para 134) quanto na intensidade dos mesmos, com exce¢ao daqueles apresentados na caixa 4
(Figura 1.2). Apesar de menos evidentes, pequenas diferencas ocorreram entre 24 e 28

semanas, especialmente na intensidade dos spots presentes nas regides 2, 3, 6 e 9 (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Mapas bidimensionais representativos das proteinas do plasma seminal obtido de
carneiros Santa Inés nas idades de 15, 18, 20, 24, 28, 30, 34 e 48 semanas de vida.
Para cada idade, um gel principal foi construido pelo programa PDQuest. Os géis

foram revelados por prata (BLUM et al., 1987).
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cada regiao dos mapas 2D mostrados na Figura 1.1.



66

Mudangas quantitativas na secre¢do dos spots em fungao da idade foram mais evidentes
durante a fase pré-pubere (Figura 4). Os spots indicados pelas setas “b”, “c” e “d” (158 a 160
kDa) e caixa 1 (90 kDa) apareceram nos mapas pela primeira vez na idade de 20 semanas (Figura

1.2).

Entre 20 e 24 semanas, a intensidade dos spots de elevada massa molecular (158 a 160
kDa) aumentou em 1,7 a 3,3 vezes e aquela dos spots da caixa 1, aumentou 21 vezes. Proteinas
presentes nas caixas 2 (95 kDa) e 3 (90 kDa) comecaram a ser detectadas as 18 semanas, mas
sua expressao mostrou-se bastante aumentada as 20 (2,5 vezes) e 24 semanas (3,9 vezes), com
pequenas mudancas as 28 (1,6 vezes) e 48 semanas (1,2 vezes). Ja os spots na faixa de 43 kDa
(caixa 6), quase indetectaveis as 15 semanas, foram visualizados claramente apenas as 18
semanas. As principais variagdes na expressao desses spots deram-se entre 20 e 24 semanas
(12,4 vezes) e entre 24 e 28 semanas (1,5 vezes), mas sem grandes alteracbes em idades
subsequentes. A regido 9 dos mapas (Figura 1.2) apresenta duas seqliéncias protéicas, ambas ja
detectdveis as 15 semanas. A intensidade da seqliéncia 1 desta regido aumentou,
gradualmente, entre 15 e 28 semanas (1,04 a 1,5 vezes), com pequenas alteracbes
posteriormente. De outra forma, a seqliéncia 2 mostrou mudancas mais marcantes neste
periodo, aumentando 6,3 vezes entre 15 e 18, 7,6 vezes entre 20 e 24 e 1,7 vezes entre 24 e 28

semanas de idade nos carneiros Santa Inés.

Detectaram-se, também, relacdes entre a intensidade de alguns spots nos mapas
protéicos de amostras obtidas as 48 semanas de idade e parametros espermaticos. Dois spots
(38 kDa, pl 4,5 e 15 kDa; pl 6,8) estavam significativamente associados a concentracdo

espermatica dos ejaculados (R’=0,92; p<0,001). Da mesma forma, outros dois spots de baixa
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massa molecular (16 e 10 kDa, pl 5,3) também estavam relacionados com a motilidade
espermatica observada nos ejaculados as 48 semanas (R2=O,91; p<0,001). Além disso, foi
detectada ainda uma relagdo entre a intensidade de outro spot de massa molecular
intermediaria (56 kDa, pl 5,0) e a motilidade espermatica progressiva média detectada entre as
idades de 42 a 48 semanas (R?=0,64; p<0,01). Esses spots foram detectados no plasma seminal

dos animais ja as 15 semanas de idade, ainda que com intensidade bastante reduzida.
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3.4.DISCUSSAO

Este trabalho discute aspectos do desenvolvimento sexual de cordeiros Santa Inés ao
longo do primeiro ano de vida. Os resultados mostram que a expressao de varias proteinas no
plasma seminal se estabelece progressivamente a medida que o animal amadurece,
especialmente na fase de transicdo entre a pré-puberdade e puberdade. Esse é o primeiro

estudo a acompanhar essas mudancas no desenvolvimento sexual em ovinos deslanados.

O numero total de spots protéicos detectados nos géis 2D do plasma seminal aumentou
principalmente entre 15 e 28 semanas, periodo em que ocorreram mudancas importantes no
desenvolvimento testicular e na qualidade do sémen. Este periodo também foi marcado por
altera¢des quantitativas substanciais em inumeros spots. Varias proteinas ja eram expressas
desde as 15 semanas (Figura 1.2, caixa 9 e Figura 4), outras as 18 semanas (Figura 1.2, caixas 2,
3 e 6), enquanto outras tantas passaram a ser detectadas somente as 20 semanas de idade no
plasma seminal (Figura 1.2, setas “b”, “c” e “d” e caixa 1). Outra mudanca substancial foi
detectada entre 20 e 24 semanas e, em menor intensidade, entre 24 e 28 semanas. Dessa
forma, nota-se que as principais mudancas no perfil protéico do plasma seminal ocorrem
imediatamente antes ou concomitantemente com mudancas ocorridas no quadro seminal,
especialmente no que se refere a motilidade espermatica e defeitos morfoldgicos. Apds as 28
semanas, somente diferencas discretas ocorreram no perfil protéico, acompanhadas de

variacOes também pequenas na motilidade espermatica.
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Apesar da maior parte das mudangas na expressdao de proteinas no plasma seminal
ocorrerem na transicdo entre pré-puberdade e puberdade (15 a 28 semanas), alguns spots
foram detectados exclusivamente nas idades pds-puberes. Seqliéncias protéicas (Figura 1.2, “a”;
150 kDa e “e”; 63 kDa) foram detectadas as 30 e 34 semanas, respectivamente, quando
alteragGes importantes no volume ejaculado e na concentragao espermatica sao verificadas.
Mais especificamente, a intensidade dos spots da seqiiéncia “e” aumentou 3,2 vezes entre 34 e
38 semanas, exatamente quando a concentracdo espermatica aumenta cerca de 4 vezes. Estas
altera¢des na seqliéncia “e” coincidem ainda com a fase em que se detectam as maiores
concentracOes de testosterona na circulagdo periférica, embora outras mudancas tenham
ocorrido no perfil protéico sob concentracdes mais baixas desse hormonio. Estes achados

sugerem que algumas proteinas parecem ser reguladas, diferencialmente, pelos andrégenos

durante o desenvolvimento sexual.

Poucos estudos relatam alteracdes na secrecdo protéica do plasma seminal associadas a
idade, especialmente no carneiro. SYNTIN et al. (1999) demonstraram que a expressdo da
prostaglandina D sintetase no epididimo suino é regulada, diferentemente, ao longo do
desenvolvimento sexual, aparecendo, inicialmente, quando os primeiros espermatozdides
entram na regido anterior desse 6rgdo, por volta de 19 semanas de idade. Além disso, a
expressao de outras proteinas também se modificou em diferentes regides do epididimo
durante a pré-puberdade de suinos (SYNTIN et al., 1999), resultados que, em linhas gerais,
apresentam concordancia com o presente estudo conduzido com os animais Santa Inés. No caso

dos cordeiros Santa Inés, é bastante provavel que iniUmeras dessas proteinas expressadas
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diferencialmente com a idade estejam ligadas a fungao epididimal, devido as suas associa¢des

cronoldgicas com as variagdes na motilidade espermatica.

Dada a grande complexidade observada nos mapas protéicos de plasma seminal
produzidos nesse trabalho, principalmente naqueles obtidos durante e apds a puberdade (28
semanas), estes mapas foram divididos em regides, contendo seqiiéncias ou grupos especificos
de proteinas detectados nas diversas idades. Analises de mapas 2D de amostras de fluido da
cauda do epididimo (capitulo 3), plasma seminal e fluido das glandulas sexuais acessérias de
touros (MOURA et al., 2006a,b) e fluido da cauda do epididimo de ovinos e suinos adultos
(SYNTIN et al., 1999; DACHEUX e DACHEUX, 2002) e em humanos (DACHEUX et al., 2006)
evidenciam, claramente, que muitos das seqliéncias de spots protéicos observados sdo, na
verdade, isoformas das mesmas proteinas. Portanto, este também pode ser o caso de varias
seqliéncias de spots observadas nos mapas apresentados nesse trabalho, apesar de mais

estudos serem necessarios para se confirmar essa hipotese.

Os spots de 15 e 18 kDa expressos no plasma seminal dos animais ja as 15 semanas de
idade (Figura 1.2, caixa 10) apresentam massa molecular na mesma faixa das espermadesinas
descritas por Bergeron et al. (2005) no plasma seminal de carneiros adultos de racas européias.
Estas espermadesinas apresentam reag¢do cruzada com anticorpos contra proteinas do plasma
seminal bovino (BSP A1/A2 e A3) (BERGERON et al., 2005), sugerindo que possuem alguma
semelhanca estrutural. Além disso, proteinas semelhantes as BSPs ja foram identificadas no
plasma seminal de carneiros adultos (15 kDa, pls 4,7 a 5,2), usando o mesmo tipo de anticorpos
(JOBIM et al., 2005). E interessante notar que essas proteinas apresentam massa molecular e

faixa de pl comparaveis aquelas observadas na caixa 10 (Figura 1.2) e as BSPs A1/A2 e A3
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identificadas por imunoblots e espectrometria de massa no fluido das glandulas sexuais
acessOrias em bovinos (14 kDa, pls 4,8 a 5,2; MOURA et al., 2006a). Os spots protéicos
mostrados na caixa 10 localizaram-se numa faixa de pls de 4,2 a 6,6 (idades pds-puberes),
possivelmente em conseqiiéncia da estreita faixa de pH das tiras utilizadas (4 a 7). As BSPs sdo
sintetizadas nas glandulas sexuais acessorias, mais especificamente nas glandulas vesiculares, e
atuam no processo de capacitacdo espermatica em bovinos (MANJUNATH e THERIEN, 2002),
bem como sobre a motilidade espermatica (SANCHEZ-LUENGO et al., 2004) e sobre a formacao
do reservatorio espermatico no oviduto (GWATHMEY et al., 2006), mas as possiveis implicacdes

de proteinas semelhantes em carneiros jovens e adultos ainda é desconhecida.

Inimeros autores tém relatado associagcdes entre proteinas detectadas no plasma
seminal e a fertilidade dos reprodutores (MILLER et al., 1990; KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al.,
1996, 1998; MOURA et al., 2006b), bem como com aspectos da funcdo espermatica, incluindo a
motilidade (AMMAN et al., 1987; DIAMANDIS et al., 1999). Esses achados sugerem que existem
proteinas secretadas pelo trato reprodutivo masculino que modulam a funcdo espermadtica, de
certa forma favorecendo a fertilizacdo. No entanto, esses resultados devem ser interpretados
com cautela uma vez que, apesar de diversos parametros seminais serem indicativos do
potencial reprodutivo de um reprodutor, os mesmos refletem apenas alguns aspectos
necessarios para o sucesso da fertilizacdo e, portanto, podem ter relacdo limitada com os
indices de fertilidade desses animais (SMITH et al., 1981; MARTINEZ e LARSSON, 1998; ZHANG

etal., 1998).

Esse é o primeiro estudo a associar aspectos da puberdade e do desenvolvimento sexual

a variacoes no perfil protéico do plasma seminal ovino. Embora a caracterizacdo bioquimica e
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funcional destas proteinas ainda nao tenha sido concluida, as associa¢des entre expressao das
mesmas e aspectos do desenvolvimento sexual dos carneiros sugerem que estao relacionadas a
funcdo espermdtica e podem vir a serem indicadores da precocidade sexual dos animais.
Portanto, este trabalho mostra que a secre¢dao de proteinas no plasma seminal em cordeiros
Santa Inés ocorre de forma sincronizada com uma série de alteragdes complexas no
desenvolvimento sexual como um todo, ao longo do primeiro ano de vida desses animais. Estas
mudancas foram mais marcantes na fase de pré-puberdade, justamente quando os

espermatozdides comecaram a adquirir motilidade progressiva.

Os resultados mostrados nesse trabalho deverdo trazer novo enfoque sobre como as
proteinas sdo expressas no plasma seminal ovino desde idades jovens e de como as mesmas
modificam-se ao longo do desenvolvimento sexual dos animais. Além disso, demonstram que
existem proteinas com associacOes potenciais com alguns aspectos funcionais dos
espermatozdides, necessarios para que estas células atinjam o local de fertilizacdo no trato
reprodutivo feminino. Adicionalmente, esses achados devem servir de base para estudos com o
objetivo de melhor se compreender as interacdes entre proteinas especificas do plasma
seminal, fungdo espermatica e desenvolvimento sexual de carneiros, levando ao

desenvolvimento de estratégias que melhorem a eficiéncia reprodutiva desses animais.
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4. ESTUDO 2: PADRAO DE LIGACAO DAS PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL BOVINO
BSP A1/A2, BSP 30-kDa E OSTEOPONTINA A MEMBRANA DE ESPERMATOZOIDES
EJACULADOS ANTES E APOS INCUBACAO COM FLUIDOS DO OVIDUTO

4.1.INTRODUCAO

Diversos estudos tém demonstrado a existéncia de relagcdes significativas entre proteinas
dos fluidos do trato reprodutivo masculino e a fertilidade de touros de aptidao leiteira,
provados, cujo indice de fertilidade foi baseado em milhares de inseminagdes (KILLIAN et al.,
1993; MOURA et al., 2006, 2007ab). Estes indices mostravam-se correlacionados,
positivamente, com a quantidade de osteopontina e fosfolipase A, no plasma seminal, e,
negativamente, com a espermadesina Z13, além de, também, associacdo quadratica com a
(Bovine seminal plasma; BSP) BSP 30-kDa (KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2007a). Além
disso, animais cujo fluido das glandulas sexuais acessoérias (AGF) continha mais albumina, BSP
A1/A2, BSP 30-kDa, clusterina, osteopontina (OPN) e fosfolipase A,, e menos nucleobindin (NUC)
apresentaram maior potencial para estimular a capacidade de espermatozdides epididimais em
penetrar odcitos bovinos in vitro (MOURA et al., 2007b). A partir dos resultados, in vivo e in
vitro, fica claro que o plasma seminal e o fluido das glandulas acessérias possuem proteinas que

sdo marcadores da fertilidade em touros, incluindo a OPN e as BSPs.

As BSPs constituem cerca de 86% do total de proteinas detectadas no AGF bovino
(MOURA et al., 2007a) e promovem uma remocdo parcial de colesterol e fosfolipideos da

membrana espermdtica (MANJUNATH e THERIEN, 2002), bem como atuam na media¢do da
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ligacdo dos espermatozdides ao epitélio do oviduto e manutencdo da motilidade espermatica
nesse 6rgao (GWATHMEY et al., 2003, 2006). J& a osteopontina tem se mostrado como o
marcador mais significativo da fertilidade de touros leiteiros, sendo 4,5 vezes mais concentrada
no AGF de touros com os maiores indices de fertilidade, em comparagdo com os demais
(KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2007a). A OPN ja foi detectada em inumeros tecidos
(FRANZEN e HEINEGARD, 1985; MAZZALI et al., 2002; JOHNSON et al., 2003; DENHARDT, 2004;
RANGASWAMI et al., 2006), atuando em diversas funces, como migracdo e adesdo celular,

estimulagao do sistema imune, mineralizagao de tecidos e preveng¢ao da apoptose.

Sendo a OPN uma molécula que atua na adesao intercelular, propGe-se que a mesma
participaria também na interacdo entre espermatozdide e odcito durante a fertilizacdo
(MOURA, 2005), hipétese apoiada por experimentos recentes conduzidos com fertilizagdo in
vitro de odcitos bovinos (GONCALVES et al., 2006) e suinos (HAO et al., 2006). As proteinas do
fluido das glandulas acessérias, tais como a OPN e as BSPs, ligam-se aos espermatozdides
durante a ejaculacdo e acredita-se que permanecam ligadas até o momento da fertilizacdo. A
membrana espermatica também sofre alteracdes apds a ejaculacdo, especialmente em sua
composicao protéica, por ocasido do contato com os fluidos do oviduto (KILLIAN, 2004), apesar

de a identidade da maior parte dessas proteinas ndo ser conhecida.

Informacgdes sobre as interacdes das proteinas com a membrana espermatica e sobre
como estas interacées modificam-se por ocasido da exposicdo dos espermatozdides aos fluidos
do trato reprodutivo feminino podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos de
funcionamento das proteinas associadas a fertilidade. Portanto, o objetivo deste trabalho é

avaliar a distribuicdo topografica e a intensidade de ligagdo das proteinas BSP A1/A2, BSP-30kDa
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e OPN a membrana de espermatozdides ejaculados e apds exposicao destas células in vitro as

secre¢Oes do oviduto.

4.2.MATERIAL E METODOS

4.2.1. DELINEAMENTO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O padrdo de ligacdo das proteinas BSP-A1/A2, BSP-30kDa e osteopontina foi avaliado em
espermatozéides obtidos de sémen fresco e, em seguida, exposto seqliencialmente aos fluidos
do istmo (IODF) e da ampola (AODF) do oviduto. Foram utilizadas amostras de sémen de cinco
touros Holandés, submetidos as seguintes condi¢des: 1. Espermatozéides ejaculados; 2.
Espermatozdides ejaculados incubados com IODF; 3. Espermatozéides ejaculados + IODF
incubados com AODF. De cada um desses tratamentos foram colhidas aliquotas de células

espermaticas para o procedimento de imunocitoquimica e analise por microscopia confocal.

4.2.2. COLETA DO FLUIDO DO OVIDUTO

Amostras de fluidos do oviduto (ODF), tanto do istmo quanto da ampola, foram
coletadas por meio de cateteres inseridos nos respectivos segmentos, de acordo com a

metodologia descrita por KAVANAUGH et al. (1992). Imediatamente apds a coleta, as amostras
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foram centrifugadas (10.000 g, 60 min., 4°C), para remog¢do de residuos celulares, e
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C). Nos mesmos dias de coleta de ODF, amostras de
sangue foram, também, obtidas para determinagdo das concentracdes de progesterona pela
técnica de radioimunoensaio. As amostras foram obtidas durante, pelo menos, dois ciclos
estrais consecutivos de cada vaca. Amostras de fluido da fase nao-luteal do ciclo estral, cuja
concentragdo de progesterona era menor que 1,5 ng/ml, foram agrupadas para cada fémea.
Para todas as incubagbes com os espermatozdides, utilizou-se a combinacdo de amostras de

ODF de trés vacas diferentes.

4.2.3. PREPARACAO DOS ESPERMATOZOIDES E INCUBACOES COM FLUIDO DE

OVIDUTO

Este experimento utilizou o sémen de cinco touros Holandeses adultos, procedentes de
centrais de inseminacao artificial, rotineiramente submetidos a coleta de sémen (duas vezes por
semana). Para as analises descritas neste estudo, utilizaram-se dois ejaculados de cada touro,
contendo no minimo 80% de células mdveis. Apds a coleta por vagina artificial, o sémen foi
mantido em banho-maria (37°C) o tempo suficiente para analise microscopica. Em seguida, as
amostras foram diluidas (1:3) em meio modificado de Tyrode (MTM) (PARRISH et al., 1988)
previamente mantido em incubador (39°C, 5% CO,, 12 horas) e centrifugadas (700 g, 10 min.).
Este procedimento foi repetido duas vezes, para a completa remocdo do plasma seminal.

Finalmente, os espermatozdides foram novamente suspensos (1:5) em MTM suplementado
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(MTMS; 1 mM piruvato; 100 Ul/ml penicilina G; 100 pug/ml estreptomicina) e uma pequena

aliquota dessa suspensao foi tomada para determinagdo da concentragdo espermatica.

Aliquotas contendo 5 x 10° espermatozéides foram processadas para imunocitoquimica
(1CC) utilizando anticorpos policlonais (produzidos em coelhos) contra a BSP-A1/A2, BSP-30-kDa
e osteopontina. Do restante da amostra, outras aliquotas com 50 x 10° células espermaticas
foram retiradas e incubadas por 4 horas (39°C, 5% CO,) em um meio contendo 50% de MTMS e
50% de fluido do istmo (v/v). Ap6s esta incubagdo, uma fracdo (5 x 10° células) foi retirada para
ICC, enquanto o restante das células foi lavada em MTMS (700 g, 10 min.) e novamente
incubada em MTMS + fluido da ampola (50% v/v), durante 60 minutos, nas mesmas condi¢Ges
descritas acima. Em seguida, novas aliquotas foram tomadas para ICC (Figura 2.1). Sendo o ODF
um meio capacitante (KILLIAN, 2004), uma outra aliquota de células ejaculadas foi incubada
com heparina (10 pg/ml) para servir de controle positivo para a capacitacdo espermatica. Outra

aliquota foi incubada apenas em MTMS, servindo como controle negativo.

Apéds cada incubagdo, uma aliquota de 100 pl foi tomada e exposta por cerca de 10
minutos (37°C) a lisofosfatidilcolina (LPC; 60 pg/ml) e albumina (BSA; 50 pg/ul) para induzir a
reacao acrossdmica em espermatozéides capacitados (PARRISH et al., 1988). Em seguida, um
volume de 10 pl dessa solugdo foi utilizado para confeccdo de esfregacos (Fast Green FCF/
Eosina B) avaliados sob microscopia 6ptica, contando-se 100 células por animal, em cada
tratamento, para determinacdo do numero de espermatozdides capacitados. Foram
considerados capacitados os espermatozdides vivos e com acrossomo reagido em resposta ao

LPC.
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Espermatozoides ejaculados de 5touros

Remocdo do plasma seminal (500 g; 10 min.)
Lavagem 2xMTM (10 ml)

Contagem dos espematozoides
Imunocitequimica (ICC; 55P-30, A1,0FN)

Incubag2o (50 milhdes. 120 min., 39°C, 5% CO;)
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50% AODF {v/vem MTM)
Esfregacos — g

Figura 2.1: Diagrama esquematico ilustrando o delineamento experimental dos tratamentos
com espermatozdides ejaculados e apds incubacdo com fluidos do oviduto.
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4.2.4. IMUNOCITOQUIMICA

Amostras de espermatozodides obtidas antes e depois das incubagées com o ODF foram
fixadas em paraformaldeido (PFA; 2% em PBS) por 10 minutos (4°C), sob leve agita¢do. Seguiu-
se a dupla lavagem das amostras em PBS (10.000 g, 5 min.) e a incubagcdo em tampdo de
bloqueio, composto de PBS + 0,1% Tween-20 (PBS-T), adicionado de 5% de BSA, sob leve
agitacdo (4°C, 120 minutos). Apds este periodo, os anticorpos primarios foram adicionados a
cada tratamento (1:200 para BSP-A1/A2 e BSP-30kDa, e 1:100 para osteopontina), e a incubacgdo
prolongou-se por mais 120 minutos. O material foi lavado novamente (PBS-T; 10.000 g, 5 min.)
para remocdo dos anticorpos primarios nao ligados e, em seguida, incubados com anticorpos
secundarios conjugados com FITC (Sigma Inc., USA; 1:300) por 60 min., nas mesmas condicdes
das demais incubagdes, porém, sob auséncia de luz. Ao final, os espermatozdides foram
novamente lavados em PBS-T e os esfregacos confeccionados utilizando-se anti-fade (Invitrogen

Corp., USA), em ambiente de baixa luminosidade.

Os anticorpos primarios contra as BSPs foram previamente isolados do anti-soro de
coelhos (MOURA et al., 2006b), fornecidos gentilmente pelo Dr. P. Manjunath (University of
Montreal, Canada). Os anticorpos policlonais contra osteopontina foram desenvolvidos também

em coelhos, e especificos contra OPN bovina (36 kDa) purificada do leite (GABLER et al., 2003).
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4.2.5. OBTENCAO DAS IMAGENS UTILIZANDO MICROSCOPIA CONFOCAL E
ANALISE ESTATISTICA

As imagens das células submetidas a imunocitoquimica foram capturadas através de
microscopia confocal, utilizando-se o programa FluoView (v. 9.0, Olympus Inc., USA) na forma
de arquivos tiff de 24 bits, compostos de uma série de cortes seqiienciais tomados a cada 0,125
pum, num total de 5 um. As imagens foram processadas pelo aplicativo Autodeblur &
Autovisualize (v. X, Media Cybernetics Inc., USA) e a intensidade da fluorescéncia quantificada
(em pixels) nas regides dos espermatozdides onde houve reacdo positiva de fluorescéncia. A
intensidade de ligacdo média de todos os planos tomados de cada célula foi comparada pelo
teste de Duncan (SAS, 2003; p < 0,05) entre as diferentes regides do espermatozdide, e dentro e
entre os tratamentos de incubacdo para cada regido celular (1. SPTZ ejaculados (controle), 2.
SPTZ + |IODF, 3. SPTZ + IODF + AODF). Para fins destas analises, a intensidade da fluorescéncia foi
guantificada nas seguintes regides dos espermatozdides: peca intermedidria, regides equatorial,
pds-equatorial e acrossdmica (Figura 2.2). As células com acrossomo intacto ou reagido foram

analisadas separadamente.
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Segmento equatorial

Acrossomo

Peca
Regiio pos- intermediaria
equatorial

Figura 2.2: ldentificacdo das regides do espermatozéide bovino ejaculado, nas quais se
guantificou a intensidade de fluorescéncia. A imagem representa reacdo especifica
para a BSP-30kDa.
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4.3.RESULTADOS

Reacgdo positiva para BSP-A1/A2 foi detectada na pega intermediaria, regides equatorial
e pods-equatorial e acrossomo dos espermatozdides, em todos os tratamentos (Figura 2.3). A
anadlise dos diferentes planos de varias células mostrou fluorescéncia significativamente mais
intensa na pec¢a intermedidria, em comparagdo com o restante das células (Figura 2.4),

independente das condi¢des de incubacgao.

Figura 2.3: Topografia de ligacdo da proteina BSP-A1/A2 a membrana de espermatozdides
bovinos ejaculados (a) e para células com acrossomo intacto apds exposicao ao fluido
do istmo (b) e da ampola (c) do oviduto da fase ndo luteal do ciclo estral. A topografia
de células com acrossomo alterado também é mostrada para IODF (b’) e AODF (c’). As
imagens foram produzidas a partir de imunofluorescéncia em microscopia confocal.
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espermatozoide, dentro de cada tratamento.
Lefras maitsculas mostram variagdes significativas (p <0.05) entre tratamentos, para cada regido

das células.

Figura 2.4: Comparag¢des quantitativas da intensidade de ligagdo da proteina BSP-A1/A2 a
regioes especificas da membrana (acrossomo intacto) de espermatozéides bovinos
ejaculados e apds contato com os fluidos do oviduto.
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Figura 2.5: Comparac¢des quantitativas da intensidade de liga¢do das proteinas BSP-A1/A2, BSP-
30kDa e osteopontina (OPN) a membrana acrossémica em células com acrossomo
intacto e ndo-intacto de espermatozdéides bovinos ejaculados e apds contato com os
fluidos do oviduto.
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Esta fluorescéncia na peca intermedidria tornou-se mais intensa apds incubagdao com os
fluidos do oviduto, mas sem alteragdes significativas nos demais segmentos celulares (Figura 2.4).
As células com acrossomo reagido apresentaram a mesma topografia de ligagdo com a proteina
BSP A1/A2 em comparagdo com as células intactas, mas a intensidade da fluorescéncia tornou-se
34 e 47% menor (p < 0,06) no segmento acrossémico apds contato com os fluidos do istmo e da

ampola, respectivamente (Figura 2.5).

O modelo de ligagdo da BSP-30kDa aos espermatozoides foi semelhante aquele
observado para a BSP-A1/A2. Da mesma forma, a imunoreacdo mais intensa foi observada na
peca intermedidria, tanto para células expostas ou ndo ao ODF (Figuras 2.6 e 2.7). Além disso,
nos espermatozdides com acrossomo reagido, a fluorescéncia apresentou reducdo de 4,9 e 3,6

vezes apos exposicao aos fluidos do istmo e da ampola, respectivamente (Figura 2.5).
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Figura 2.6: Topografia de ligacdo da proteina BSP-30kDa a membrana de espermatozdides
bovinos ejaculados (a) e para células com acrossomo intacto apds exposicao ao fluido
do istmo (b) e da ampola (c) do oviduto durante a fase ndo luteal do ciclo estral. A
topografia de células com acrossomo alterado também é mostrada para IODF (b’) e
AODF (c’). As imagens foram produzidas a partir de imunofluorescéncia em

microscopia confocal.
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Figura 2.7: Comparagdes quantitativas da intensidade de ligacdo da proteina BSP-30kDa a
regioes especificas da membrana (acrossomo intacto) de espermatozéides bovinos
ejaculados e apds contato com os fluidos do oviduto.

A ligacao da osteopontina foi identificada na regido pds-equatorial e na extremidade do
acrossomo em espermatozéides ejaculados (Figura 2.8), apresentando fluorescéncia 3 vezes
mais intensa (p < 0,05) no acrossomo em comparacdao com o segmento pds-equatorial (Figura
2.9). Entre as células com acrossomo intacto, a incubacdo com o IODF por 4 horas causou um
aumento na ligacdo da OPN com a regido pds-equatorial das células espermaticas (p < 0,05). No
entanto, exposi¢cdo ao fluido da ampola ndo alterou a intensidade de ligacdo desta proteina.
Também ndo foram verificadas alteracdes no segmento acrossébmico (Figura 2.9), como

resultado da exposicao ao fluido do istmo ou ampola. Espermatozéides com acrossomo reagido
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apresentaram reducgdo significativa na intensidade da fluorescéncia neste segmento (4,1X e
3,6X, respectivamente) por ocasido do contato com fluido proveniente do istmo ou ampola do

oviduto (Figura 2.5).

Figura 2.8: Topografia de ligacdo da osteopontina (OPN) a membrana de espermatozdides
bovinos ejaculados (a) e para células com acrossomo intacto apds exposicdo ao fluido
do istmo (b) e da ampola (c) do oviduto da fase nao luteal do ciclo estral. A topografia
de células com acrossomo alterado também é mostrada para IODF (b’) e AODF (c’). As
imagens foram produzidas a partir de imunofluorescéncia em microscopia confocal.

A maior percentagem de células capacitadas e capazes de reacdo acrossOmica em
resposta ao LPC ocorreu apds exposicdo das células aos fluidos do istmo (39,8% e 79%) e
ampola (20,5% e 69,3%, respectivamente) em comparacdo aos espermatozdides expostos

apenas ao MTMS (12,3% e 49,3%) e a heparina (23,7% e 38,9%; Figura 2.10).
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Figura 2.9: Comparag¢des quantitativas da intensidade de ligacdo da osteopontina (OPN) a
regioes especificas da membrana (acrossomo intacto) de espermatozdides bovinos
ejaculados e apds contato com os fluidos do oviduto.
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Figura 2.10: Percentagem de espermatozéides ejaculados capacitados e com acrossomo reagido
apos incubacdao com heparina e fluidos do istmo e ampola do oviduto.
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4.4.DISCUSSAO

Este estudo mostra informacgdes detalhadas sobre a topografia das proteinas BSP-A1/A2,
BSP-30kDa e osteopontina a espermatozéides ejaculados bovinos e apds contato com os fluidos do
istmo e ampola do oviduto. Uma vez que nenhum dos anticorpos contra essas proteinas mostrou
reacdo detectdvel em espermatozdides epididimarios (dados ndo mostrados), parece claro que
estas proteinas originam-se do fluido das glandulas sexuais acessérias e se ligam aos
espermatozdéides durante a ejaculacdo. De fato, tanto as BSPs quanto a OPN ja foram identificadas
em mapas protéicos oriundos do fluido das glandulas acessdrias de touros (MOURA et al., 2007a),
mas ndo em amostras de fluido oriundo da cauda do epididimo (MOURA et al., 2006b).
MANJUNATH et al. (1994) descreveram uma leve reatividade para a BSP-30kDa em
espermatozdides oriundos da cauda do epididimo bovino, mas mesmo utilizando concentracGes de
anticorpos 50% maiores que as descritas nesse trabalho tal resultado ndo foi confirmado no

presente estudo.

A associacdo das BSPs com a membrana da cabeca espermatica estd em consonancia com o
modelo proposto de que as BSPs contribuem com a remocdo de colesterol e fosfolipideos da
membrana espermatica (MANJUNATH e THERIEN, 2002). De acordo com este modelo, as BSPs
permaneceriam ligadas a membrana dos espermatozdides desde a ejaculacdo, ao longo do trajeto
no trato reprodutivo feminino. Ao chegarem ao oviduto, os espermatozdides ligados as BSPs
interagem com o HDL presente no fluido, desencadeando uma segunda remocdo de colesterol e
fosfolipideos da membrana, evento essencial para o processo de capacitacao espermatica. Achados

recentes mostram ainda que as BSPs também atuam na interacdao dos espermatozdides com o
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epitélio do oviduto, facilitando a preservagdao da motilidade e viabilidade espermatica durante

armazenamento temporario naquele 6rgao (GWATHMEY et al., 2006).

O modelo proposto para a atuacdo das BSPs pressupde que elas permanecem ligadas aos
espermatozéides desde a ejaculagdo até atingir o oviduto no trato reprodutivo feminino. Os
resultados sobre as ligagdes das BSPs com a membrana espermatica, desde a ejaculagdo até a
exposicao aos fluidos do oviduto, forneceram as primeiras evidéncias experimentais apoiando esta
hipdtese, apesar de algumas mudangas na intensidade da ligagdo terem sido observadas. Naquelas
células sem o acrossomo intacto, as intensidades da fluorescéncia para a BSP-A1/A2 e BSP-30kDa
foram reduzidas significativamente na regido acrossOmica por ocasido da exposicdo ao IODF e
AODF. Estas mudancas podem ser resultado da fusao entre as membranas do acrossomo, parte da
reacdao acrossdOmica, ou mesmo produto de reestruturacdo na membrana espermatica, devido a
mudancas nas proporcoes de colesterol e fosfolipideos, as quais sdo, em parte, moduladas pelas

proprias BSPs.

Os fluidos do oviduto tém a capacidade de induzir a reagdo acrossémica in vitro em
espermatozdéides bovinos capacitados (KILLIAN, 2004). Além disso, o ODF é rico em apolipoproteina
Al e lipoproteinas de alta densidade (HDL) as quais interagem com fosfolipideos e BSPs na
membrana espermética, também modificando sua composicdo (THERIEN et al., 1997; MANJUNATH
e THERIEN, 2002). Adicionalmente, a albumina comp&e mais de 85% de todas as proteinas
presentes nos fluidos do istmo e da ampola, independente da fase do ciclo estral (SOUZA et al.,
2007). Sabe-se que, entre outras funcbes, a albumina pode atuar no efluxo de colesterol da
membrana plasmatica e atuar no processo de capacitacdo espermatica (SINGLETON e KILLIAN,

1983; GO e WOLF, 1985; VISCONTI e KOPF, 1998). Sugere-se, portanto, que o oviduto propicia um
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ambiente favoravel as modificagdes na membrana espermatica, as quais promovem alteragdes na

topografia da intensidade de ligagdo das BSPs com a regido acrossémica das células.

A fluorescéncia para as BSPs na peca intermedidria dos espermatozdides apresentou
intensidade muito maior do que nas demais regides da célula, independente dos tratamentos a que
foram submetidos. Uma forte imunoreacdo de anticorpos anti-BSP-A1/A2 (PDC-109) na pega
intermediaria ja havia sido relatada anteriormente em espermatozdides bovinos ejaculados
(AUMULLER et al., 1988), mas a explicagdo para estes resultados ainda é meramente hipotética.
Estes autores sugerem, por exemplo, que a localizacao dessas BSPs em uma regido rica em
mitocondrias poderia indicar que essas proteinas poderiam afetar a motilidade espermatica. Apesar
de receptores protéicos para as BSPs ndao terem sido identificados até o momento, ficou
demonstrado que a BSP-A1/A2 estimula ou mantém a motilidade espermdtica e a atividade de
ATPases ligadas a membrana (GWATHMEY et al., 2003; SANCHEZ-LUENGO et al., 2004). A conexdo
funcional entre a ligacdo das BSPs a peca intermediaria e a estimulacdo da atividade mitocondrial e
motilidade espermatica sugere multiplas fun¢des para as BSPs na preparacdo dos espermatozéides
para a fertilizacdo. Apesar de ndo ter sido testado nesse trabalho, é possivel que as BSPs ativem ou

regulem a hipermotilidade espermatica, como parte do processo de capacitacao.

No presente estudo, detectou-se aumento ndo explicado na ligacdo da BSP-A1/A2 a peca
intermediaria dos espermatozdides apds exposicado aos fluidos do oviduto. Baseando-se em achados
anteriores (KILLIAN, 2004) e na andlise de mapas protéicos de ODF por eletroforese 2D e
espectrometria de massa (MOURA et al., 2006; SOUZA et al., 2007), ndo ha evidéncia de que as BSPs
sejam expressas nos fluidos do istmo ou da ampola. Uma razdo plausivel para este aumento seria

gue componentes do ODF mediariam uma remodelagem da membrana espermatica, estimulando a
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ligacdo das BSPs na membrana da peca intermedidria. Alternativamente, componentes do ODF
poderiam remover ou modificar outras proteinas superficiais na membrana espermatica e alterar a

detecc¢do da fluorescéncia produzida pelo FITC.

A ligacdo da osteopontina aos espermatozodides ejaculados restringiu-se a extremidade do
acrossomo e a regidao pos-equatorial. Foi observado aumento na fluorescéncia deste ultimo
segmento apds exposicdo aos fluidos do istmo e da ampola. Nas células com alteracGes
acrossdmicas, houve reducdo notdria na ligacdo da osteopontina apds contato com as secre¢des do
oviduto. Estas observagdes sdo interessantes e inéditas, mas podem ser explicadas, pelo menos em
parte, pelo fato das secre¢des do oviduto conterem OPN (GABLER et al., 2003). A osteopontina
presente no oviduto pode ligar-se aos espermatozdides e contribuir para o aumento na
fluorescéncia observado na regido pds-equatorial. Contudo, nas células onde a imunoreatividade
acrossOmica diminuiu 4,9 e 3,1 vezes, apds incubacdo nos fluidos do istmo e da ampola,
respectivamente, é improvavel que mais OPN oriunda do ODF ligue-se a membrana espermatica. O
aparente declinio na ligacdo da OPN na regido acrossémica nessas células provavelmente deve-se a
fusdo e remodelamento de membranas que ocorre durante a reacdo acrossémica. Apesar de
aumentos concomitantes no numero de espermatozdides capacitados e com acrossomo reagido
(em resposta ao LPC) terem ocorrido apds exposicao ao ODF, a hipdtese de que a perda parcial da
OPN acrossomica é conseqliéncia do remodelamento de membrana ainda necessita de confirmacao
experimental. Mesmo assim, parece que os espermatozdides atingem o local de fertilizacdo com a
OPN firmemente ligada a regido pds-equatorial, mas com niveis variaveis de ligacdo na regido
acrossdmica. Entretanto, é necessario determinar se essas diferentes sub-popula¢des espermaticas

tém capacidades distintas de fertilizagdo. Além do mais, a ligacdo da OPN a regido central da célula
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espermatica é de grande relevancia, dado que a fusdo de membranas entre os gametas durante a
fertilizagdo ocorre justamente em segmentos proximos a regido equatorial do espermatozéide

(GADDUM-ROSSE, 1985).

A osteopontina é uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida nos processos de
adesdo celular e remodelamento de tecidos (LIAW et al., 1998; MAZZALI et al., 2002; DENHARDT,
2004; WAI e KUO, 2004). Apesar da disponibilidade de uma quantidade substancial de informacGes
sobre a atuagdo da osteopontina em diversos tecidos, pouco se conhece sobre o papel dessa
proteina no trato reprodutivo masculino. Baseando-se nas caracteristicas gerais da OPN e em
resultados de pesquisas conduzidas especificamente sobre a fisiologia reprodutiva, sugere-se que a
osteopontina media a interacdo espermatozoide-odcito durante a fertilizacgdo (MOURA, 2005;
MOURA et al., 2007a). Os resultados desse trabalho apdiam a referida hipotese, e permitem uma
melhor compreensdo das a¢des da osteopontina (Figura 2.11). Além de ligar-se a membrana

espermatica, a OPN também se liga a zona pelucida e a membrana do oécito bovino (Figura 2.12).
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Figura 2.11: Mecanismo proposto pelo qual a osteopontina (OPN) interage com os gametas. A

OPN se liga aos espermatozoéides (SPTZ) durante a ejaculacdo, possivelmente através
das integrinas ou CD44, permanecendo ligada até que estas células atinjam o local da
fertilizacdo. Contato com as secre¢des do oviduto reduz a ligagdo da OPN no
acrossomo de alguns SPTZ. A OPN ligada a membrana espermatica vai interagir com
a zona pellcida, e, estando no espaco perivitelino, com a membrana do odcito. Esta
ultima etapa envolve a OPN ligada a regidao central dos SPTZ, uma regido tipicamente
envolvida no processo de fusdao de membranas. Estes eventos iniciariam cascatas de
transducdo de sinais, explicando os efeitos benéficos da OPN sobre o
desenvolvimento embrionario.
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Figura 2.12: Deteccdo por imunofluorescéncia e microscopia confocal da osteopontina (OPN) na
membrana de odcitos bovinos pré-incubados com fluidos do oviduto bovino, que
contém OPN (GABLER et al., 2003). Os odcitos foram maturados in vitro e tiveram as
células do cumulus removidas (HASLER et al., 1995; GONCALVES et al., 2006). Apds
o cultivo, as células foram lavadas em TL-HEPES e incubadas com anti-OPN bovina
(100 pg/ml), o mesmo anticorpo utilizado na imunocitoquimica espermatica, por 60
min. (39°C, 5%C0,). Os odcitos foram novamente lavados, e incubados com
anticorpo secunddrio conjugado a FITC (1:300) por 30 minutos, novamente lavados,
e observados microscopicamente.

A partir destes resultados, propGe-se que a OPN adere ao espermatozdide e este
conjunto liga-se diretamente a zona pellcida ou a outras moléculas de osteopontina, uma vez
gue esta proteina é capaz de se ligar, fortemente, a outras moléculas de OPN com alta afinidade
(KAARTINEN et al., 1999; GOLDSMITH et al., 2002). Apds penetrar no espaco perivitelino, a

osteopontina ligada a regido pds-equatorial media a ligacdo entre as membranas dos gametas,
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seja através de integrinas ou CD44. A hipdtese de que a OPN se liga a espermatozdides e odcitos
através destes receptores baseia-se no fato de integrinas a, e as foram detectadas tanto na
membrana espermatica em bovinos (ERIKSON e KILLIAN, comunicagdo pessoal) e humanos
(FUSI et al., 1996; REDDY et al., 2003), quanto em odcitos (D’CRUZ, 1996). Glicoproteinas CD44
também estdo presentes na membrana espermdtica (BAINS et al, 2002) e oocitaria
(SCHOENFELDER e EINSPANIER, 2003), e a osteopontina interage com integrinas e CD44 em
diversos outros tipos de células (MAZZALI et al., 2002; RANGASWAMI et al., 2006). A ligacao
entre a OPN e integrinas/CD44 deve iniciar uma cascata de reacdes de sinalizagdo intracelular,
assim como ocorre em outros tipos celulares (WAI e KUO, 2004; RANGASWAMI et al., 2006),

influenciando o resultado da fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial.

A importancia da osteopontina nos processos reprodutivos também foi demonstrada em
experimentos com fertilizacdo in vitro. Estudos realizados demonstraram que a percentagem de
o6citos bovinos fertilizados (88,6 + 3,0%) foi significativamente reduzida (28,7 + 3,2%) pela
adicdo de anticorpos anti-OPN ao meio de fertilizacdo (ERIKSON et al., 2007). Além disso,
tratamento dos odcitos com ODF obtido na fase ndo luteal do ciclo estral ou com anticorpos
anti-OPN diminuiu a percentagem de blastocistos (no dia 8) e blastocistos eclodidos (dia 11) de
22 + 1% e 10,5 + 0,5% para 8 + 1% e 3 + 0,5%, respectivamente (GONCALVES e KILLIAN, dados
ndo publicados). A seqiiéncia de aminoacidos RGD (arginina-glicina-acido aspartico) na molécula
da osteopontina media sua ligacdo as integrinas a, e as (DENHARDT et al., 2001; WAI e KUO,
2004) e quando esta seqiiéncia RGD sofre mutacdo (LIAW et al., 1995; XUAN et al., 1995) a
capacidade da OPN de mediar a adesao intercelular é neutralizada. Tratamento de

espermatozdides ou odcitos com um peptideo contendo RGD, mas ndo com a seqiiéncia RGE
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(arginina-glicina-acido glutamico), ou com anticorpos anti-integrinas a, ou as, reduz o niumero
de espermatozéides ligados a zona pelucida e as taxas de fertilizagao, produzindo resultados
semelhantes aqueles obtidos pela adicdo de anticorpos anti-OPN. Resultados envolvendo a
seqliéncia RGD ou anticorpos anti-integrinas (GONCALVES et al., 2007) apdéiam a hipdtese de
que a osteopontina interage com os espermatozdides através das integrinas, apesar de mais

evidéncias experimentais serem necessarias para comprovar esta hipdtese.

A incubacdo de odcitos com OPN purificada do leite desnatado bovino promove
aumentos nas taxas de clivagem (de 78,1 + 1,3% para 85,8 + 1,4%), de desenvolvimento de
blastocistos no dia 8 (24,2 + 1,2% para 33,8 + 1,4%) e blastocistos eclodidos no dia 11 (10,6
1,6% para 18,5 + 1,4%; GONCALVES et al., 2003). Seguindo esta mesma linha de pesquisa, HAO
et al. (2006) mostraram que o tratamento do meio de fertilizagdo com OPN recombinante (de
ratos) melhorou as taxas de fertilizacdo de odcitos suinos em 41%. Além do mais, sémen bovino
congelado com diferentes concentracdes de osteopontina produziu melhores taxas de
fertilizacdo in vitro (78 a 85% X 69 a 75%) e desenvolvimento de blastocistos no dia 8 (37 a 45%

versus 29 a 33%) em comparacdo com sémen nao adicionado de OPN (GONCALVES et al., 2006).

Em resumo, desde que as associacdoes empiricas entre a OPN, as BSPs e a fertilidade
masculina foram inicialmente descritas (KILLIAN et al., 1993; CANCEL et al., 1997; MOURA et al.,
2006; 2007b), tem-se obtido uma melhor compreensdo sobre seus mecanismos de acdo,
especialmente no caso da osteopontina. As fungdes tanto das BSPs quanto da OPN nos gametas
baseiam-se em interacdes especificas com moléculas na membrana e estas interacdes
modificam-se em resposta a exposicao aos fluidos do oviduto. A ligacdo das BSPs a membrana

espermatica modula altera¢gdes no conteudo de colesterol e fosfolipideos, contato dessas
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células com o epitélio do oviduto e, possivelmente, a motilidade espermadtica. O modelo
proposto para a atuagao da OPN sugere que esta proteina media a interagdao espermatozoide-
odcito, influenciando a fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario. Estudos que objetivam
elucidar como proteinas associadas a fertilidade interagem e modulam a fungdo dos gametas
sao de importancia fundamental para viabilizar sua utilizagdo como marcadores da fertilidade

masculina.
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5. ESTUDO 3: ANALISE PROTEOMICA DO FLUIDO DA CAUDA DO EPIDIDIMO DE
TOUROS HOLANDES ADULTOS

5.1.INTRODUCAO

Os espermatozdides formados no testiculo irdo sofrer um processo de
maturacdo ao longo do transito epididimal. Esta maturacdo compreende uma série de
eventos que inclui alteragcdes na estrutura da membrana plasmatica, altera¢cdes nas
proteinas superficiais, modelacdo do citoesqueleto, entre outras (OLSON et al., 2003;
GATTI et al., 2004; SULLIVAN et al., 2005). O processo de maturacdo confere ao
espermatozéide a motilidade, e a capacidade de se ligar aos odcitos. Ao final do
transito epididimal, os espermatozdides permanecem armazenados na cauda do

epididimo, em um estado de metabolismo reduzido, por um periodo varidvel de tempo.

Sabe-se ainda que a secrecdo protéica ao longo do epididimo varia de acordo com a
regido (DACHEUX et al., 2005), e que é coincidente com a fase de maturacdo
espermatica. Baseando-se em estudos conduzidos com iniUmeras espécies, a atividade
secretdria parece ser mais intensa nas regides anteriores (DACHEUX et al., 2003),
sugerindo uma relacdo mais intensa com a maturacdo espermatica. Contudo, é na
cauda do epididimo, onde os espermatozdides ficam em estado latente, que existem
importantes mecanismos que previnem a capacitacdo precoce, o estresse oxidativo,
além de proteger as células espermaticas do sistema imunoldgico (HINTON et al.,

1995).
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Ja estda bem estabelecido que proteinas presentes no plasma seminal estejam
associadas a fertilidade de touros Holandés (KILLIAN et al., 1993). Duas dessas
proteinas foram identificadas como sendo a osteopontina (OPN; CANCEL et al., 1997) e
a prostaglandina D sintetase (PGDS; GERENA et al., 1998). Mais recentemente,
demonstrou-se que proteinas presentes em outros fluidos do trato reprodutivo
masculino, como o fluido das glandulas sexuais acessoérias (AGF; MOURA et al., 2007a)
ou o fluido da cauda do epididimo (CEF; MOURA et al., 2006) também sdo indicadores
da fertilidade em bovinos. A composi¢cdo protéica do plasma seminal (KILLIAN et al.,
1993; DESNOYERS et al., 1994; KELLY et al., 2006) e do fluido das glandulas sexuais
acessorias (MOURA et al., 2007a) ja é bem conhecida, contudo, apenas as principais
proteinas do CEF foram identificadas. Além disso, a identificacdo detalhada de
componentes do fluido da cauda do epididimo é um passo importante no sentido de se
compreender de que forma se dd a regulacdo da funcdo espermdtica no epididimo.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi utilizar uma abordagem proteémica para
identificar detalhadamente as proteinas presentes no fluido epididimal de touros

sexualmente maduros.
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5.2.MATERIAL E METODOS

5.2.1. DELINEAMENTO E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram obtidas amostras de fluido da cauda do epididimo (CEF) de 11 touros Holandés
maduros, canulados nos ductos deferentes (Figura 3.1). Com isso, foi possivel a coleta de CEF de
animais vivos, antes que ele se misturasse com as secrecdes das glandulas sexuais acessorias
(AGF). Imediatamente apds a coleta, as amostras foram centrifugadas (1000 g, 15 min.) para
separacdo dos espermatozoides, aliquotadas e congeladas em nitrogénio liquido. Estas
amostras foram utilizadas para a preparacao de mapas protéicos, através de eletroforese 2D, os
quais foram analisados pelo software PDQuest, sendo os spots identificados por espectrometria
de massa. Esta primeira analise do CEF mostrou que cerca de 21% da intensidade de todos os
spots dos géis era composta por albumina, prejudicando a identificacdo de proteinas menos

abundantes.
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Figura 3.1: Esquema mostrando a coleta de fluido da cauda do epididimo (CEF) em touros
cateterizados nos ductos deferentes, adaptado de HENAULT et al. (1995).
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Para contornar esse obstdculo, a albumina foi parcialmente removida das amostras
utilizando-se cromatografia de afinidade. Em seguida, essas novas amostras (depletadas) foram
utilizadas para a preparagao de novos mapas bidimensionais, novamente sujeitos a anadlise
computadorizada. Os spots detectados nesses novos géis, ndo identificados nos mapas

anteriores, foram também sujeitos a espectrometria de massa.

5.2.2. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Para preparacdo dos mapas protéicos, as amostras de CEF foram descongeladas a
temperatura ambiente e centrifugadas (10.000 g, 60 minutos, 4°C) para remocao de restos e
debris celulares. Do sobrenadante, determinou-se a concentracdo protéica, de acordo com a
técnica descrita por LOWRY (1951), usando-se albumina sérica bovina como padrdo. Um volume
de CEF contendo 500 pg de proteinas foi misturado a um volume de tampao de focalizacdo (5
ml B-mercaptoetanol, 57,1 g uréia, 20 ml NP-40 (10%), 5 ml anfélitos na mesma faixa de pH dos
géis, para um volume de 100 ml) suficiente para atingir 100 pl. Esta mistura foi adicionada ao
topo de géis de focalizagcdo de 13 cm em tubos de vidro, com faixa de pH variando de 3 a 7,6,
por um periodo de, aproximadamente, 20 horas. A focalizacdo foi feita segundo o programa:
200V (15 min.), 300V (30 min.), 400V (30 min.), 375V (16 a 18h), e 800V (60 min.), totalizando

cerca de 7.600 Vh.



104

Ap0s a focalizagao, os géis foram removidos dos tubos e as proteinas foram separadas
em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE), com gradiente de 10,5 a 17% por cerca de 8 horas, com
marcadores moleculares variando de 14 a 66 kDa (Sigma Chemical Co., USA). Apds a corrida, os
géis foram corados em Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250, descorados (40% metanol, 10%
acido acético em ddH,0) e digitalizados em densitdmetro GS800 (Bio-Rad Laboratories, USA). As
imagens desses géis (albumina ndo-depletada) foram salvos no formato .tiff, e analisadas pelo
aplicativo PDQuest, v. 7.3 (Bio-Rad Laboratories, USA). Apesar de ter sido possivel a deteccdo de
inUmeros spots protéicos, aquele correspondente a albumina constituia cerca de 21% do total
de proteinas do fluido da cauda do epididimo, dificultando, com isso, a localizacdo de proteinas

menos abundantes.

5.2.3. DEPLECAO DA ALBUMINA

Para contornar a interferéncia das albuminas, foi adotada metodologia para deple¢do da
albumina das amostras de CEF dos 11 touros utilizados na primeira fase. A deplecao consistiu na
utilizacdao de colunas de cromatografia de afinidade contendo matriz a base de Cibacron F3GA
(Aurum Serum Protein Kit, Bio-Rad Laboratories, USA). Amostras de CEF contendo 5 mg de
proteinas foram diluidas (1:3) em um tampdo de ligacdo de proteinas fornecido com o kit. As
colunas foram equilibradas com o mesmo tampao (5 min.) e centrifugadas (10.000 g, 20 seg.),

para secar a matriz. As amostras foram colocadas no topo da resina, as colunas foram agitadas
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imediatamente e apds 5 e 10 minutos para facilitar a interagdo entre as proteinas e a matriz. As

colunas ficaram em repouso por mais 5 min., totalizando 15 minutos de incubacao.

As colunas foram centrifugadas (10.000 g, 20 seg.), obtendo-se a fracdo ndo ligada a
matriz (pobre em albumina). Desta fra¢do, determinou-se a concentragdo protéica (LOWRY,
1951) e foram preparados novos mapas protéicos, conforme descrito acima. Os mapas
produzidos antes e apds a deplecdo da albumina foram analisados utilizando-se o aplicativo
PDQuest. Em ambos os grupos, apds a digitalizacdo dos géis, os spots foram cortados dos géis e

identificados por espectrometria de massa.

5.2.4. ANALISE COMPUTADORIZADA DAS IMAGENS

A analise dos mapas protéicos do CEF foi feita conforme descrito no capitulo 1. Foram
preparados matchsets utilizando as imagens dos géis preparados antes e apds a deplecdo da
albumina. Dessa forma, um gel principal foi construido representando todos os spots,
detectados em todos os géis. Conforme descrito (MOURA et al., 2007a), proteinas presentes em
regioes chave dos géis foram utilizadas como marcos de orientacdo para associa¢ao os spots nos
diferentes géis, de modo que cada spot, em cada gel, esteja representado no gel principal. A
quantificacdo das proteinas nos géis foi dada como parte por milhdo (PPM) da densidade dptica

total integrada total das proteinas.
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5.2.5. IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

5.2.5.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA (Q-ToF) - ANTES DA DEPLECAO

Os spots foram cortados dos géis da primeira fase do estudo (ndo depletados), lavados
(3X) em bicarbonato de amonia (100 ul; 25 mM), desidratados em acetonitrila (100 pl; 50% v/v)
e secados a vacuo (SpeedVac, Savant Inc., USA). Em seguida, foram incubados com tripsina
(37°C; 12,5 ng/ul em bicarbonato de amoénia 25 mM) (KOC et al., 2001) para digestdo dos
peptideos. Estes peptideos foram extraidos (2X) em acido férmico (25 ul; 5% v/v) por 20
minutos, secados a vacuo, e re-suspensos em acetonitrila (10 ul; 5% v/v, contendo 0,1% de
acido férmico). Os fragmentos da digestdo foram analisados por cromatografia liquida capilar
(Waters CapLC HPLC, Waters Corp., USA) associado a um espectrometro de massa Micromass

Q-ToF API US (ABBAS et al., 2005; MOURA et al., 2007b).

Os fragmentos proteoliticos (1 a 5 pl) foram injetados em solvente A
(acetonitrila/agua/acido férmico 1:95:0,1) por meio de uma bomba auxiliar da unidade de HPLC
em uma coluna C-18 (Waters Symmetry 300, filme de 5 um, 0,3 X 5 mm) para dessalinizacdo e
pré-concentracdo das amostras. Apds lavagem por 3 minutos em solvente A (20 pl/min.)
os peptideos foram injetados na coluna analitica (C-18, filme de 5 um, 0.075 x 150
mm), usando uma vdlvula de 10 portas. A cromatografia na coluna analitica foi corrida
em um gradiente (5 a 42%) de solvente B (acetonitrila/agua/acido férmico 95/5/0,2)
por 44 minutos. O espectrOmetro de massa foi calibrado utilizando-se fragmentos

ionicos de um produto Glu-Fib, de modo a se manter a precisdao em 10 ppm. O
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espectrometro Q-ToF foi ajustado para obter MS/MS de fragmentos tripticos em modo
dado-dependente para sele¢dao do ion precursor utilizando reconhecimento do estado
de carga e limite de intensidade como critérios seletivos, utilizando o programa

MassLynx v.4 SP1.

De modo a se obter os dados dos ions, foram realizadas varreduras (2 seg.) no
espectro m/z. De cada varredura, até 4 dos ions mais intensos, com base nos critérios
descritos acima, foram selecionados para obtengdao dos espectros de massa resultantes
da dissociacdo, através de colisdo na presenca de argbénio. Os espectros obtidos (6 a 8
seg.) foram analisados utilizando-se o ProteinLynx Global Server v.2.1, e convertidos
em listas de picos em arquivos de texto para busca em bancos de dados. Visando
identificar as proteinas, as listas de picos foram submetidas a base de dados NCBInr,
usando a ferramenta de busca MASCOT (Matrix Science Inc., USA). Como critérios de
buscas, assumiram-se que havia apenas uma clivagem perdida, que os peptideos eram
mono-isotdpicos, que os residuos de metionina estavam oxidados e que os residuos de
cisteina estavam carbamidometilados. A tolerdncia para a massa dos peptideos e

fragmentos foi ajustada para 1,2 e 0,6 Da, respectivamente.
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5.2.5.2. ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI-ToF-ToF) - APOS A
DEPLECAO

As amostras de CEF depletadas foram secadas completamente a vacuo (SpeedVac) e re-
suspensas em agua destilada/deionizada (ddH,0). Este procedimento foi repetido, e na terceira
secagem, as amostras foram reduzidas a um volume de cerca de 10 pl. Adicionou-se acido
trifluoroacético (TFA; 1%) em um volume suficiente para que a concentracdo final na amostra
fosse de 0,1% (v/v). Ponteiras contendo uma matriz de troca i0nica, para dessaliniza¢do e
concentragdo das amostras (SCX ziptips, Millipore Inc., USA) foram umedecidas em TFA 0,1%, e
as amostras foram ligadas a matriz, lavadas e eluidas, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Na ultima etapa de eluicdo, 3 ul de tampao de eluicdo foram pipetados para cima e
para baixo, umedecendo a matriz, sem descartar a gota, permitindo a evaporag¢ao de um
pequeno volume. O restante da gota foi depositado diretamente sobre as placas de MALDI e,
apos secar completamente, cada spot foi coberto com 0,6 pl de matriz de MALDI até a secagem
completa (5 mg/ml de acido alfa-cianohidréxicinamico (CHCA); 2 mg/ml fosfato de aménia; 0,1%
TFA em acetonitrila (50%)). Em seguida as amostras foram aplicadas em um espectrometro de
massa ABI 4700 Proteomics Analyzer MALDI-ToF-ToF. As placas foram calibradas (6 spots de
calibracdo/placa) e 1000 disparos de laser, em 40 regies da placa, foram obtidos por spot, em
modo reflectron, de ions positivos. A analise foi feita selecionando-se os 10 maiores picos de
cada espectro MS (excluindo os picos de autodigestdo da tripsina) para analise MS/MS
utilizando fragmentacdo induzida por colisdo (CID). Os espectros MS/MS foram obtidos

utilizando-se uma poténcia do laser de 3550, com CID gasosa (em ar), em pressdo entre 2,2 e



109

2,5 x 107 torr. Entre 2500 e 5000 tiros de laser foram dados para aquisicdao dos espectros

MS/MS, obtendo-se pelo menos 5 picos.

Os espectros MS e MS/MS foram utilizados para busca de combina¢des com espectros
tedricos de mamiferos, no banco de dados do NCBInr, utilizando uma instalacdo local dos
algoritmos Mascot (v. 2.0, Matrix Science, USA), com uma tolerancia maxima de 200 ppm de
massa em modo MS, e 0,4 Da em modo MS/MS, com modificagGes fixas carbamidometilacdo de
cisteinas (C), e alteragOes varidveis de desamidacdo de asparagina ou glutamina (N,Q), N-
acetilacdo de extremidades amino-terminais, oxidacdo de metioninas (M), e formacgdo de
piroglutamato da extremidade N-terminal da glutamina (Q). A identificacdo foi feita tanto pelos
escores dos picos da impressdao de massa dos peptideos (peptide mass fingerprinting), como
pelos escores i6nicos individuais nos espectros MS/MS (p < 0,05) de acordo com o algoritmo

probabilistico do Mascot, e avaliacdo individual das identificacdes.
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No gel principal, construido pelo PDQuest a partir do grupo de 11 géis do fluido da cauda

do epididimo (CEF) antes da deplegao da albumina (Figura 3.2), foram detectados 114 + 3 spots,

dos quais foram identificados 55, representando 23 proteinas. Com base na densidade dptica

integrada dos spots, as proteinas mais abundantes no CEF foram albumina (21,1%), proteinas

ligadoras de colesterol (6 isoformas de baixa massa molecular; 10,5%), prostaglandina D

sintetase (PGDS; 7,6%), e gelsolina (6%), totalizando quase a metade (45,2%) do total de

proteinas. OQutros 36 spots também foram identificados, correspondendo a 13 diferentes

proteinas (Tabela 1).
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Figura 3.2: Mapa protéico de fluido da cauda do epididimo bovino, produzido com uso de

eletroforese 2D e espectrometria de massa. O mapa foi construido a partir de

amostras de CEF de 11 touros.
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Tabela 1: Proteinas identificadas no fluido da cauda do epididimo de touros Holandés utilizando eletroforese 2D e cromatografia capilar
liquida/espectrometria de massa (CapLC-MS/MS).

Proteina spot no Massa molecular Caodigo gi Escore  Sequéncia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS coberta
principal (pl) (%)
Tedrico  Experimental
Catepsina D 9704 43,5/6,8 57,0/7,0 2687645 61 5 AGCEAIVDTGTSLIVGFVEEVR
Prostaglandina 3402 21,4/6,4 27,0/5,8 27807521 103 11 EHFTTFAK; SLGFTEEGIVFLPK
D sintetase
4401 21,4/6,2 26,0/6,0 3914330 53 7 SLGFTEEGIVFLPK
5401 21,4/6,4  250/62 27807521 193 17 MATLYSR; AEVKEHFTTFAK; EHFTTRAK;
SLGFTEEGIVFLPK
WFTSGLASNSSWFLEK; SVVAPAADGGLNLTSTFLR;
5301 21,4/6,4  240/63 27807521 270 37 MATLYSR: AEVKEHFTTFAK; EHFTTFAK;
SLGFTEEGIVFLPK; SLGFTEEGIVFLPKTDK
e T U DEATVYVEAIK; DYVAQFEASALGK;
Apolipoproteina 444, 28,4/56  26,0/60 245563 318 43 LLDNWDTLASTLSK; EQLGPVTQEFWDNLEK;
Al VQPYLDEFQK;  LSPLAQELR;  QQLAPYSDDLR;

QGLLPVLESLK; VSILAAIDEASK



Transferrina

6901

6902

6903

7901

7802

8801

79,9/6,8

79,9/6,8

79,9/6,8

79,9/6,8

79,9/6,8

79,9/6,8

75,0/6,4

75,0/6,5

75,0/6,6

79,0/6,8

71,0/6,7

71,0/6,8

29135265

29135265

29135265

29135265

29135265

29135265

193

316

350

340

102

237

112

11

16

16

17

13

YYGYTGAFR;  ELPDPQESIQR  TYDSYLGDDYVR;
TAGWNIPMGLLYSK; DKPDNFQLFQSPHGK

YYGYTGAFR; ELPDPQESIQR; TSDANINWNNLK;
TYDSYLGDDYVR; TAGWNIPMGLLYSK

YYGYTGAFR; ELPDPQESIQR; TSDANINWNNLK;
TYDSYLGDDYVR; TAGWNIPMGLLYSK

YYGYTGAFR; ELPDPQESIQR; TSDANINWNNLK;

TYDSYLGDDYVR,; TAGWNIPMGLLYSK;
DNPQTTHYYAVAVVK; HSTVFDNLPNPEDR,;
GEADAMSLDGGYLYIAGK;

TVGGKEDVIWELLNHAQEHFGK

GPNHAVVSR; YYGYTGAFR; ELPDPQESIQR;
DQTVIQNTDGNNNEAWAK

GPNHAVVSR; YYGYTGAFR; ELPDPQESIQR;
TSDANINWNNLK; HSTVFDNLPNPEDR,;
GEADAMSLDGGYLYIAGK;
DQTVIQNTDGNNNEAWAK;
IMKGEADAMSLDGGYLYIAGK
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Proteina spot no Massa molecular Cdédigo gi Escore  Sequéncia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS coberta
principal (pl) (%)
Tedérico  Experimental
N-acetil-B- GSYSLSHVYTPNDVR; VLPEFDSPGHTESWGK;
glicosaminidase 6803 44,7/6,4 62,0/6,5 76646152 225 24 QYYSVKPLNFAGTPEQK; KLQSFYMQMVLDMISTMK;
FNVLHWHIVDDQSFPYQSISFPELSNK
GSYSLSHVYTPNDVR; VLPEFDSPGHTESWGK;
7701 44.7/6,4 62,0/6,6 76646152 412 30 QYYSVKPLNFAGTPEQK; KLQSFYMQMVLDMISTMK;
SIVWQEVYDDEGKLLPGTVVQVWK;
FNVLHWHIVDDQSFPYQSISFPELSNK
2702 44.7/6.4 620/67 76646152 270 18 GSYSLSHVYTPNDVR; VLPEFDSPGHTESWGK;
T T QYYSVKPLNFAGTPEQK;
SIVWQEVYDDEGKLLPGTVVQVWK
TVIEYAR; TLDAMAFNK; LLPGTVVQVWK;
8701 44,7/6,4 61,0/6,8 76646152 471 29 SIVWQEVYDDEGK; GSYSLSHVYTPNDVR;
VLPEFDSPGHTESWGK; QYYSVKPLNFAGTPEQK:
FNVLHWHIVDDQSFPYQSISFPELSNK
T e VFGGAFLK;  GLPLWPAYR;  AIMESGVAIIPYLK;

VVDGLFFPNEPLDLLAQK

7701 69,1/6,2 62,0/6,6 76625606 273 8 GLPLWPAYR; AIMESGVAIIPYLK; GNIVMFEEATEEEK;
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LGIFGFFNTGDEHAR

702 69162  6L4/66 76625606 193 o AIMESGVAIIPYLK; GNIVMFEEATEEEK;
LGIFGFFNTGDEHAR; VVDGLFFPNEPLDLLAQK
5701 69162  609/67 76625606 202 o AIMESGVAIIPYLK; GNIVMFEEATEEEK;
LGIFGFFNTGDEHAR; VVDGLFFPNEPLDLLAQK
5902 69162  704/72 76625606 107 . AIMESGVAIIPYLK; GNIVMFEEATEEEK;
VVDGLFFPNEPLDLLAQK
G_“c;r;terna_ e T  EBLGPVTSTTR;  SLLSELSDPVELR;
a-1- !
THAAGTPSEPSATVTIEELDPPPAPTLTVDR
al-anti-tripsina 1701 46,4/63  58,8/55 76647789 264 14 GPTLTEILEGLK; FDRPFLIAIALK;

VLYSSEAFPTNFGDPEAAK; TVEVPMMTLDLETPYFR

2 46,3/5,6 75,2/5,3 31340900 104 8 SNYELNDILSQLGIR; FIEDAQVLYSSEAFPTNFR
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Proteina spot no Massa molecular Caodigo gi Escore  Sequencia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS  coberta
principal (pl) (%)
Tedrico Experimental
KQTALVELLK; LVNELTEFAK; HLVDEPQNLIK;
TVMENFVAFVDK; RHPEYAVSVLLR; YICDNQDTISSK;
Albumina 5801 71,2/5,8 64,0/6,3 162648 698 30 LGEYGFQNALIVR; EYEATLEECCAK; VPQVSTPTLVEVSR;
KVPQVSTPTLVEVSR; MPCTEDYLSLILNR;
YNGVFQECCQAEDK; HPYFYAPELLYYANK;
CCAADDKEACFAVEGPK; DAIPENLPPLTADFAEDK
4901 71,2/5,8 72,7/6,1 162648 179 7 YLYEIAR; LVNELTEFAK; LGEYGFQNALIVR;
DAFLGSFLYEYSR
Nucleobindin 2 1701 495/51  60,8/53 76635535 146 18 AATSDLEHYDK; QVIDVLETDSHFR;
NEEDDMVEMEEER; EVWEEADGLDPNDFDPK;
LHDVNSDGFLDEQELEALFTK
9 49,5/5,2 18,3/5,2 76635535 176 7 LVTLDEFLK; LHDVNSDGFLDEQELEALFTK
_"_"A_l('j;c;'o__"_"_"_"_"_"_"_"_"_'_"_"_"_"_"_"_"_"_'_"_"_"_"_"_"_"_'ifN'IEF;é_Lk';_"T_T'Aa\}L_l'Fi;_"\/_A'iBL'c-;_YFi;_"K/l'él_L'é['G'T_\i\}IZ;"
edutase 6601 36,3/5,8 38,0/6,5 113594 182 27 DFFPLDEDGNVIPSEK;  DFVDTWTAMEELVDEGLVK;
LDYLDLYLIHWPTGFKPGK
VAIDLGYR;  MPILGLGTWK;  AIGVSNFNHLQVEK;
6501 36,3/5,8 35,3/6,4 113594 405 41 IAENFQVFDFELDK; DFFPLDEDGNVIPSEK;

DFVDTWTAMEELVDEGLVK; LDYLDLYLIHWPTGFKPGK;



11 36,3/5,8
Enolase 6602 47,6/6,4
12
Actina 3701 42,0/5,3

Proteina acidica 3001 13,1/5,0
do fluido seminal

(aSFP)

7 13,1/5,0

44,7/6,5

43,0/5,9

14,0/5,7

113594

74354056

27806645

71625

3318757

3318757

178

524

174

214

139

237

26

21

50

116

GIVVTAYSPLGSPDRPWAKPEDPSILEDPR

VAIDLGYR; DYPFHEEF; AHNIVLYTGAK;
AIGVSNFNHLQVEK

GNPTVEVDLFTAK;  YITPDELANLYK;
VVIGMDVAASEFYR; DATNVGDEGGFAPNILENK;

LAMQEFMILPVGAENFR; FTASAGIQVVGDDLTVTNPK;
DYPVVSIEDPFDQDDWEAWQK

IGAEVYHNLK; YITPDELANLYK; VVIGMDVAASEFYR;
AAVPSGASTGIYEALELR; LAMQEFMILPVGAENFR

QEYDESGPSIVHR; ~ SYELPDGQVITIGNER;
EEEIAALVIDNGSGMAK; DLYANTVLSGGTTMYPGIADR;
TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR

ICEGSLMDYR; VSIQYLQLNCNK’ ESLEIDGLPGSPVLGK;
EPEHPASFYEVLYFQDPQA

MDWLPR; EESGVIATYYGPK; VSIQYLQLNCNK;
ESLEIIDGLPGSPVLGK; TNCVWTIQMPPEYHVR
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Proteina spot no Massa molecular Caodigo gi Escore  Sequencia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS  coberta
principal (pl) (%)
Tedrico Experimental
YIETDPANR; RYIETDFANR; AGALNSNDAFVLK;
p q DSQEEEKTEALTSAK; AQPVQVAEGSEPDSFWEALGGK;
recursor.da 3602 85,1/5,9 43,0/5,8 121118 536 16 VPVDPATYGQFYGGDSYIILYNYR:
Gelsolina ’
IEGSNKVPVDPATYGQFYGGDSYIILYNYR;
QGQIIYNWQGAQSTQDEVAASAILTAQLDEELGGTPVQSR
7603 80,9/5,5 42,9/6,5 27736200 238 10 MVVEHPEFLK; HVVPNEVVVQR; EVQGFESATFLGYFK;
QTQVSVLPEGGETPLFK;
VSNGAGTMSVSLVADENPFAQGALR
6702 86,0/5,9 43,1/6,5 4504165 125 5 HVVPNEVVVQR; EVQGFESATFLGYFK;
QTQVSVLPEGGETPLFK
“Proteinaligadora NN e U YRR
de colesterol 7101 17,0/8,2 16,6/6,6 3182992 182 26 NEYPSIK; TYNYVNK; DCGSWVGVIK; DKTYNYVNK;
VVVEWELTDDK
6101 17,0/8,2 17,6/6,1 27806881 85 VVVEWELTDDK; VVWWEWELTDDKNQR
9102 17,0/8,2 17,7/6,9 27806881 194 LPVKNEYPSIK; VVVEWELTDDK; VVWEWELTDDKNQR
6 17,0/8,2 27806881 100 VVVEWELTDDKNQR
20 17,0/8,2 27806881 255 NEYPSIK; TYNYVNK; LPVKNEYPSIK; VVVEWELTDDK;

VVVEWELTDDKNQR



Leucina- 5701 53,4/5,6

aminopeptidase

28

Glutationa 9301 24,2/8,5

peroxidase

8301 24,2/8,5

9201
" Calmodulina 201 12,3/
301 8,5/
3 16,8/4,1
Glutaminil-
peptideo 5601 41,4/

ciclotransferase
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LMETPANEMTPTK; " GSPNASEPPLVFVGK;
SWIEEQEMGSFLSVAK;  TFYGLHEDFPSVVVVGLGK:
WAHLDIAGVMTNKDEVPYLR

TDVFIRPK; TLIEFLFR; EILNISGPPLK; MPLFEHYTR;
GVLFASGQNLAR; LHGSEDQEAWAQR;
GSEEPPVFLEIHYK

FLVGPDGIPVMR; GTIYDYDAFTLNGK

YVRPGGSYVPNFQLFEK

FDKDGDGTITTK
IDQLTEEQIAEFK; EAFSLFDKDGDGTITTK

VFDKDGNGYISAAELR; EAFSLFDKDGDGTITTK;
EADIDGDGQVNYEEFVOMMTAK

LEAIEHGLR; YPGSPGSFAAR; NYGYGGVIQDDHIPFLR;
VFVGATDSAVPCAMMLELAR
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Proteina spot no Massa molecular Caodigo gi Escore  Sequencia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS  coberta
principal (pl) (%)
Tedrico Experimental
Clusterina 1501 51,7/57  43,3/54 27806907 201 11 LLSSLEEAK  KLLLSSLEEAK; — ASSIMDELFQDR;

LYDQLLQSYQQK; TPYHFFTMEFTENNDR

1503 51,7/5,7 42,2/5,4 27806907 170 11 KLLLSSLEEAK;  ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK;
TPYHFPTMEFTENNDR

1601 51,7/5,7 38,0/5,5 27806907 175 11 KLLLSSLEEAK; ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK

1602 51,7/5,7 44,3/5,3 27806907 98 5 KLLLSSLEEAK; ASSIMDELFQDR

2401 51,7/5,7 30,8/5,6 27806907 224 15 IDSLMENDR,; LLLSSLEEAK; IDSLMENDR,;
ELQEMSTEGSK; ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK;
EQSHVMDVMEDSFTR
LLLSSLEEAK; IDSLMENDR; LLLSSLEEAK;

2501 51,7/5,7 33,0/5,7 27806907 210 13 ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK;
EQSHVMDVMEDSFTR;
IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR

2601 51,7/5,7 37,7/5,6 27806907 132 9 ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK;
TPYHFPTMEFTENNDR
IDSLMENDR; LLLSSLEEAK; QQLNASLQLAEK;

3501 51,7/5,7 34,1/5,8 27806907 226 20 ASSIMDELFQDR; EQSHVMDVMEDSFTR,;
RPQDTQYYSPFSSFPR; TPYHFPTMEFTENNDR,;



6001

Cistatina E/M

Galectin 3

3502

3601

4403

5101

19

1

901

51,7/5,7

51,7/5,7

51,7/5,7

16,6/7,6

16,6/7,6

16,6/7,6

63,0/5,4

63,0/5,4

35,0/5,8

37,5/5,7

32,3/6,1

14,8/6,7

18,0/6,2

18,9/6,0

74,6/4,7

74,2/4,7

27806907

27806907

27806907

61097917

61097917

61097917

76645574

76645574

204

140

139

138

117

157

393

190

15

10

31

24

17

16

10
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IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR

LLLSSLEEAK; IDSLMENDR; QQLNASLQLAEK;
ASSIMDELFQDR,; LYDQLLQSYQQK;
EQSHVMDVMEDSFTR

ASSIMDELFQDR; LYDQLLQSYQQK;

TPYHFPTMEFTENNDR

KLLLSSLEEAK;  QQLNASLQLAEK; ASSIMDELFQDR;
LYDQLLQSYQQK

AHSQLVAGIK;  VGELQELSPNDPQVQK;
KVGELQELSPNDPQVQK; AAQVAVANYNMGSNSDYYYR
VGELQELSPNDPQVQK; AAQVAVANYNMGSNSDYYYR

AHSQLVAGIK; VGELQELSPNDPQVQK

LILSTNPEAHGLWK; ~ TELVVPSELVLLLAVDK;
ALLHCEGSFVVDVIDFK;  LYTSPTWSQSVMSSSYNPSR;
GVYTLDLSGELPAALEQIFESQK

RIDVSLSSVK; VTMEVDAECVPVVK;
TELVVPSELVLLLAVDK; LYTSPTWSQSVMSSSYNPSR
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Proteina spot no Massa molecular Caodigo gi Escore  Sequencia Peptideos coincidentes
gel (kDa)/Ponto isoelétrico MS/MS  coberta
principal (pl) (%)
Tedrico Experimental
Enzima SILPYFPK; FVEEYDRR; FHIPASVPYVR;
conversora de 10 150,7/50  97,1/63 449408 336 6 ENYNQEWWSLR; INLLSSGDGGYEEDINFLMK;
angiotensina EGANPGFHEAIGDVLALSVSTPTHLHK
(ACE)
Inibidores de
proteases 4 16,7/5,6 20,9/4,8 76623551 156 19 GTLYFVK; LHNNECR; KLHNNECR; TYSNECMYCFLNR
serinicas
(SERPINS)
6 55,2/8,2 20,2/5,2 76644489 116 3 IDSPFELPPYIEPK; EKIDSPFELPPYIEPK
7 55,2/8,2 19,7/5,5 76644489 78 3 IDSPFELPPYIEPK; EKIDSPFELPPYIEPK
14 42,9/5,9 58,0/5,7 76674571 80 8 DTAVVLYLPQLR; GFPEDLAPVLAALGMVDVFDR
15 42,9/5,9 58,8/5,5 76674571 94 8 DTAVVLYLPQLR; GFPEDLAPVLAALGMVDVFDR
16 42,9/59  553/58 76674571 268 2o VLHLNELTR; DTAVVLYLPQLR;
LGSITEPPGQVLELPDVEDR;

GFPEDLAPVLAALGMVDVFDR;
ELLFPSSLTSSDQLVLINAISFR



Calreticulina

6701

a-L-fucosidase

Fosfodiesterase 1

B-galactosidase

17

18

701

13

18

19

42,9/5,9

42,9/5,9

42,9/5,9

53,6/6,6

56,2/6,0 76674571

64,6/6,1 76674571

58,0/5,3 76674571

237420

54,4/6,4 76626175

1526949

57619080

283 22
315 24

159 12
133
183 10
oo
o
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LRPENLDFK; DTAVVLYLPQLR;
LGSSITEPPGQVLELPDVEDR;
GFPEDLAPVLAALGMVDVFDR;
LKGFPEDLAPVLAALGMVDVFDR;
ELLFPSSLTSSDQLVLINAISFR

VLHLNELTR; LRPENLDFK; DTAVVLYLPQLR;
LGSITEPPGQVLELPDVEDR,;
GFPEDLAPVLAALGMVDVEFDR;
ELLFPSSLTSSDQLVLINAISFR

ANLSGIIAGGGLGVSK; LDESQSTSVQMMR;
LGSITEPPGQVLELPDVEDR

FYALSAR; VHVIFNYK; KVHVIFNYK
WPISGQLFLAQPK; ~ NAGIADYLTIEELVK;

YQPEVLWADGDGGAPDTYWK

SMEAIFLAHGPSFK

QYFGFVLYR: YISGSIHYFR
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Optou-se por cortar os spots dos géis individualmente, exatamente como apareceram no
gel principal, evidenciando o fato de muitas proteinas terem aparecido como grupos de
isoformas, principalmente a clusterina (12 spots), cauxina (7 spots), transferrina, (6 spots), N-
acetil-B-glicosaminidase (6 spots), PGDS (4 spots), gelsolina (3 spots) e glutationa peroxidase (2
spots). Outras proteinas presentes nos mapas protéicos incluem: proteina acidica do fluido
seminal (aSFP), aldeido-redutase, a-L-fucosidase, a-1-B-glicoproteina, apolipoproteina Al, B-
actina, calmodulina, catepsina D, cistatina, precursor da dissulfeto-isomerase, enolase, galectina

3, glutaminil-peptideo ciclotransferase, leucina-aminopeptidase e nucleobindina (58 kDa).

Ap0s a deplecdo da albumina, o niUmero de spots detectados nos mapas passou para 137
+ 4 spots (Figura 3.3). Comparacao dos géis antes e apds o procedimento de deple¢do, mostrou
que a intensidade da albumina foi reduzida para 1/10 da intensidade nos géis ndo submetidos a
deplecdo. Além do aumento no nimero de spots, 48 deles tiveram sua intensidade aumentada
em 3X, pelo menos, nos géis depletados em comparacdo aos originais (Figura 3.3). As principais

regioes dos mapas mostrando esses spots podem ser observadas nas figuras 3.3A a 3.3E.

Na figura 3.3A, a galectina 3 mostrou-se mais intensa, tendo sua identidade confirmada,
e um spot ndo detectado nos géis originais, foi identificado como inibidor anti-tripsina. Os
fragmentos correspondentes a outros dois spots nessa mesma regidao (Al e A2) ndo
corresponderam a nenhuma seqiiéncia presente nos bancos de dados. A figura 3.3B também
mostrou spots nao identificados anteriormente, tais como a enzima conversora de angiotensina
(ACE) e o precursor da dipeptidil-peptidase. Os principais spots observados na figura 3.3C foram
identificados como cauxina, proximo a uma série de spots identificados como N-acetil-B-

glicosaminidase. Da mesma forma, a figura 3.3D mostra duas proteinas ndo identificadas
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anteriormente, a calmodulina, e uma isoforma (20kDa) da nucleobindina 2. Uma série de spots
ja detectados nos géis originais de CEF (Figura 3.2), apareceu mais intensamente nos géis apds a
deplecdo da albumina, permitindo a identificagdo de trés deles, como inibidores de proteases
serinicas (SERPINs). O spot D1, identificado por meio de MALDI-ToF-ToF mostrou-se aSFP,
confirmando a identificagdo do mesmo spot nos mapas originais. Jd na regido mostrada na
figura 3.3E, o principal achado foi a identificacdo de um “trem” protéico denominado E1, sendo
cinco spots correspondentes a SERPINs. J& o spot E2 foi identificado como leucina
aminopeptidase, préximo de um outro spot de mesma identidade, ja observado nos géis

originais.
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5.4.DISCUSSAO

Os espermatozéides formados no testiculo irdo sofrer um processo de
maturacdo ao longo do transito epididimal (ROBAIRE e HERMO, 1988). Esta maturacdo
compreende uma série de eventos que inclui altera¢cdes na estrutura da membrana
plasmatica (DACHEUX et al., 1989), alteracGes nas proteinas superficiais, modelacdo do
citoesqueleto, entre outras (OLSON et al., 2003; GATTI et al., 2004; SULLIVAN et al.,
2005). O processo de maturacdo confere ao espermatozéide a motilidade, e a
capacidade de se ligar aos odcitos. Estes processos sdo mediados por inumeras
substancias presentes no meio liquido que circunda estas células. O fluido epididimal
fornece um ambiente ideal para a maturacdo e manutencdo dos espermatozdides. Ele
possui uma composicdo protéica especifica (ROBAIRE e HERMO, 1988), resultado,

principalmente, de secrecdo do epitélio epididimal (DACHEUX et al., 2006).

Recentemente, avangou-se bastante no conhecimento das proteinas presentes
no fluido do epididimo, e algumas delas tém sido associadas a importantes eventos,
tais como a protecdo dos espermatozdides contra danos oxidativos (HINTON et al.,
1995; REYES-MORENO et al., 2002), aquisicdio de motilidade (DACHEUX e
PACQUIGNON, 1980; DACHEUX et al., 2003, 2005; HENDERSON e ROBAIRE, 2005). Além
disso, proteinas presentes no fluido da cauda do epididimo (CEF) também tém sido
associadas a fertilidade em touros (MOURA et al., 2006b). Apesar de inumeras

proteinas terem sido identificadas nesse fluido, os mecanismos responsaveis pelas
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transformac¢des sofridas pelos espermatozdides ainda nao foram completamente
elucidados. Possivelmente, algumas das proteinas que atuam nesses processos estejam
presentes em quantidades reduzidas, sendo ofuscadas por proteinas presentes em

grandes quantidades.

De fato, em varias espécies, um pequeno grupo de proteinas compde mais de
90% da composicdo protéica (FOUCHECOURT et al., 2000; YUAN et al., 2006; DACHEUX
et al., 2006), entre elas, destacam-se a albumina e as imunoglobulinas. Essas proteinas
também estdo presentes em outros fluidos bioldgicos, dificultando a detecgdo de

proteinas secretadas em pequenas quantidades (OGATA et al., 2005; PLAVINA et al., 2007).

Para contornar essa limitagdo, inUmeras técnicas tém sido utilizadas para deple¢do de
proteinas abundantes, destacando-se o uso de colunas de afinidade (FOUNTOULAKIS et al.,
2004; DEKKER et al., 2007), a fim de se identificarem marcadores bioldgicos. Este trabalho
descreve uma analise da composi¢cdo protéica do fluido da cauda do epididimo utilizando
técnicas protedmicas, e deplecao de proteinas abundantes para identificacdo de proteinas

expressas em menor quantidade.

Dentre as varias técnicas disponiveis, optou-se por utilizar aquela baseada na ligacao de
afinidade ao Cibacron, por ser uma técnica simples e rapida. O uso desta técnica nos permitiu
aumentar em 20% o numero de spots detectados nos géis de CEF, além de aumentar a

intensidade de uma série de outros spots, melhorando assim a resolucdo dos géis.

As proteinas identificadas se inserem em diferentes classes funcionais, tais como aquelas

envolvidas no transporte de substancias hidrofdbicas, proteases e inibidores, prote¢cdo contra
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oxidacdo e diferentes enzimas. Mais especificamente, detectou-se um grupo de enzimas
glicoliticas, entre as quais se incluem enolase, aldose-redutase, a-L-fucosidase, N-acetil-B-

glicosaminidase, e B-galactosidase.

Essas enzimas glicoliticas, em grande parte, atuam na produgdo de substratos
energéticos para o metabolismo espermatico (BROOKS, 1976), com a produgdo de frutose e
sorbitol (MURDOCH e WHITE, 1968). Contudo, mais recentemente, novas fung¢des tém sido
atribuidas a essas proteinas, tanto na modificagdo de glicoproteinas ligadas a membrana
espermatica no processo de maturacdo epididimal (SKUDLAREK et al., 1992; TULSIANI et al.,
1995, 1998), quanto na mediacdo das interagGes entre espermatozdide e zona pellcida/odcito

(DE CEREZO et al., 1996; ABASCAL et al., 1998).

A enolase é uma enzima que participa na degradacao de glicose em piruvato, catalisando
a conversdao de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Foram descritas duas isoformas da
enzima, uma delas, a enolase-aa (ENO- aa) é amplamente distribuida em diversos tecidos
(MIZUKAMI et al., 2004; TAKASHIMA et al., 2005; KANEMOTO et al., 2006). Outra, a enolase-S
(ENO-S) é especificamente ligada ao espermatozdide (EDWARDS e GROOTEGOED, 1983). A
atividade dessas enzimas no espermatozéide parecem estar relacionadas a qualidade seminal.
Em humanos, uma maior atividade de ENO-aa estd associado a espermatozdides com
anormalidades morfoldgicas, enquanto a atividade da ENO-S estava correlacionada com células
morfologicamente normais (FORCE et al., 2002). A enolase espermdtica parece ser sintetizada
durante a espermatogénese, localizando-se no flagelo, préxima ao sistema motor (GITLITS et al.,
2000), regido de alto consumo de ATP. Outras enzimas que participam da degradacdo de

substratos energéticos também parecem estar associadas a cauda espermatica (KNULL e
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WALSH, 1992), sugerindo participagdo dessas proteinas na manuten¢dao do metabolismo
espermatico. Em espermatozodides testiculares, a enolase espermdtica apresenta-se em trés
formas diferentes (ENO-S1, —S2 e —S3). Durante a maturagdo epididimaria, comega a haver um
predominio da ENO-S2 sobre as demais, e, em espermatozdides ejaculados, apenas esta ultima

é detectada, parecendo ser a ENO-S2 a enzima ativa (FORCE et al., 2004).

A aldose-redutase catalisa a conversao de glicose em sorbitol, primeiro passo na
producdo de frutose no sémen (HERS, 1956), fornecendo substrato energético para os
espermatozoéides, através da via dos polidis (KOBAYASHI et al., 2002; FRENETTE et al., 2004,
2006). No entanto, outras fung¢bes tém sido atribuidas a essa proteina no trato reprodutivo.
Essa enzima esta presente no epididimo, em vesiculas conhecidas como epididimossomos
(FRENETTE et al., 2003). Ligadas a essas vesiculas, essa enzima atuaria na producdo de sorbitol,
o qual, por sua lenta difusdao, se acumularia no fluido da cauda do epididimo (CEF), aumentando
sua osmolaridade. Sabe-se, ainda, que esses epididimossomos podem transferir proteinas para
o espermatozéide (EICKHOFF et al., 2001; FRENETTE et al., 2002). No citoplasma espermatico,
essa enzima também promoveria um aumento da osmolaridade celular, protegendo a célula,
dessa forma, contra danos osméticos (BURG, 1995). Além disso, esse aumento de osmolaridade
promoveria uma leve desidratacdo nos espermatozdides, contribuindo, dessa forma, para a
regulacdo da motilidade e conservacao da viabilidade celular (CRICHTON et al., 1994) enquanto

presentes na cauda do epididimo.

Outras enzimas tém sido implicadas na alteracdo de residuos de carboidratos
componentes de glicoproteinas espermaticas durante a maturacdo epididimal. A B-

galactosidase é uma glicosidase que cliva residuos galactosil de diversos tipos de substrato
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(CONZELMANN e SANDHOFF, 1987). No pH predominante no epididimo (6,6 a 6,8), essa enzima
atua principalmente sobre residuos galactosil de glicoproteinas (SKUDLAREK et al., 1992). Duas
formas diferentes de B-galactosidase foram observadas no epididimo. Em ratos, uma isoforma,
de cerca de 80 kDa é encontrada no interior do acrossomo (SKUDLAREK et al., 1993), e que,
provavelmente, estd envolvida na clivagem de carboidratos da zona pellcida, apds a reagao
acrossdmica. Outra forma, de 84 kDa é encontrada no fluido da cauda do epididimo (TULSIANI
et al., 1995). Esta ultima, secretada pelo préprio epididimo, parece estar envolvida, como outras
glicosidases (TULSIANI et al., 1993), na clivagem de glicoproteinas da membrana espermatica,
como parte do processo de maturacao epididimaria (SRIVASTAVA e OLSON, 1991). Em bovinos,
a B-galactosidase é secretada tanto no epididimo quanto nas glandulas sexuais acessérias. A
atividade predominante no plasma seminal, coincide com aquela epididimal, proveniente de

uma isoforma de cerca de 200 kDa (JAUHIAINEN e VANHA-PERTTULA, 1986).

Outra enzima que atua de forma semelhante a [-galactosidase, é a N-acetil-B-
glicosaminidase. Esta enzima cliva residuos de N-acetilglicosamina de glicoproteinas, ao invés de
residuos de galactose. No epididimo, a principal fonte de N-acetil-B-glicosaminidase sdo as
células principais da cabeca e do corpo (CHAPMAN e KILLIAN, 1984), e sua secrecao parece ser
regulada por andrégenos (CASTELLON e HUIDOBRO, 1999). Acredita-se que, assim como a PB-
galactosidase, esta enzima esteja envolvida na digestdo de residuos de N-acetilglicosamina
pertencentes a glicoproteinas ligadas a membrana espermatica, de forma a exibir novos

dominios na membrana, como parte do processo de maturacao epididimaria.

Contudo, atividade significativa de N-acetil-B-glicosaminidase (NAG) foi detectada,

também, na membrana de espermatozdides epididimais (CHAPMAN e KILLIAN, 1984; MIRANDA
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et al., 1995), sugerindo que a enzima presente no fluido epididimal se liga a membrana
espermatica. Assim como em humanos (MIRANDA et al., 1995), detectou-se, neste trabalho,
quatro isoformas de NAG no fluido epididimal dos touros, com massa molecular semelhante, e
pontos isoelétricos ligeiramente diferentes (6,5 a 6,8). Além disso, MORI et al. (1989)
demonstraram que a incubacdo de odcitos humanos com uma lectina que interage
especificamente com a N-acetilglicosamina bloqueou a ligacdo entre os gametas. Da mesma
forma, MIRANDA et al. (1997) mostraram que a pré-incubacdo de espermatozdides com N-
acetilglicosamina reduziu em 62% o niumero de células espermaticas ligadas a zona pelucida,
sugerindo que este aclcar desempenhe um papel importante na interacdo entre
espermatozdide e odcito. Dessa forma, além de atuar nos processos de maturacao epididimaria,
a N-acetil-B-glicosaminidase secretada pelo epididimo parece ligar-se a membrana espermatica,
para posteriormente, agir como lectina, ligando-se a residuos de N-acetilglicosamina presentes
em glicoproteinas da zona peltcida, mediando o processo de fertilizagdo. E possivel que papel
semelhante também seja desempenhado pela B-galactosidase, pelo menos em humanos, uma
vez que o tratamento de espermatozdides capacitados com galactose também inibe a interacao
dessas células com a zona pelicida (MIRANDA et al., 1997). E possivel que as diferentes
isoformas de NAG detectadas no CEF atuem de forma diferente na fungao reprodutiva. Em
humanos, MIRANDA et al. (1995) encontraram diversas isoformas de NAG no fluido epididimal,
mas apenas uma delas estava associada a membrana espermatica. Portanto, algumas dessas
isoformas podem atuar na modificacdo de glicoproteinas espermdticas, enquanto outra(s)
podem se ligar a essa membrana e atuar como lectinas, no processo de interacdo entre os

gametas, no oviduto.
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Da mesma forma, a a-L-fucosidase, que hidrolisa residuos de fucose de diversos
substratos, tem sido implicada na interagdo entre gametas. Essa hipdtese baseia-se no fato de
que tratamento de espermatozodides capacitados com D ou L-fucose inibe a ligacdo de
espermatozoéides a zona pellcida, entre 68 e 82% (MIRANDA et al., 1997), mas o mesmo nao
ocorre com células ndao capacitadas. Esses achados sugerem que as modificagdes sofridas pela
membrana espermatica durante a capacitacao (DE LAMIRANDE et al., 1997) devem, devido a
reorganizacdo dos componentes da membrana, expor sitios de ligacdo para esse agucar
(TESARIK et al., 1993). Além disso, JOHNSTON et al. (1998) demonstraram que residuos fucosil
na zona pelucida estdo associados a uma maior intensidade de ligacdo de espermatozdides de
roedores. Atividade de a-L-fucosidase foi descrita tanto no sémen (ALHADEFF et al., 1999),
fluido epididimal HANCOCK et al., 1993) e na membrana espermatica (JAUHIAINEN e VANHA-
PERTULLA, 1986; AVILES et al., 1996). Nesta ultima, a enzima foi imunolocalizada na regido pos-
acrossdmica em ratos (AVILES et al., 1996) e humanos (ALHADEFF et al., 1999), justamente a
regido celular envolvida na ligacao entre gametas. Além disso, recentemente ficou demonstrado
gue a intensidade do spot correspondente a a-L-fucosidase no fluido da cauda do epididimo de
touros era significativamente maior em animais de alta fertilidade, em comparagao com machos
de menor fertilidade (MOURA et al., 2006b), apoiando a hipétese de que a fucosidase presente
na membrana espermadtica funcione como lectina, interagindo com residuos de fucose no odcito

e, dessa forma, contribuindo para uma maior eficiéncia no processo de fertilizacao.

Outro grupo de proteinas do fluido da cauda do epididimo que merece destaque sao as
proteinas ligadoras de lipideos. A apolipoproteina Al (apo Al) é altamente abundante no

plasma sanguineo, e parece estar envolvida no transporte de colesterol entre diversos tipos
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celulares e o figado (LEWIS e RADER, 2005). A apo Al é o principal constituinte da lipoproteina
de alta densidade (HDL; RADER, 2006). A molécula de HDL esta abundantemente presente no
fluido do oviduto (EHRENWALD et al., 1990), e parece estar envolvida no processo de
capacitacdo espermatica, removendo colesterol e fosfolipideos da membrana dos
espermatozoéides através da interacdo com proteinas do plasma seminal (BSPs) em bovinos
(THERIEN et al., 1997). Este mecanismo de indug3o da capacitacdo é diferente das vias utilizadas
pela heparina (LANE et al., 1999), e a interagdo entre as BSPs e o HDL possivelmente envolve a
apo A1l (MANJUNATH et al., 1987, 1989). A apo Al presente na composi¢cao do HDL é de 28 kDa
(EHRENWALD et al., 1990), aproximadamente a mesma massa molecular da proteina

encontrada neste trabalho (28,5 kDa).

Além disso, a apo Al parece fazer parte de um complexo protéico, denominado proteina
ativadora do espermatozdide (SPAP; AKERLOF et al., 1991). Este complexo protéico, também
composto por albumina e IgGs, promove um estimulo in vitro da motilidade espermatica
(AKERLOFF et al., 1989), e foi localizado ligado a regido pds-acrossémica dos espermatozdides
(LEIJONHUFVUD et al., 1997). O exato mecanismo através do qual a SPAP promove esse
aumento na motilidade ainda é desconhecido. Além disso, as funcbes desempenhadas pela
apolipoproteina Al no fluido epididimal ainda sdo uma questdo especulativa. E possivel que a
apo Al se ligue aos espermatozdides durante o transito epididimario, alterando a composicao
lipidica da membrana como parte do processo de maturagdo. Além disso, ela deve interagir com
a albumina e imunoglobulinas, presentes abundantemente no fluido da cauda do epididimo,
para formar a SPAP, a qual contribuiria para a aquisicdo de motilidade pelos espermatozéides.

Esta motilidade seria parcialmente suprimida pela hiperosmolaridade do CEF. No entanto, por
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ocasido da ejaculagao no trato reprodutivo feminino, as células seriam expostas a um meio com
osmolaridade menor, permitindo a expressao dessa motilidade. J4 que a motilidade induzida
pela SPAP é predominantemente linear (LEIJONHUFVUD et al., 1997), este processo auxiliaria o

espermatozéide no trafego até o oviduto.

Além do mais, um conjunto de proteinas denominadas coletivamente de proteinas
ligadoras de colesterol também foi detectado no CEF. Estas proteinas sdo secretadas em
diversas regides do epididimo, sendo mais prevalentes no corpo, em eqiinos, bovinos e
humanos (UHLENBRUCK et al., 1993; KIRCHHOFF et al., 1998; FOUCHECOURT et al., 2000;
LEGARE et al., 2006). Elas estdo entre as mais abundantes no epididimo (3 a 10%) e podem se
ligar a membrana espermatica (KIRCHHOFF et al., 1996), sendo, no entanto, mais prevalentes
em células de homens vasectomizados (LEGARE et al., 2006). Nestes individuos, essa enzima é
menos expressa no epididimo em comparagdo com sujeitos ndo vasectomizados, a membrana
de seus espermatozéides apresenta maior conteddo de colesterol, e estas células apresentam
motilidade reduzida (LEGARE et al., 2004, 2006). Possivelmente, ela atua removendo excesso de
colesterol da membrana plasmatica, juntamente com outras proteinas, como a apo Al, no

processo de maturacdo espermatica.

Outra apolipoproteina abundantemente presente no fluido da cauda do epididimo é a
apo J, também conhecida como clusterina (GELISSEN et al., 1998). Esta proteina também estd
presente no fluido das glandulas sexuais acessdrias (MOURA et al., 2007), e é expressa em
resposta ao dano celular (BAILEY e GRISWOLD, 1999), sendo mais prevalente na membrana
espermatica de células com anormalidades morfoldgicas (IBRAHIM et al., 2000). Ela estd

presente no fluido do epididimo como um todo, contribuindo com cerca de 25% do total de
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proteinas (FOUCHECOURT et al., 2000). No epididimo, possivelmente ela atue no
remodelamento de membrana durante a maturacgdo epididimal (SYLVESTER et al., 1991) ou na
reabsorcao de células com baixa viabilidade, acumuladas na cauda do epididimo. Além disso,
dado que ela é capaz de inibir ou modular a lise celular causada por alguns componentes do
complemento (MERI e JARVA, 2001), é possivel que a clusterina atue também na protecdo de

espermatozéides durante o armazenamento epididimal.

A prostaglandina D sintetase (PGDS) é uma molécula que estd presente no plasma
seminal (GERENA et al., 1998) bovino. KILLIAN et al. (1993) encontraram uma associa¢ao
positiva entre a sua abundancia no plasma seminal de touros e a fertilidade desses animais. No
trato reprodutivo masculino, ela foi detectada nas células de Sertoli e Leydig, nas glandulas
sexuais acessorias e no epididimo (FOUCHECOURT et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; URADE
e HAYAISHI, 2000). Dada a sua afinidade por retindides (VAN PELT e DE ROOIJ, 1990; TANAKA et
al., 1997), e a importancia dos retindides para as fungdes reprodutivas (BALEATO et al., 2005;
LIN et al., 2006), é possivel que ela atue mediando o transporte de retindides e outras
substancias hidrofébicas, as quais favoreceriam a funcdo espermdtica. No entanto,
recentemente, MOURA et al. (2006) relataram que isoformas de PGDS presentes no fluido da
cauda do epididimo de touros apresentavam-se mais abundantes em animais de baixa
fertilidade. Esse achado é surpreendente, e contradiz a maioria dos trabalhos, que relatam
relacdes positivas entre PGDS e qualidade espermatica (LEONE et al., 2002) ou taxas de nao-
retorno (KILLIAN et al., 1993). No entanto, as isoformas identificadas por MOURA et al. (2006b),
e nesse trabalho variam de 24 a 27 kDa, e pl 5,8 a 6,3. Ja aquela associada a fertilidade nos

touros (KILLIAN et al., 1993) apresentava-se como um unico spot, com massa de 26 kDa e pl de
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6,2. E razodvel se imaginar que as isoformas presentes no CEF sofram algum tipo de
modificagdo, decorrente de interagcdes com proteinas secretadas no fluido das glandulas
acessorias. Além disso, a PGDS liga-se também a fosfolipideos presentes na membrana
espermatica, podendo promover alteracdes em sua composi¢cdo durante a maturagao

epididimal.

A actina é uma proteina que faz parte do citoesqueleto de todas as células em
mamiferos (WATT, 1986). Nos espermatozdides, ela estd presente em duas formas, uma
filamentosa, e outra monomérica (HOWES et al., 2001) e foi detectada no flagelo, na peca
intermediaria, na regido equatorial e no espaco peri-acrossdmico (FLAHERTY et al., 1986; DE LAS
HERAS et al., 1997), onde ela esta envolvida em diversos eventos importantes para a correta
funcdo espermatica, tais como a iniciacdo da motilidade espermatica (LIN et al., 2002) e
manutencdo da morfologia espermatica. Além disso, sua localizacdo em regides proximas ao
acrossomo sugere que ela possa participar da reacdo acrossomica. De fato, a distribuicdo de
actina no interior do espermatozéide sofre modificacdes marcantes durante os processos de
maturacdo epididimal (FOUQUET e KANN, 1992; HOWES et al., 2001), capacitacdo e reacdo
acrossOmica (MORENO-FIERROS et al., 1992; DE LAS HERAS et al., 1997; HOWES et al., 2001;
BREITBART et al., 2005). Nessas células, a actina forma uma barreira periférica (CABELLO-
AGUEROS et al., 2003), impedindo a fusdo prematura entre as membranas acrossOmica e
plasmdtica. Durante a reacdo acrossdmica, essa barreira de actina seria despolimerizada,
fragilizando a membrana nessa regido. Além disso, varia¢gdes na intensidade de polimerizacao
da actina em diversas regides do citoplasma seriam responsdaveis pela migracdo de antigenos

para a superficie da membrana espermdtica. E certo que a inibicdo da
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polimerizagdo/despolimerizacdo da actina espermatica previne a rea¢do acrossdmica, e reduz a
capacidade fecundante dos espermatozdides em diversas espécies (ROGERS, et al., 1989;
CASTELLANI-CERESA et al., 1993; SPUNGIN et al., 1995). A atuagdo da actina nesses processos se
da por meio de uma alternancia entre as formas monomeéricas e filamentosas, a qual se da por

inumeras proteinas, sendo a gelsolina uma das mais importantes.

A gelsolina é uma proteina ligadora de actina, que promove a despolimerizacao da actina
filamentosa em actina monomérica (YIN e STOSSEL, 1979), reduzindo o tamanho das fibras de
actina, senda mais ativa proteina despolimerizadora de actina (SUN et al., 1999). Sua ligacdo a
actina é dependente de calcio (YIN et al., 1980; ROUSTAN et al., 2007), expondo sitios de ligacao
para actina. A gelsolina ja foi identificada em inumeros tipos celulares (YIN et al., 1981), mas
apenas recentemente foi detectada nos espermatozéides (DE LAS HERAS et al., 1997). Ela estd
sempre em contato préximo com a actina e, por ocasido do influxo intra-espermatico de calcio
durante o processo de capacitacdo (ZHU et al., 1994) a gelsolina se tornaria ativa, mediando a
alternancia da actina entre os estados gel/sol, e promovendo modificacdes no citoesqueleto,
responsaveis pela migracdo de antigenos e fusdo das membranas acrossGmicas. Além disso, a
gelsolina também participa na regulacdo de uma bomba de prétons (H'-V-ATPase) nas células
epididimais (HERMO et al.,, 2000; BEAULIEU et al., 2005). Estas ATPases atuam secretando
protons no interior do limen epididimario, mantendo um pH mais baixo, adequado a
maturacdo espermatica, mantendo os espermatozéides pouco méveis (WONG et al., 1981,

COOPER, 1986; HINTON e PALLADINO, 1995; BRETON et al., 1996).

Apesar da gelsolina se apresentar em duas formas, uma intra-citoplasmatica e outra

secretada (YIN et al., 1984), a actina é uma proteina predominantemente intracelular. Dessa
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forma, foi uma surpresa sua identificacdo no fluido da cauda do epididimo. E provavel que sua
presenca neste fluido seja produto de extravasamento de células mortas ou defeituosas e que,
no fluido da cauda do epididimo, a gelsolina, presente em considerdvel quantidade nesse meio
funcione como protetor dos espermatozdides e do epitélio epididimal, prevenindo os efeitos
toxicos da actina (LEE e GALBRAITH, 1992), assim como a proteina ligadora de vitamina D, que

exerce fung¢dao semelhante.

A transferrina é uma proteina implicada no transporte intercelular de ferro (SYLVESTER e
GRISWOLD, 1993). No testiculo, ela é sintetizada pelas células de Sertoli, atuando no transporte
de ferro entre o sangue e o meio intertubular (SKINNER e GRISWOLD, 1980; SYLVESTER e
GRISWOLD, 1994), onde se torna disponivel para as células germinativas. Sua sintese parece ser
regulada por fatores secretados paracrinamente pelas células germinativas (ROBERTS et al.,
1991). Sua presenca em niveis adequados é fundamental para o bom funcionamento da
espermatogénese, e ratos secretando quantidades diminuidas dessa proteina, produzem
espermatozéides defeituosos (BERNSTEIN, 1987). Seus niveis no plasma seminal parecem estar
associados a producdo espermatica em humanos e bovinos (FORESTA et al., 1986; MALLEA et
al., 1988; GILMONT et al., 1990). Além disso, homens inférteis apresentam niveis
significativamente inferiores de transferrina no plasma seminal comparados a pacientes férteis
(HOLMES et al., 1982). Uma parcela da transferrina detectada no plasma seminal vem das
glandulas sexuais acessoérias (GILMONT et al., 1990), mas a maior parte parece originar-se do

testiculo/epididimo (FORESTA et al., 1986; GILMONT et al., 1990).

A transferrina € membro de uma familia de proteinas ligadoras de ferro, que inclui ainda

a ovotransferrina e a lactoferrina (SYLVESTER e GRISWOLD, 1994). Estas proteinas tém a
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propriedade de se ligar ao ferro tornando-o sollvel, e evitando sua agregacao (SYLVESTER e
GRISWOLD, 1993). No epididimo, a transferrina proveniente do testiculo parece ser absorvida
pelo epitélio (DJAKIEW et al., 1986; VEERAMACHANENI e AMANN, 1991), sendo substituida, em
inimeras espécies pela lactoferrina (SYLVESTER e GRISWOLD, 1993). A lactoferrina é um
componente importante do fluido epididimal (DRUART, 1998; FOUCHECOURT, 1999; ARAUJO,
2000; FOUCHECOURT et al., 2000), ligando-se 3 membrana espermatica durante o transito
epididimal (JIN et al., 1997) e auxiliando na manuteng¢do da motilidade espermatica (ARAUJO,
2000). Uma vez que a membrana espermadtica é bastante susceptivel a oxidacdo de seus
componentes lipidicos, possivelmente essas proteinas atuem na protecdo dos espermatozéides
contra danos oxidativos durante seu armazenamento no epididimo, ligando-se ao ferro e
reduzindo a formacdo de radicais livres (WAKABAYASHI et al., 1999). E interessante o fato de
ter-se encontrado quantidades significativas de transferrina no fluido epididimal, mas nao
termos identificado a lactoferrina, mesmo apés a deplecdo da albumina. E provavel que em
bovinos, da mesma forma que em humanos (FORESTA et al., 1986), a transferrina desempenhe

o papel principal no sequestro de ferro no fluido.

Além da transferrina/lactoferrina, uma série de enzimas com atividade anti-oxidante
estdo presentes no fluido do epididimo atuando na protecdo espermatica contra radicais livres,
mas parece que os mecanismos envolvendo a glutationa sdo os mais importantes (HINTON et
al., 1995). Uma das enzimas que mediam a prevencdo contra estresse oxidativo no epididimo
utilizando a glutationa como substrato é a glutationa peroxidase (HINTON et al., 1995). Esta
enzima também estd presente nos espermatozéides (LI, 1975; ALVAREZ e STOREY, 1989), e

converte peréxido de hidrogénio em agua, reduzindo duas moléculas de glutationa (HALLIWELL
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e GUTTERIDGE, 1990), e é um potente agente inativador de moléculas oxidantes. Observou-se
trés spots correspondentes a glutationa peroxidase, mas nao foi possivel a identificacdo de
outras enzimas, tais como glutationa transferase e superdxido dismutase, ja relatadas no fluido
epididimal de outras espécies (AGRAWAL et al., 1989; BRIEHL e MIESFELD, 1991; PERRY et al.,
1993), o que sugere que a glutationa peroxidase desempenhe um papel pivotal na defesa de

espermatozéides epididimais.

Outro mecanismo através do qual se processa a maturacao dos espermatozdides é a
clivagem proteolitica de componentes da membrana (DACHEUX et al., 2006). IniUmeras
proteinas secretadas no epididimo ligam-se a membrana espermatica numa forma precursora
ou inativa, e posteriormente tornam-se ativas devido a ac¢do de proteases (EVANS, 1999;
METAYER et al., 2001, 2002a). N3o se sabe especificamente quais proteases estdo envolvidas
nesse processo, mas é possivel que proteases sejam serinicas e cisteinicas (BLOBEL, 2000;
THIMON et al., 2005). Nesse trabalho foram encontradas inUmeras proteases, incluindo leucina
aminopeptidase, glutaminil peptideo ciclotransferase e dipeptidil peptidase. No entanto, se ndo
for devidamente regulada, a acdo dessas proteases pode resultar em danos aos
espermatozdides (GATTI et al., 2004). Acao destas enzimas, em parte, € modulada pela acdo de
inibidores especificos (METAYER et al., 2002b; BAKER et al., 2005). Nesta anélise do fluido da
cauda do epididimo, foram identificados uma série dessas moléculas inibidoras. Inibidores de
proteases cisteinicas, como a cistatina E/M, detectada em trés isoformas distintas, foram
detectados em maior quantidade. No entanto, inibidores de proteases serinicas (SERPINSs),

foram observados em menor quantidade, e apenas apds deple¢cao da albumina. Parece que um
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delicado equilibrio entre a secre¢ao de proteases e seus inibidores é necessdrio para que a

maturacgao epididimal ocorra adequadamente.

Em resumo, utilizando uma abordagem protedmica, foram identificadas diversas
proteinas presentes no fluido da cauda do epididimo de touros Holandés, de fertilidade
conhecida. A identidade dessas proteinas sugere que elas apresentam uma enorme gama de
funcdes, incluindo a modulacdo do metabolismo espermatico, participacdo na modificacdo
superficial da membrana e protecdo dos espermatozdides durante seu armazenamento na
cauda epididimal. Esse é o primeiro passo no sentido de se compreender de que forma o
epididimo modifica e regula a fun¢do espermatica e qual a contribuicdo de cada proteina nesse

processo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A secre¢do de proteinas no plasma seminal de carneiros Santa Inés ocorre de forma
sincronizada com alteragdes complexas no desenvolvimento sexual, como um todo, ao longo do
primeiro ano de vida desses animais. Estas mudangas foram mais intensas durante a puberdade,
quando os espermatozdides comegaram a apresentar motilidade. Algumas dessas proteinas

apresentam associacGes potenciais com aspectos funcionais dos espermatozodides.

Tanto a osteopontina quanto BSP A1/A2 e BSP 30-kDa ligam-se aos espermatozdides
bovinos durante a ejaculacdo, e permanecem ligadas mesmo apds essas células entrarem em
contato com secregdes do oviduto. No entanto, estas secre¢des promovem mudangas na
topografia de ligacdo das referidas proteinas, bem como na quantidade de espermatozdides

capacitados e com o acrossomo reagido.

Utilizando uma abordagem protedémica foi possivel a identificagdo de uma série de
proteinas presentes no fluido da cauda do epididimo de touros leiteiros. A identidade dessas
proteinas sugere que elas desempenham uma ampla gama de fungdes, incluindo a modulagao
do metabolismo espermatico, alteracbes nas propriedades bioquimicas e estruturais da
membrana espermatica e protecdo dos espermatozdides durante sua permanéncia na cauda do

epididimo.

Este trabalho traz informacdes inéditas sobre a expressdo de proteinas no trato
reprodutivo de ruminantes e sobre a topografia de ligacdo de algumas delas a membrana de

espermatozdides ejaculados, antes e apds exposicdo as secrecdes do oviduto. Essa é a primeira
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etapa no sentido de se compreender de que forma essas proteinas interagem com os
espermatozéides, modulando diversas propriedades dessas células. No entanto, estudos
complementares sdo necessarios no sentido de se determinar quais delas podem vir a ser

marcadores do potencial reprodutivo desses animais.
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