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RESUMO

A realizagdo desta pesquisa teve por objetivos a descricdo do mapa eletroforético
bidimensional do plasma seminal de touros adultos Bos indicus, raga Brahman, bem como a
determinacdo das associagdes estatisticas entre proteinas do plasma seminal e parametros
seminais destes touros. Amostras de sémen de 56 touros foram coletadas e o plasma seminal
foi obtido através de centrifugacdo e submetido a eletroforese bidimensional. Os géis foram
corados com Coomassie coloidal, digitalizados e analisados por meio do aplicativo PDQuest.
Os touros foram divididos em grupos de alta e baixa motilidade espermaética e alto e baixo
percentual de células espermaticas morfologicamente normais. As proteinas mais abundantes
no plasma seminal dos touros Bos indicus e detectadas em todos os 56 geéis apresentaram
semelhanca com espermadesinas e BSPs. A expressdo de spots com valores de kDa e pl
equivalentes aos das proteinas aSFP, BSPs, clusterina , albumina e osteopontina foram
estatisticamente diferentes entre os grupos de animais com pardmetros contrastantes de
motilidade e morfologia espermaticas. As associa¢des encontradas entre tais spots proteicos e
0s parametros seminais sugerem a possibilidade do uso destes como marcadores moleculares

da fertilidade potencial dos animais.
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1. INTRODUCAO

A busca por melhores indices reprodutivos do rebanho cresce & medida que se
intensificam os sistemas de producdo e é nesse contexto que as pesquisas sobre possiveis
marcadores moleculares de fertilidade conquistaram espaco nos Ultimos anos. O
melhoramento genético é uma ferramenta indispensdvel para aumentar os niveis de
produtividade e a qualidade dos produtos agropecuarios. Para isto a selecdo de animais com
alto valor genético, capazes de expressarem e de transmitirem aos descendentes caracteristicas
de interesse econdmico, é imprescindivel.

O touro € o principal responsavel pela multiplicacdo do rebanho e pelo ganho
genético, ja que um unico reprodutor é capaz de inseminar um numero significativo de
fémeas. Assim, a avaliacdo reprodutiva do touro é necessaria ao sistema de producdo quando
se almeja melhorar os indices produtivos.

Varios parametros sdo utilizados na tentativa de estimar o potencial reprodutivo do
touro, dentre os quais destacam-se a circunferéncia escrotal, motilidade, vigor e morfologia
espermatica, teste hiposmotico e teste de integridade acrossbmica. Embora estes parametros
sejam obtidos de maneira relativamente rapida, pratica e a baixo custo, estes parametros
podem ser insuficientes para predizer o potencial fecundante dos espermatozdides ou
fertilidade de um animal devido ao fato de que estes exames ndo levam em consideracéo a
habilidade dos espermatozdides de sofrerem alteragdes fisioldgicas, morfoldgicas e funcionais
importantes para o processo de fertilizacio (AMMAN & HAMMERSTEDT, 1993; KILLIAN
et al., 1993; MOURA et al., 2006a).

Vérios autores mostraram a importancia das proteinas encontradas no plasma seminal
para a fertilidade em touros (KILLIAN et al., 1993; MANJUNATH et al., 2002; MOURA et
al., 2006a). Durante as ultimas décadas, com o surgimento da protebmica e 0 aprimoramento

das técnicas de eletroforese e espectrometria de massa, a identificacdo e caracterizacdo de
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marcadores bioldgicos, varias questdes sobre fertilidade puderam ser elucidadas. Assim, a
realizacdo desta pesquisa teve por objetivos:

1) Descrigdo do mapa eletroforético bidimensional do plasma seminal de touros Bos
indicus, raca Brahman, adultos;

2) Determinagdo das associacdes estatisticas entre proteinas do plasma seminal e

parametros seminais destes touros.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Protedmica

Nos ultimos anos a Bioquimica sofreu uma verdadeira revolucdo, principalmente devido
aos espetaculares avancos na area de biologia molecular, que vem disponibilizando uma
incrivel gama de informacgdes sobre os sistemas bioldgicos (SOUSA et al., 1999). Merecem
destaque os sequienciamentos de genomas de muitas plantas e animais que estdo disponiveis
hoje.

Contudo, apenas com as sequéncias completas de nucleotideos no DNA ndo é possivel
elucidar muitos processos bioldgicos (PANDEY & MANN, 2000). Desta maneira, percebeu-
se que investigar a expressao génica poderia gerar informacdes valiosas, tais como: quais
proteinas sdo expressas, 0 nivel e momento de expressdo destas proteinas e respostas
expressas pelas células em diferentes situacfes ou tratamentos (SILVA, et al., 2007).
Portanto, a analise ao nivel de proteina € necessaria, pois 0 estudo dos genes através do
sequenciamento dos genes, ou seja, 0 estudo da genémica, ndo pode adequadamente prever a
estrutura dindmica das proteinas, uma vez que € ao nivel das proteinas que muitos processos
de uma célula ocorrem. Sendo assim, a protebmica € o método direto para identificar,
quantificar e estudar as modificagdes pos-traducionais das proteinas em uma celula, tecido ou
mesmo organismos (CIERO & BELATTO, 2002).

A protedmica € a ferramenta mais apropriada para se entender o funcionamento dos genes,
porque analisa o produto final do genoma. O termo proteoma foi proposto como sendo todo o
conteldo de proteinas expressas por um genoma (WILKINS et al., 1997). Portanto, o
proteoma ndo € estatico, mas muda com o desenvolvimento do organismo e com qualquer

mudanca no seu ambiente (KAZMI & KRULL, 2001). Desta maneira, o proteoma reflete o
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estado atual de funcionamento em condicGes fisiologicas especificas, ou seja, a expressao
funcional do genoma (ROCHA et al., 2005).

Embora a identificacdo de todas as proteinas codificadas no genoma de um organismo
pareca uma tarefa bastante dificil de realizar, mesmo em organismos mais simples, sdo cada
vez mais completas as informacGes obtidas através de estudos protedmicos (SURESH, et al.,
2005).

Os dados gerados por andlise protedmica possuem implicacfes diretas em varios
campos da biologia e da biotecnologia: (1) permite a descoberta de vias metab6licas nas
diversas etapas celulares, gerando um conhecimento sem precedentes na biologia celular e na
bioquimica; (2) permite viabilizar a identificagdo de novas moléculas bioativas em extratos
biologicos naturais, levando ao desenvolvimento de novos medicamentos; e (3) permite
também a identificacdo e caracterizacdo de marcadores biologicos, ou seja, moleculas
enddgenas ou exogenas especificas de um determinado estado patologico (ROCHA et al.,

2005).

2.2. Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional é uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo do
proteoma, esta técnica foi proposta por O’FARREL (1975) e ao longo dos anos tem sofrido
ajustes constantes que proporcionam resultados cada vez mais precisos.

A eletroforese bidimensional consiste em separar, sob a influéncia de um campo
elétrico, moléculas que possuem cargas. Para isto, sdo realizadas duas corridas eletroforéticas
sequenciais. Primeiro, a focalizacdo isoelétrica (IEF) para separar as proteinas de acordo com
0 Seu ponto isoelétrico, e a segunda, a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para separd-las de acordo com suas massas

moleculares.
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Uma proteina possui grupos carregados de ambas polaridades e, portanto apresenta um
ponto isoelétrico, que é o pH no qual a proteina é imével em um campo elétrico. Se uma
mistura de proteinas é submetida a eletroforese por meio de uma solugdo que possua um
gradiente de pH estavel, na qual o pH aumenta, aos poucos, do anodo para o catodo, cada
proteina migrard para uma posicdo do gradiente de pH, que corresponda ao seu ponto
isoelétrico. Se uma molécula protéica difundir para fora dessa posicdo, sua carga mudara a
medida que ela for para uma regido de pH diferente, e as forcas eletroforéticas resultantes
levardo a proteina de volta para a sua posicdo isoelétrica. Cada proteina é, portanto,
“focalizada” em uma faixa estreita proximo ao seu ponto isoelétrico, que pode ser de até 0,01
unidade de pH. Por isso, essa técnica foi denominada focalizagdo isoelétrica (IEF, de
isoeletric focusing) (VOET & VOET, 2006).

Desde a introducéo da técnica de 2D varias mudancas foram realizadas principalmente
na primeira dimensdo. Problemas como a baixa reprodutibilidade foram solucionados com o
desenvolvimento de géis em forma de tiras com gradiente imobilizado (IPG — immobilized
pH gel) (GORG, 1985). Antes do uso do IPG, utilizavam-se os anfdlitos para estabelecer o
gradiente de pH para a separacdo das proteinas pelo ponto isoelétrico. Entretanto, o uso de
anfélitos com esta finalidade tem diversos problemas incluindo a incapacidade de correr
grandes quantidades de proteinas necessarias para a micro seqliéncia, pouca estabilidade do
gradiente de pH durante a eletroforese e freqliente falta de reprodutibilidade dos géis entre os
laboratdrios. O uso dos gradientes de pH imobilizados para a separacdo por cargas na 2DE
solucionou muitos dos problemas. Encontra-se no mercado fitas de géis IPG desidratadas
(Amersham Biosciences) feitas de uma matriz de poliacrilamida, a qual é modificada
covalentemente com grupos acidos e basicos que formam o gradiente de pH imobilizado em
toda a extensdo do gel. Ha diversas faixas de pH, desde ampla (3-10), como faixas estreitas,

como por exemplo de 4,5-5,5 ou 7,0-11,0. Esta flexibilidade na escolha das faixas de pH a
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serem utilizadas é de grande utilidade para separar eficientemente o maior nimero de
proteinas possivel (CIERO & BELATTO, 2002).

A eletroforese de proteinas é geralmente executada em géis de um polimero que
apresenta ligacOes cruzadas, a poliacrilamida. O gel de poliacrilamida age como uma peneira
molecular, em que as moléculas de menor peso migram verticalmente mais facilmente pelo
gel e as moléculas de maior peso molecular ficam retidas na porcéo superior do gel. A
porosidade deste gel de poliacrilamida pode ser escolhida, sendo que quanto maior a
concentracdo de acrilamida menores serdo os poros da malha formada (ROCHA et al., 2005).

Durante a eletroforese de proteinas, a taxa de migracdo ou mobilidade eletroforética é
influenciada pela carga protéica no meio eletroforético, assim como pela sua forma, tamanho
e associagdo com outros compostos ionizaveis. Os componentes dos extratos protéicos
migram com velocidades individuais em um campo elétrico (BRUNE & ALFENAS, 1998).

Um meétodo eletroforético comumente utilizado para estimar a pureza e 0 peso
molecular utiliza o detergente dodecil sulfato de sodio (SDS). O SDS liga-se as proteinas
provavelmente por ligacdes hidrofobicas em quantidades aproximadamente proporcionais ao
peso molecular da proteina, cerca de uma molécula de SDS para cada dois residuos de
aminoacidos (NELSON & COX, 2002). Grande parte da carga negativa do SDS mascara a
carga intrinseca da proteina; logo, as proteinas tratadas com SDS tendem a apresentar relagdes
carga-massa idéntica e formas semelhantes. Conseqiientemente, a eletroforese de proteinas
em um gel de poliacrilamida contendo SDS separa as amostras na ordem das suas massas
moleculares devido ao efeito filtrador do gel (VOET & VOET, 2006).

A eletroforese 2D resulta da combinacdo de duas técnicas: a focalizacdo isoelétrica
(IEF), seguida por uma separacdo de SDS — PAGE. Quando bem sucedida obtém-se um gel
de poliacrilamida contendo numerosos spots, bem separados, cada um correspondendo a uma

proteina (ou a uma forma protéica) (SANTOS et al., 2004).
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Em suma, a sequéncia experimental para a realizacdo da eletroforese 2D é: 1)
Preparacdo da amostra: A preparacdo adequada da amostra é absolutamente essencial para
bons resultados de eletroforese 2-D. Devido a grande diversidade de tipos de proteinas e
origem destas, o processo de preparacdo de amostra ideal para uma dada amostra deve ser
determinada empiricamente. Idealmente, o processo ird resultar na completa solubilizacéo,
desagregacdo, desnaturacdo e reducdo das proteinas na amostra. 2) Focalizacdo isoelétrica
(primeira dimensdo): Separa as proteinas de acordo com o pl. 3) SDS-PAGE - Eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (segunda dimenséao): Separa as proteinas segundo suas
massas moleculares. 4) Deteccdo das proteinas: As proteinas separadas eletroforeticamente
podem ser visualizadas por métodos de coloracdo como: azul brilhante de coomassie, nitrato
de prata, fluorescéncia ou autoradiografia, ou por métodos especificos como a coloracéo de
glicoproteinas ou deteccdo com imunoquimicos (ROCHA et al, 2005) e 5) Analise da
imagem. E realizada por meio de softwares especificos, apds a digitalizacio do gel. O
aplicativo permite a contagem do niumero de spots por gel, verificar a intensidade de cada spot

e compara-las com os spots de diferentes géis, entre outros recursos.

2.3. Plasma seminal e proteinas do plasma seminal

O PS é um fluido originado nas glandulas acessorias (ampolas, glandulas vesiculares e
bulbo-uretrais), testiculo e epididimo e atua como veiculo no transporte para 0s
espermatozdides durante a ejaculacdo além de fornecer substéncias, como carboidratos,
lipidios, proteinas e eletrdlitos, que sdo essenciais para as células espermaticas no aparelho
genital feminino (EVANS & MAXWELL, 1987; FRAZER & BUCCI, 1996).

Apesar dos espermatozdides armazenados na cauda do epididimo possuirem

capacidade de fertilizacdo (YOUNG et al., 1985; JONES, 1998), muitos estudos destacam a
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importancia do contato do espermatozoide com o fluido proveniente das glandulas sexuais
acessorias (KILLIAN et al., 1993; SPROTT et al.,, 2000; MOURA et al., 2006a). Em
ramsters a retirada da prostata ventral reduz a fertilidade, e prejudica o desenvolvimento do
embrido, indicando que 0s componentes da secrecdo proveniente desta glandula tém um papel
na regulacao epigenética do desenvolvimento embrionario (CHOW et al., 2003).

Vérias pesquisas tém fornecido evidéncias de que componentes especificos de PS,
particularmente proteinas, sdo adsorvidas na superficie dos espermatozoides ejaculados
(METZ et al., 1990; WATSON, 1995; THOMAS et al., 2003). A concentracdo de proteinas
do plasma seminal de mamiferos varia de 3 a 7%, dependendo da espécie (WHITE, 1988) e
essas proteinas foram diversas vezes associadas a caracteristicas reprodutivas de ruminantes
(KILLIAN et al., 1993; BELLIN et al., 1998; MOURA et al., 2006a) destacando sua
importancia nos processos de capacitacdo e reacdo acrossdbmica (MANJUNATH &
THERIEN, 2002), integridade da membrana plasmatica, (EINSPANIER et al., 1994) e
motilidade (BRATANOV et al., 1978) e interacao entre gametas (ROLDAN & FRAGGIO,
1993). Por meio das técnicas de biologia molecular, muitas proteinas foram identificadas e
caracterizadas (AYAGARI et al., 1987; KILLIAN et al., 1993; FRAZER & BUCCI, 1996;
MOREAU & MANJUNATH, 1999) e o estudo dessas proteinas podera contribuir para uma

melhor compreensédo dos processos fisioldgicos ligados a fertilidade.

2.3.1. Proteinas envolvidas com a protecéo espermatica

O plasma seminal contém proteinas que influenciam direta ou indiretamente
em mecanismos envolvidos na prevencdo da membrana espermatica contra danos
causados pelo estresse oxidativo e ataque imunolégico (MOURA et al.,, 2006b).
Durante o transito epididimario e armazenamento na cauda do epididimo, os

espermatozoides podem sofrer lesfes relacionadas ao estresse oxidativo (HINTON et
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al., 1995). A geracdo de ROS pode ocorrer como uma consequéncia normal do metabolismo
oxidativo e podem desempenhar um papel importante na funcdo espermatica normal, contudo,
um desequilibrio na producdo ou degradacdo de ROS pode ter sérios efeitos adversos sobre o
esperma podendo causar até infertilidade (RAO et al.,, 1989; AGRAWAL & SALEH,
2002; BALL, 2008).

Uma cascata de peroxidacdo lipidica ocorre quando ROS em excesso reagem com
acidos graxos insaturados presentes na membrana espermatica (JONES et al., 1979;
STOREY, 1997). O resultado dessa peroxidacdo é a perca de fluidez e integridade da
membrana necessarias para a fertilizacdo (JONES et al., 1979), ja que o citoplasma dos
espermatozdides contem baixa quantidade de enzimas antioxidantes (DE LAMIRANDE &
GAGNON, 1995).

Glutationa S-transferase, tioredoxina peroxidase, superéxido dismutase, glutationa
peroxidase, catalase e gama-glutamil-transpeptidase sdo enzimas antioxidantes encontradas no
epididimo (ALVAREZ & STOREY, 1983; JEULIN et al., 1989; FOUCHECOURT et al.,
2000; DACHEUX et al., 2006).

Outra proteina envolvida com a protecdo da célula espermatica € a aSFP que é
secretada principalmente pelas glandulas vesiculares e ampolas (WEMPE et al., 1992)
ndo tendo sido detectada em nenhum outro tecido bovino (EINSPAINER et al., 1991). Essa
proteina possui 13 kDa e pertence a familia das espermadesinas (CALVETE et al.,
1995). A estrutura priméria de aSFP é composta por 114 residuos de aminoéacidos, unidos por
duas pontes dissulfeto (EINSPANIER et al., 1994). As espermadesinas foram identificadas no
plasma seminal suino (CALVETE et al.,, 1996), bovino (WEMPE et al., 1992), equino
(REINERT et al., 1996) e ovino (BERGERON et al., 2005).

As aSFP se apresentam em diferentes isoformas e protegem os espermatozoides

do dano oxidativo através da diminuicdo da peroxidacéo lipidica (EINSPANIER et al., 1994),
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além de demonstrarem atividade mitogénica e estimularem a secrecdo de esterdides pelas
células da granulosa, in vitro (EINSPANIER & EINSPANIER, 1992). Schoneck et al. (1996)
sugeriram que a aSFP possui a capacidade de preservar a integridade de membrana, agindo
como um redutor de peroxidacdo lipidica da membrana do espermatozdide e regulando a
atividade mitocondrial e, consequentemente a motilidade espermatica, sendo portanto capaz
de modular a funcdo metab6lica dos espermatozdides in vitro. Esse efeito é dose dependente,
e altos niveis desta proteina podem apresentar efeito inverso como a inibicdo da motilidade
espermatica e atividade mitocondrial (SCHONECK et al., 1996).

Ainda em relagdo a aSFP, essa espermadesina liga-se somente a superficie do
espermatozodide ejaculado e, para que ocorra a fertilizacdo in vitro, é necessario a liberacéo
desta proteina da membrana espermatica (SCHONECK et al., 1996). Além de fraca ligagdo a
membrana do espermatozoide, a aSFP ndo apresenta capacidade de ligacdo a zona pellcida, o
que indica que a mesma ndo esta envolvida na interacdo entre gametas, entretanto essa
proteina parece estimular, de forma dose-dependente a divisdo celular de linfdcitos,
estimulando a secrecdo de progesterona pelo endométrio bovino e pelas células ovarianas
(EINSPANIER et al., 1991).

Uma outra classe de espermadesina que foi chamada de Z13, possui 50% da sequéncia
de aminoacidos idéntica a aSFP bovina. Moura et al. (2006a) e Killian et al. (1993)
relacionaram a espermadesina Z13 a baixa fertilidade em touros. Moura et al. (2006a)
sugerem ainda que a menor fertilidade de touros com altos niveis de espermadesina Z13 deva-
se a capacidade desta proteina de alterar aspectos da motilidade espermatica.

A clusterina é uma glicoproteina, heterodimero, composta de duas subunidades de 40
kDa ligadas por pontes dissulfeto (KIRSZBAUM et al., 1992). Foi isolada pela primeira vez
do fluido da rete testis de carneiros (BLASCHUK, et al, 1983;

FRITZ, 1993), e estd presente em células epiteliais, com niveis mais elevados no
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testiculo, epididimo (GRIMA et al., 1990; ARONOW et al., 1993) e em fluidos fisiologicos,

como o leite e 0 sémen (WATTS et al., 1990; KOUNNAS et al., 1995).

2.3.2. Proteinas associadas com a motilidade espermatica

A motilidade progressiva dos espermatozoides é adquirida durante o transito
epididimario (AMANN e HAMMERSTEDT, 1993). O plasma seminal possui
diversos componentes capazes de afetar a motilidade dos espermatozdides (BAAS et
al., 1983).

A proteina aSFP esta relacionada com a motilidade espermaética sendo que
esta em alta concentragdo possui efeito reversivel inibitério sobre a motilidade,
porém em baixa concentracdo seu efeito é estimulante, assim 0s espermatozéides
armazenados na ampola, apresentam demanda energética reduzida aumentando sua
viabilidade e, quando o sémen ¢é diluido nas secre¢Ges do trato reprodutivo da fémea
ocorre o restabelecimento da cinética espermatica (SCHONECK et al., 1996).

Experimento realizado com touros por Donald et al., 2008 verificaram a influéncia do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) no aumento da motilidade progressiva do
espermatozdide. Segundo os autores, o IGF-1 presentes no plasma seminal bovino pode
interagir com receptor do IGF-I localizado na regido acrossomal do espermatozoide e essa
interacdo do IGF-I e receptor parece estar associada a hiperativacdo. Contudo, sdo necessarias
novas investigacdes para compreender estes achados.

A BSP 1 é uma proteina secretada pelas glandulas vesiculares seminais de bovinos,
que se liga a peca intermediaria dos espermatozoides, no momento da ejaculacdo. Esta
proteina altera as propriedades biofisicas da membrana, por meio do efluxo de colesterol e
fosfolipideos no primeiro estagio da capacitacdo (MANJUNATH & THERIEN, 2002) e pode

ter alguma influéncia na motilidade espermatica (MANJUNATH et al., 2009).
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As proteinas BSPs sdo secretadas pelas glandulas vesiculares e ampolas e atuam na
capacitacdo espermatica (MANJUNATH & THERIEN, 2002). Estas representam
aproximadamente 70% do total de proteina do plasma seminal bovino (MANJUNATH &
SAIRAM, 1987). As proteinas designadas por BSP 1 (15-16kDa e pl 4,7-5,0), BSP 3 (15 kDa
e Pl 4,8-5,2) e BSP 5 kDa fazem parte deste grupo. (SEIDAH et al, 1987; DESNOYERS &
MANJUNATH, 1992).

O plasma seminal contem cininogénio que é o substrato da enzima calicreina.
A ligagdo destes resulta na formagdo de cininas que estimulam a motilidade

espermatica (BRATANOV et al., 1978).

2.3.3. Proteinas que participam da capacitacdo espermatica

As células espermaticas devem sofrer o processo de capacitacdo para serem capazes de
fertilizar o dvulo (HAFEZ, 2004). Os espermatozdides sofrem capacitacdo quando hd um
efluxo de colesterol da sua membrana lipidica (ZARINTASH & CROSS, 1996). Esse
processo leva a alteracbes estruturais da membrana, aumentando a permeabilidade da
bicamada lipidica e da fluidez que é de suma importancia para que essas células cheguem ao
estado de capacitados (CROSS, 2003). O efluxo de colesterol pode regular a expressdo de
receptores da superficie do espermatozoide a zona pelticida (MANJUNATH & THERIEN,
2002).

As BSPs promovem modificacbes na membrana lipidica do espermatozoide e
interagem com a heparina e HDL, formando sitios de ligacdo na membrana plasmatica, que é
outro fator importante envolvido na capacitacdo do espermatozdide, Thérien et al. (1995)
observaram tal afirmacdo em bovino.

As proteinas BSPs também podem estimular o efluxo de colesterol e fosfolipidios de

espermatozoéides armazenados no epididimo. Contudo uma breve exposic¢do a proteinas BSP's
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ndo pode estimular a capacitacdo do espermatozdide epididimario, na auséncia de heparina ou
HDL. A necessidade de outro fator presente no liquido folicular ou oviduto (heparina, por
exemplo) permite que as proteinas BSP promovam a capacitacdo espermatica no momento
adequado tornando 0s espermatozdides aptos a sofrerem a reacdo acrossdémica
(MANJUNATH & THERIEN, 2002).

As proteinas BSPs ligam-se de forma rapida, especifica e saturavel ao LDL (Fig. 1)
formando complexos (LDL-BSP proteinas) estaveis. Essa alta capacidade de ligacdo com a
LDL é importante porque essas retiram as proteinas BSPs presentes no sémen, evitando o
efluxo de colesterol e conseqiientemente, a desestabilizagdo da membrana (MANJUNATH et
al., 2002). Contudo, quando os espermatozoides sdo continuamente expostos ao plasma
seminal que contem proteinas BSPs, essas causam danos na membrana espermatica o que

pode comprometer a viabilidade do sémen criopreservado (MANJUNATH &THERIEN,

2002).

Fig. 1. Mecanismo proposto para a protecdo dos espermatozoides pela gema de ovo

(LDL). Acéo sobre as proteinas BSP.
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Fonte: MANJUNATH, et al. (2002).

28



Cada BSP isolada é capaz de estimular o efluxo de colesterol do espermatozdide
epididiméario. Com 15-30 minutos de exposicdo, 7-15% de colesterol € removido do
espermatozdide e com 4h cerca de 25% do colesterol é removido da membrana espermatica
(MANJUNATH & THERIEN, 2002). O efluxo de lipidios pelas proteinas BSP é tempo e
concentracdo dependente (MANJUNATH & THERIEN, 2002). As associaces positivas da
BSP 5 kDa com a fertilidade podem ser resultado de sua capacidade de atuar na capacitacao
espermatica, evento fundamental para a fertilizacdo e sobrevivéncia dos gametas masculinos
no oviduto (MOURA et al., 2006a).

As proteinas BSP modulam a atividade da PLA; regulando o metabolismo dos
fosfolipidios da membrana espermatica (MANJUNATH et al., 1994). Os sitios de ligacdo dos
colina-fosfolipideos na membrana espermatica sdo substratos para a PLA;, uma enzima-chave

na capacitacdo (SOUBEYRAND et al., 1997).

2.3.4. Proteinas envolvidas na reagdo acrossémica e interacédo entre gametas
As proteinas BSPs estdo envolvidas com o processo de reacdo acrossomica.
Manjunath et al. (1994) verificaram que a BSP 1, 2 e a BSP 5 kDa exibiram uma alta

atividade quando ligadas a calmodulina, o que pode influenciar no transporte intracelular do

2+ aye ~
Ca e nareacdo acrossomal e, consequentemente, com os fenémenos de fertilizacéo.

As PLA, sdo enzimas que variam de 14 a 20 kDa, encontradas em fluidos corporais
(DENNIS, 1994). Estas enzimas sdo responsaveis pela hidrolise de fosfolipidios na superficie
de micelas convertendo-os em fosfolipidios em lisolipidios como a lisolecitina. No aparelho
reprodutivo, a PLA; regula a maturacdo espermatica e a reacdo acrossdmica (UPRETI et al.,
1994). A expressao de PLA; e osteopontina é detectada em maior abundancia em touros com

alta capacidade de fertilizacdo (MOURA et al., 2006a).
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A OPN é uma glicoproteina presente em tecidos e fluidos organicos, é proeminente no
tecido 6sseo e promove a mineralizacdo e reabsorcdo da matriz. Possui peso molecular de 55
kDa, é rica em acido aspartico, acido glutamico e serina (SORENSON & PETERSEN, 1994).
Foi isolada na glandula vesicular e na ampola do ducto deferente (RODRIQUEZ et al., 2000)
e apresenta-se em alta concentracdo no PS em animais de alta fertilidade (CANCEL et al.,
1997). A OPN liga-se a membrana espermatica por meio das integrinas, e esse
complexo OPN-integrinas interage com receptores na membrana oocitaria (D’CRUZ,
1996). Souza et al. (2008) também sugerem a participacdo da OPN na interagcdo
espermatozdide-odcito e a influéncia desta proteina na fertilizacdo e no desenvolvimento

embrionario.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta, processamento do sémen

Para o presente trabalho, foram selecionados 56 touros Bos indicus, da raga Brahman,
com idade média de 24 meses, 29,1 + 2,4 cm de circunferéncia escrotal e peso vivo de 353
37,2 kg, criados a pasto na regido de Queensland, Austrélia. O estado de Queensland, latitude
22°0" Sul e longitude 142°0" leste, esta localizado na regido Nordeste daquele pais, de clima
subtropical tmido (KOPPEN, 1968), e possui areas caracterizadas por temperaturas elevadas
e escassez de chuvas. Os sistemas de producdo de bovinos em Queensland também séo
baseados no uso de pastagens (nativas ou cultivadas) com pouca ou quase nenhuma
suplementacéo.

As amostras de sémen dos touros foram coletadas com o auxilio de eletroejaculador.
Imediatamente ap0s a coleta, uma aliquota foi retirada para avaliagdo da motilidade
espermatica e outra aliquota diluida em solucdo formol-salina para determinacdo da
concentracdo espermatica, utilizando camera de Neubauer (FITZPATRICK et al, 2002). A
morfologia espermatica de 100 células por animal foi avaliada em laboratério. Uma gota de
sémen diluido em solucédo de 0,2% de glutaraldeido formol-salina-tamponada foi depositada
entre lamina e laminula e utilizando microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(x1000) os espermatozdides foram classificados individualmente como morfologicamente
normais ou ndo (ENTWISTLE & FORDYCE, 2003). Apos cada coleta, o restante do sémen
foi imediatamente centrifugado (700 x g /15 min /4° C), o sobrenadante transferido para tubo
de ensaio e novamente centrifugado (10000 x g /30 min /4 °C) para a retirada de restos

celulares e demais impurezas (MOURA et al., 2006a).
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3.2. Quantificacao da concentracao de proteina total no plasma seminal

Inicialmente, uma curva analitica de calibracdo foi obtida a partir de solu¢Ges padroes,
com concentragfes de proteina conhecidas, encerrando 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50
ug de albumina sérica bovina (BSA) mL-1. A cada 100 pL padrdo, 2,5 mL do reagente de
Bradford (BRADFORD, 1976) foram adicionadas, e as leituras foram realizadas em
espectrofotometro com comprimento de onda de absorbéancia 595 nm (Ultraspec 1ll, GE
Lifesciences, Piscattaway, NJ, USA), apds 10 minutos de incubacdo. Por meio das médias das
triplicatas das absorbéncias obtidas a curva de calibracdo foi estabelecida gerando uma
equacdo linear de absorbancia em funcdo da concentracdo (R? = 0,9761) com a qual foi
possivel a determinacgdo do teor de proteinas totais em cada uma das amostras experimentais.
Para quantificacdo dos teores de proteina nas amostras, também em triplicata, estas foram
previamente diluidas na proporcao de 1:80 (v/v), em agua milli-Q (Millipore, Billerica, MA,
USA) 100 pL da amostra diluida misturada com 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 10
minutos, leituras em 595 nm foram feitas e a média das triplicatas usadas para o célculo do

teor de proteina de cada amostra.

3.3. Eletroforese bidimensional

As amostras de plasma seminal foram submetidas a eletroforese bidimensional para
separacdo das proteinas com base na massa molecular e ponto isoelétrico (MOURA et al.,
2006a; MOURA et al. 2010; REGO, 2010; SOUZA et al., 2010). Aliguotas de PS contento
750 pg de proteina total foram ressuspensas em tampdo de re-hidratacdo (7M Uréia, 2M
Tiouréia, 1% de anfolitos “IPG buffer pH 4-7”, 65mM DTT, 1% CHAPS e traco de azul de
bromofenol), aplicadas em bandeja de hidratacdo (Immobile DryStrip Reswelling Tray) e
incubadas com tiras de pH imobilizado (24 cm, com faixa de pH linear de 3 a 11; GE

Healtchcare, USA) por um periodo de 16 horas, em temperatura ambiente. A focalizacdo
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isoelétrica foi conduzida em um equipamento ETTAN™ IPGphor 111 (GE Lifesciences, USA)
de acordo com a seguinte programacéo: step 100 V (1:00 h), step 500 V (1:20 h), grad 1000
V (0:30 h), step 5000 V (1:20 h), grad 10000 V (0:30 h) e step 10000 V (40000 Vh). Apos a
focalizacdo, as tiras foram lavadas com &gua destilada para retirada do excesso de Gleo
mineral e equilibradas por 15 minutos em solucdo de equilibrio contendo DTT (1 %) e uma
solucdo base de 50mM Tris-HCI pH 8,8, 1,5M; 87% glicerol; 6M Uréia; 2% SDS e azul de
bromofenol, sob leve agitacdo. Em seguida, as tiras foram incubadas na mesma solugédo de
equilibrio, contendo 2,5% IAA, ao invés de DTT, por mais 15 minutos, sob leve agitacéo.
Apos a etapa de equilibrio, as tiras foram dispostas sobre as placas com gel de poliacrilamida
(15 %) em presenca de SDS e fixadas com agarose, utilizando um sistema do tipo DALT
twelve (GE Healthcare, USA). A segunda dimenséo do processo de eletroforese foi realizada
primeiramente estabelecendo uma voltagem de 100 volts durante os primeiros 60 minutos e
de 200 volts para o restante do processo.

ApoOs a separacdo com base na massa molecular aparente, os géis foram corados com
Sypro Ruby (Bio Rad, USA). Desta forma, os geis foram fixados em solucdo contendo
metanol (50%) durante 15 minutos e acido acético (7%) por mais 15 minutos; em seguida 0s
géis foram imersos em solugdo de coloracdo SYPRO® durante 3 horas sob leve agitagéo.
Apos esse periodo os géis foram lavados em metanol (10%) e acido acético (7%) durante 30
minutos e digitalizados em equipamento com deteccdo de fluorescéncia UV- 300 nm
(Typhon, GE Healthcare, USA). Em seguida, as imagens foram salvas no formato .tif para

posterior analise computacional.
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3.4. Andlise dos mapas eletroforéticos bidimensionais

3.4.1. Edicao de imagens

As imagens digitalizadas foram inseridas no programa PDQuest, verséo 8.0 (Bio Rad,
USA). Utilizando a ferramenta de edicdo, os géis foram cortados e ajustados quanto ao
tamanho, de forma que cada gel foi delimitado para 274.9 mm de largura e 182.2 mm de
altura. Em seguida, foi realizada a filtragem dos géis para eliminar artefatos da imagem. Uma
grande variedade de filtros, disponiveis pelo programa, foi testada e os filtros que
funcionaram melhor para as condi¢fes das imagens foram as op¢des “Salt”, utilizado para
retirar manchas mais claras que o background, “Pepper” para retirada de manchas mais

escuras que o gel, e o filtro de 9x9 pixels.

3.4.2. Deteccao de spots

Os parametros para deteccdo de spots foram escolhidos em duas etapas descritas a
sequir. Etapa 1: selecionou-se um “faint spot” (ponto mais fraco da digitaliza¢dao), um
“smallest spot” (spot menor) e um “largest spot” (spot maior). Esta selecdo definiu a
sensibilidade e os parametros de valor minimo e maximo de pico que o programa utilizou para
deteccdo automatica dos spots; Etapa 2: foram ajustados os valores de “sensitivity”
(sensibilidade), “min peak™ (pico minimo) e “size scale” (tamanho da escala). O aumento da
sensibilidade permitiu selecionar os pontos fracos que ndo foram reconhecidos na etapa 1, o
pico minimo definiu o pico de intensidade minima que deveria ter um ponto a ser identificado
e o tamanho da escala foi ajustado para melhor distinguir a intensidade do sinal (pontos) dos
artefatos da imagem. Desta maneira, apds extensivas tentativas foram utilizados os valores de
15, 13 e 2251 para “sensitivity”, “min peak” e “size scale”, respectivamente, e foram

selecionadas as opg¢ao “gaussian model during test”, que permitiu maior precisao de detecgao
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de spots sobrepostos, e a op¢ao “reduce over-detection of large spots”, que reduz o excesso de
deteccdo de manchas grandes. Feito isso, automaticamente os spots de cada gel foram
identificados segundo 0s mesmos critérios.

O gel que melhor representou o perfil protéico entre todos os géis foi denominado de
gel de referéncia (Figura 3B). Com base neste gel, utilizou-se o aplicativo do PDQuest de
criacdo automatica de um gel padrdo sintético, denominando de “master gel”. Os spots
presentes consistentemente em pelo menos 50 % dos géis mas ausentes no gel de referéncia
foram acrescentados ao master gel (Figura 3A). O master gel representou, portanto, 0 molde
para realizacdo do “Match” ou pareamento automatico de cada spot em todos os mapas. Para
tanto, verificou-se manualmente o match de cada spot e os potenciais artefatos que haviam
sido considerados como spots foram excluidos. Spots presentes nas principais regides do gel
foram usados como marco e o ajuste final dos spots foi obtido apds extensivas comparacdes
entre 0s mesmos em cada gel individual, o gel de referencia e o master gel (MOURA et al.,
2006a). A quantificacdo dos spots nos géis foi dada através da total da densidade Optica
integrada dos spots em todos os géis e expressa em ppm, de acordo com o aplicativo do
PDQuest.

Em funcdo de estudos anteriores conduzidos sobre o proteoma do plasma seminal e
fluido das glandulas sexuais acessorias e da cauda do epididimo (KILLIAN et al., 1993;
GERENA et al., 1997; MOURA et al., 2006a; MOURA et al., 2010), foram definidos valores
de peso molecular e ponto isoelétrico de spots conhecidos como BSP Al, BSP 5, TIMP-2,
clusterina, albumina e transferrina. A partir destas informacdes, estimou-se, através do proprio
software, a massa molecular e pl dos demais spot dos mapas bidimensionais obtidos no

presente estudo.
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3.5. Andlise Estatistica

Os touros foram divididos em grupos de alta e baixa motilidade espermatica e alto e
baixo percentual de células esperméticas morfologicamente normais. Esta divisdo foi
realizada segundo a mediana daquelas caracteristicas, obtidas pelo procedimento MEANS do
programa estatistico SAS (SAS, 2002). Os valores de intensidade Optica total integrada de
cada spot dos 56 mapas foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk,
assimetria e curtose por meio do procedimento UNIVARIATE do SAS. Os valores de
intensidade dos spots que apresentaram distribuicdo normal foram considerados variaveis
parameétricas e o0s valores que ndo apresentaram tal distribuicdo foram submetidos a
transformacéo logaritmica (log (x + 1)). Destas variaveis transformadas, as que apresentaram
uma aproximacdo da distribuicdo normal também foram consideradas paramétricas. As
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, mesmo ap0s a transformacdo, foram
consideradas ndo paramétricas.

Os valores de intensidade paramétricos foram avaliados entre 0s grupos de alta e baixa
motilidade e alto e baixo percentual de células morfologicamente normais pela analise de
variancia por meio do procedimento GLM e comparados pelo teste t de Student do pacote
estatistico SAS. As variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre 0s grupos estudados

pelo teste de Mann-Whitney por meio do procedimento NPARIWAY do programa SAS.
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4. RESULTADOS

Os touros apresentaram ejaculados com, em média, 70,4 + 18 % de motilidade e 60,1
+ 2 % de celulas morfologicamente normais. Animais com sémen de elevada motilidade
apresentaram em média 84,5 % de células moveis, em contraste com os touros de reduzida
motilidade espermética, com 55,6 %. A diferenca entre os animais com elevada e baixa
percentagem de espermatozdides normais foi de 40,6%, dado que o primeiro grupo

apresentou valor médio de 80,4 % e o segundo, de 39,8 % de células normais nos ejaculados

(Tabela 1).
100 + a 2a 100 1 a 2b
90 - 90 -
| 80 -
80 b B Alto percentual de
70 1 70 1 b espermatozdides
60 60 normais
50 H Alta motilidade 50
40 - 40 .
30 - Baixa motilidade 30 | Balxc?percentual
de células
20 .
20 A morfologicamente
10 A .
10 A normais
0
0

Motilidade (%) Espermatozdides

morfologicamente normais
(%)

Figura 2. 2a: Motilidade dos espermatozoides de touros Bos indicus agrupados de acordo
com a mediana da percentagem de espermatozoides moveis nas amostras de sémen (Alta
motilidade > 75 % e baixa motilidade < 75%). 2b: Percentual de células morfologicamente
normais agrupadas de acordo com a mediana da percentagem de espermatozdides normais nas
amostras de sémen (Alto percentual de espermatozdides normais > 69% e baixo percentual de
espermatozdides normais < 69%). Os valores sdo apresentados como médias e respectivos
erros-padrdo. Médias seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de Mann-
Whitney (p > 0,05).

A analise dos mapas bidimensionais através do software PDQuest permitiu a detec¢do
de 167,7 £ 26 spots por gel, com uma variacdo de 250 a 129. Com base no master gel (Figura
3A), que incluiu todas as proteinas do gel de referéncia (Figura 3B) e 0s spots

consistentemente presentes em pelo menos 50 % dos demais géis, verificou-se que varios
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grupos de proteinas sdo expressas como isoformas, especialmente aquelas indicadas nas

sequéncias A, B, C, D, E e F (Figura 3A).

Tabela 01. Valores de motilidade (Mot), percentual de espermatozdides morfologicamente
normais (Normal), Circunferéncia escrotal (CE) e peso dos touros Bos indicus, raca Brahman

Touro Mot (%) Normal (%) CE (cm) Peso (kg)
1 95 83 33,5 403
2 50 68 30,5 399
3 50 21 31 392
4 50 52 28 354
5 50 37 28,5 398
6 80 83 30,5 432
7 90 59 30 406
8 90 86 30,5 403
9 85 70 29,5 423
10 50 76 28 326
11 80 73 33 399
12 90 72 32 399
13 50 90 32 356
14 80 78 29 381
15 70 32 31 403
16 75 40 29,5 347
17 75 85 29,5 345
18 90 91 32 392
19 90 53 31,5 355
20 90 49 30,5 381
21 85 94 28,5 328
22 65 13 28 366
23 50 77 27,5 341
24 85 80 30,5 334
25 40 56 27,5 374
26 50 50 26,5 322
27 60 62 25,5 304
28 60 24 26 340
29 50 6 29,5 352
30 70 74 26 340
31 75 50 26,5 362
32 50 79 335 392
33 65 13 26,5 410
34 85 91 27 344
35 75 61 31 328
36 60 74 29 344
37 85 61 27,5 344
38 30 18 28,5 344
39 75 73 29,5 356
40 85 89 32,5 272
4 95 89 24,5 334
42 50 51 26,5 340
43 65 32 31,5 280
44 90 13 28 300
45 70 46 235 306
46 65 60 28 326
47 90 89 29 354
48 30 80 28 316
49 65 78 28 328
50 50 1 25 312
51 65 51 25 318
52 85 70 30,5 322
53 95 74 29,5 328
54 80 81 335 374
55 80 71 27 336
56 90 60 25,5 288
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Figura 3. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de touros Bos indicus adultos.
A figura 3A representa o gel sintético gerado pelo software PDQuest (Bio Rad, USA),
construido a partir da combinacdo dos spots de todos os géis utilizados. As letras A, B, C, D,
E e F indicam as isoformas de proteinas, setas azuis apontam as proteinas BSPs e setas verdes
evidenciam as espermadesinas. A Figura 3B corresponde a imagem do gel de referéncia.
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Os géis montados no presente estudo foram comparados com aqueles previamente
publicados sobre o proteoma das glandulas sexuais acessorias e da cauda do epididimo de
animais Bos taurus adultos (MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010) (Figura 4) e, com
base nos valores de pl, massa molecular e intensidade dos spots protéicos, identificou-se por

comparacdo, as principais proteinas expressas nos géis dos touros da Bos indicus.
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Figura 4. Perfil protéico do fluido da cauda do epididimo (A) e glandulas sexuais acessorias
(B) de animais Bos taurus adultos (MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010)
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FIGURA 5. Comparacdo entre 0 mapa protéico do plasma seminal de Bos indicus (a esquerda) e proteinas das glandulas sexuais acessorias (A) e
proteinas da cauda do epididimo (B) de Bos taurus (a direita) adultos (MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010).
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As proteinas mais abundantes no plasma seminal dos touros Bos indicus e detectadas
em todos os 56 géis apresentaram semelhanca com espermadesinas e BSPs (Figura 3A). A
intensidade dos spots classificados como BSPs e espermadesinas representou 39% e 10,3%,
respectivamente, da intensidade total de todos os spots detectados nos mapas. A intensidade
dos spots equivalentes as proteinas clusterina, TIMP-2 e albumina representaram,
respectivamente, 6,2%, 2,6% e 4% da intensidade total dos mapas eletroforéticos do plasma
seminal dos touros Bos indicus.

Os animais cujas amostras de sémen foram avaliadas como de alta e baixa motilidade
espermatica apresentaram expressao diferenciada (p < 0,05) com relagdo a sete spots (506,
1202, 1406, 1505, 1701, 2003 e 2703) nos mapas proteicos do plasma seminal. Novamente
em funcdo da separagdo destes spots nos géis e comparaces com estudos prévios realizados
sobre o proteoma do fluido da cauda do epididimo e fluido das glandulas sexuais acessorias
(MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010), os spots 506 (47,1 kDa, pl 4), 1406 (46,3 kDa,
4,3 pl) e 1505 (52,8 kDa, pl 4,7) foram semelhantes a clusterina, o spot 1202 (14,7 kDa, pl 5)
como BSP 1 e o spot 2003 (27,8 kDa, pl 6,2), a espermadesina. Spots identificados com o
namero 1701 (66,5 kDa, pl 4,8) equivalem a osteopontina e o spot 2703 (71 kDa, pl 5,6),
como pertencente a isoformas de albuminas (Figuras 4 e 5).

As intensidades de 4 spots (312, 1309, 1310 e 1505) diferiram estatisticamente (p <
0,05) entre os géis dos animais do grupo de alta e baixa porcentagem de espermatozdides
normais (Figura 7). Considerando os mapas protéicos das proteinas das glandulas sexuais
acessorias e da cauda do epididimo de animais Bos taurus, determinados em estudos
anteriores (MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010), verificou-se que os spots 312 (29,1
kDa, pl 4,2), 1309 (29,9 kDa, pl 5) e 1310 (31,6 kDa, pl 5) sdo equivalentes a familia das
proteinas BSPs e o spot 1505 (52,8 kDa, pl 4,7) apresenta distribuicdo semelhantes a

migracdo da clusterina nos géis bidimensionais (Figura 4 e 5).
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Figura 6. Mapa bidimensional das proteinas do plasma seminal de touros Bos indicus adultos.
As intensidades dos spots indicados em vermelho e azul apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) entre grupos de animais com diferentes valores de motilidade
espermatica e percentagem de celulas normais, respectivamente.
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Figura 7. Intensidades (médias e erros-padrdo) dos spots 506, 1202, 1406, 1505, 1701, 2003 e
2703 no mapa bidimensional do plasma seminal de touros Bos indicus agrupados de acordo
com a percentagem de espermatozoides moveis nas amostras de sémen (Alta motilidade >
75%; Baixa motilidade < 75%). Os numeros dos spots referem-se aqueles mostrados na
Figura 5. Em parénteses a proteina na qual o nimero do spot se refere. Médias seguidas de

letras distintas diferem pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).
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Figura 8. Intensidades (médias e erros-padrdo) dos spots 312, 1309, 1310, 1505 e 2703 no
mapa bidimensional do plasma seminal de touros Bos indicus agrupados de acordo com o
percentual de espermatozdides normais nas amostras de sémen (Alto percentual de
espermatozoéides normais: motilidade > 69%; Baixo percentual de espermatozoides normais:
motilidade < 69%). Os numeros dos spots referem-se aqueles mostrados na Figura 5. Em
parénteses a proteina na qual o namero do spot se refere. Médias seguidas de letras distintas

diferem pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Com a utilizagdo de uma metodologia com base no processo de eletroforese
bidimensional e analise computadorizada dos géis, apresenta-se neste trabalho o mapa das
proteinas do plasma seminal de animais Bos indicus adultos e a descricdo de spots cuja
expressdo associa-se diferencialmente a grupos de animais previamente selecionados de
acordo com os parametros de motilidade e morfologia espermatica. Tais parametros tem
importancia fundamental no processo de avaliagédo de reprodutores bovinos em rebanhos de
corte utilizados em sistemas de monta natural ou para producdo de sémen para inseminacao
artificial. De fato, estudos mostram que o percentual de células normais foi considerada como
a variavel com relagdo mais significativa com a fertilidade de touros Bos indicus criados a
pasto e avaliados em sucessivas estacdes de monta na Australia (MCGOWAN et al., 2008).

Apos a analises dos mapas proteicos através do software PDQuest, o spot 1202
apresentou massa molecular e ponto isoelétrico (14,7 kDa, pl 5) semelhantes aos da BSP-1 e a
expressdo desse spot foi maior no grupo de animais com reduzida motilidade espermatica. As
proteinas BSPs sdo secretadas pelas glandulas vesiculares e ampolas e atuam tipicamente na
capacitacdo espermatica (MANJUNATH & THERIEN, 2002). Estas proteinas ligam-se ao
espermatozdide por ocasido da ejaculacdo e permanecem associadas as células espermaticas
mesmo ap6s o contato com os fluidos do istmo e ampola do oviduto (THERIEN et al., 1998;
SOUZA et al., 2008). Os espermatozdides sofrem capacitacdo quando ha um efluxo de
colesterol da membrana lipidica (ZARINTAS & CROSS, 1996) e esta liberacdo de colesterol
resulta em alteracGes na arquitetura da membrana, aumentando a permeabilidade da bicamada
lipidica (CROSS, 1998). Como o efluxo de colesterol depende da concentracdo e tempo de
exposicdo das células as BSPs, quanto maior a concentracao de proteinas BSPs ou uma maior

a exposicdo (como no sémen ndo diluido), maior serd a quantidade de colesterol e
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fosfolipidios removidos, resultando na desestabilizagio da membrana plasmatica
(MANJUNATH et al., 2002). Tal processo de desestabilizagdo da membrana, caso ocorra em
demasia, pode de alguma maneira interferir negativamente na motilidade espermatica, essa
afirmacéo provavelmente justifica a maior expressdo do spot 1202 nos animais com reduzida
motilidade espermética. Confirmando esta hipotese, Roncoletta et al. (2006) mostraram que
touros com sémen de baixa fertilidade e congelabilidade foram detectados com maior
concentracdo de BSP 3 em géis de extrato protéico oriundo da membrana de espermatozoéides
ejaculados.

Os spots de numero 312 (29,1 kDa, pl 4,2), 1309 (29,9 kDa, pl 5) e 1310 (31,6 kDa, pl
5) tambem apresentaram valores de kDa e pl semelhantes a BSP 5 e foram expressos com
maior intensidade nos animais com elevado percentual de células morfologicamente normais.
A razdo para a existéncia deste tipo de correlacdo entre a BSP 5 e a morfologia dos
espermatozdides ndo é clara porque o processo de definicdo deste pardmetro € inerente a
espermatogénese e maturacao epididimaria e ndo a eventos delimitados por mecanismos pés-
ejaculacdo. A BSP 5, semelhante as demais formas das BSPs, € sintetizada nas glandulas
sexuais acessorias e entra em contato com as células espermaticas somente no momento da
ejaculacdo. E certo que as BSPs ligam-se aos espermatozdides com extrema afinidade e
permanecem associadas aos mesmos apos o contato destes com os fluidos do oviduto e apos
0S processos de capacitacdo e reacdo acrossdomica (SOUZA et al., 2008). Resultados nédo
publicados (MOURA et al., 2011) indicam ainda que as BSPs permanecem associadas as
membranas espermaticas mesmo apds sucessivas lavagens e centrifugacdes. Ha evidencia,
portanto, de que as BSPs ligam-se aos espermatozolides, mas estudos mais detalhados
precisam ser conduzidos para esclarecer potenciais influéncias destas proteinas sobre aspectos

morfologicos dos gametas.
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No presente estudo, o spot 2003 (27,8 kDa, pl 6,2) apresentou massa molecular e
ponto isoelétrico equivalente a aSFP e apresentou maior intensidade no grupo de touros com
menor percentual de espermatozoides méveis no sémen. Schoneck et al. (1996), trabalhando
com espermatozoOides bovinos, observaram que a motilidade dos espermatozoides foi
significantemente menor quando estas células estavam em contato com maiores niveis de
aSFP. No touro, os espermatozoides armazenados antes da ejaculacdo na ampola, onde ha
altos niveis de aSFP, sofrem um efeito de preservacdo de energia por restringir a motilidade
(SCHONECK et al., 1996). A aSFP liga-se a superficie do espermatozdide bovino no
ejaculado, contudo, € quantitativamente liberada durante a capacitacdo in vitro
(DOSTALOVA et al., 1994).

Estes relatos justificam a maior expressdo desta proteina no grupo de menor
motilidade. A aSFP pertence a familia das espermadesinas (CALVETE et al., 1995).
Isto sugere que a aSFP atua como fator decapacitante do espermatozoide bovino, ao invés de
molécula de ligacdo a zona peldcida, ndo possuindo, assim, um papel na interacdo de gametas
(DOSTALOVA et al., 1994).

Recentemente uma nova proteina da familia das espermadesinas do plasma seminal de
bovino foi purificada, sendo denominada de SPADH-2 ou Z13. E um polipeptidio néo-
glicosilado de 13 kDa, sem afinidade por heparina, que possui 116 residuos de aminoacidos,
0s quais apresentam 53% de similaridade com a aSFP e 43 % de homologia com os SPMI
encontrados no PS humano (ROBERT & GAGNON, 1996; TEDESCHI et al., 2000). A maior
diferenca significativa entre Z13 e as outras espermadesinas encontra-se na existéncia de um
quinto residuo de cisteina (C89) na primeira molécula (TEDESCHI et al., 2000). Moura et al.
(2006a) e Killian et al. (1993) relacionaram a espermadezina Z13 a baixa fertilidade do touro.

Moura et al.,, (2006a) sugerem que a menor fertilidade de touros com altos niveis de
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espermadesina Z13 deva-se a capacidade desta proteina de alterar aspectos da motilidade
espermatica.

Outro spot identificado no mapa eletroforético como o spot 2703 (71 kDa, pl 5,6)
apresentou maior expressao em touros com maior percentual de células méveis no sémen. Em
funcédo da localizacdo deste spot no gel bidimensional, sugere-se sugere que seja a albumina,
um componente multifuncional que esta presente tanto no fluido da cauda do epididimo como
nas secrecdes das glandulas sexuais acessdrias (MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010).
A albumina protege a membrana espermatica ligando-se aos peroxidos de lipideos e
reduzindo assim os efeitos danosos destes compostos & membrana (ALVAREZ & STOREY,
1995). Esta proteina tambeém foi associada com a capacitacdo espermatica, ja que, promove
profundas alteracbes na membrana do espermatozdide, incluindo o efluxo do colesterol da
membrana plasméatica (YANAGIMACHI, 1994, VISCONTI et al., 1998; FLESCH &
GADELLA, 2000). Embora o sitio fisiolégico da capacitacdo seja o aparelho reprodutivo
feminino, o espermatozdide pode ser capacitado in vitro, em meio contendo adequadas
concentracdes de eletrolitos, fontes de energia metabdlica e albumina (GO & WOLF, 1985).
A albumina modula a perda de colesterol da membrana plasmatica, aumentando sua
permeabilidade a ions calcio e bicarbonatos e que subseqiientemente ativando o sistema de
adenilato ciclase ou fosfodiesterases (VISCONTI & KOPF, 1998). A partir dai, ocorre uma
elevacdo do AMPc que resulta na ativacdo da proteina kinase A, que ativa a tirosina kinase ou
inativa a tirosina fosfostases, mecanismos responsaveis pela capacitacio (FLESCH &
GADELLA, 2000). Estas alteracdes bioquimicas promovem uma alteracdo transitéria no
padrdo de motilidade espermatica, denominada hiperativacdo (YANAGIMACHI, 1994). A
hiperativacdo espermatica é um processo que 0s espermatozoides sofrem durante a passagem
no oviduto da fémea, sendo descrito como um movimento vigoroso, ndo progressivo e nao

linear (VERSTEGENS et al., 2002). Durante a hiperativacdo, o padréo e o vigor da trajetéria
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do espermatozoide séo alterados, passando a ser caracterizados por uma larga amplitude do
batimento flagelar, aumento medio do movimento lateral da cabeca e da cauda do
espermatozodide associados também com uma motilidade lenta ou ndo progressiva de baixa
frequéncia de batimento flagelar (MORTIMER & MORTIMER, 1990; SUAREZ, 1996; KAY
& ROBERTSON, 1998; VERSTEGEN et al., 2002). No presente estudo, a albumina
apresentou intensidade maior nas amostras de plasma seminal dos reprodutores bovinos com
alta motilidade espermatica. A albumina age na redistribuicdo e extracdo de colesterol da
membrana aumentando a permeabilidade idnica, predispondo a célula a reagdo acrossdmica e
a hiperativagdo da motilidade (DE MIRANDE et al., 1997; FLESCH & GADELLA, 2000),
isto explica a maior intensidade desta proteina nos animais com alta motilidade espermatica.
Estes resultados estdo de acordo com aqueles descritos por Dott et al. (1979), onde a albumina
sérica bovina, quando adicionada a espermatozdides epididimarios incubados com o plasma,
epididimario ou seminal, estimulou a motilidade espermaética.

Os spots 506 (47,1 kDa, pl 4), 1406 (46,3 kDa, 4,3 pl) e 1505 (52,8 kDa, pl 4,7) foram
caracterizados como clusterina, em funcdo dos respectivos valores de massa molecular e
ponto isoelétrico nos mapas eletroforéticos bidimensionais do plasma seminal. Os spots 506,
1406 e 1505 apresentaram maior expressdo nos mapas eletroforéticos de animais com maior
motilidade espermatica sendo que a intensidade do spot 1505 foi mais elevada no plasma
seminal de animais com menor percentagem de células morfologicamente normais. A
clusterina esta envolvida em varios processos fisioldgicos, incluindo adesdo e agregacéao
celular (BLASCHUK et al., 1983), maturacdo espermatica (SYLVESTER et al., 1991) e
protecdo das membranas celulares expostas a moléculas hidrofobicas potencialmente tdxicas
nas barreiras fluido-teciduais (ARONOW et al., 1993). A clusterina também pode agir
como uma chaperona, associando e solubilizando proteinas parcialmente

desestruturadas, reduzindo a citotoxicidade da precipitacdo protéica induzida por
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estresses celulares (HUMPHREYS et al., 1999), o que poderia ser importante para a
protecdo dos espermatozoides no aparelho reprodutivo feminino (ROSENBORG &
SILKENSEN, 1995; MERI & JARVA, 2001). Este achado pode justificar a maior
intensidade da clusterina no grupo de maior motilidade ja que esta proteina pode
diminuir a toxicidade da precipitagdo protéica que provavelmente causa danos a
membrana celular e assim interfere na motilidade do espermatozdide. A expressdo do
spot 1505 foi associada ao grupo de menor porcentagem de células morfologicamente
normais. Como esta proteina pode estar envolvida com o processo de maturacdo espermatica
(HERMO et al, 1991), uma grande exposicdo do espermatozdide a essas proteinas pode
causar danos a membrana celular por um processo de acdo semelhante ao das BSPs.

As caracteristicas de migracdo do spot 1701 (66,5 kDa, pl 4,8) nos mapas
eletroforéticos bidimensionais do plasma seminal foram semelhantes a osteopontina
(MOURA et al., 2006; MOURA et al. 2007). A OPN é uma proteina de 55kDa mas, nos
fluidos do trato reprodutivo bovino, foram encontradas isoformas de 14 a 70 kDa (ERIKSON
et al.,, 2007), isoformas estas geradas possivelmente através de modificagbes pos-
traducionais (PATARCA et al., 1993; MOURA, 2005). Foi demonstrado que a OPN
liga-se a membrana de espermatozdides bovinos ejaculados (SOUZA et al., 2008) e,
considerando que essa € uma molécula que atua na adesdo celular, é possivel supor
que esta proteina esteja envolvida diretamente na interacdo entre espermatozdide e
o6cito (MOURA, 2005; GONCALVES et al., 2007). A OPN promove a capacitacao
dos espermatozdides através de mecanismos ainda indeterminados e aumenta a
viabilidade espermatica, provavelmente por bloquear vias apoptéticas (ERIKSON et
al., 2007).

No presente estudo, a maior expressdo de osteopontina foi relacionada aos

touros que apresentaram elevada percentagem de células méveis no sémen. A osteopontina
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liga-se aos espermatozodides através de receptores de integrina e CD44 e possivelmente ativam
sistemas de mensageiros secundarios intracelulares que potencialmente regulam mecanismos
associados a motilidade espermatica (MOURA et al., 2007; SOUZA et al., 2008). Outro ponto
importante refere-se ao fato de que a OPN bovina possui um sitio de ligacdo ao calcio
(DENHARDT et al., 2001), elemento responsavel por modificacbes bioquimicas essenciais
para a funcdo normal do espermatozdide (NISHIMURA, 1993) e, no meio intracelular, exerce
papel nos processos de capacitacdo, hiperatividade e reacdo acrossomal para a fertilizagdo.
Além disso, o calcio intracelular é o principal elemento para a motilidade flagelar e fusdo da
vesicula acrossomal (DARSZON et al., 1999). A motilidade hiperativada é definida como o
padrdo de movimento flagelar apresentado pelo espermatozdide no sitio de fertilizagdo. O
calcio possui uma importante fungdo na regulacdo da motilidade hiperativada (SUAREZ &
HO, 2003), atuando principalmente no axonema, embora pouco se saiba de seu modo de acéo.
Lima et al. (2006), trabalhando com sémen de suinos, observaram resultados mais favoraveis
a motilidade espermatica em animais que foram submetidos a maiores niveis de CaCl, (5,0 e
7,5 mM) em comparacdo com aqueles cujas amostras de sémen foram submetidas a menores
niveis deste sal. Chinoy et al. (1983) também observaram que ions calcio em niveis
adequados, mostraram-se essenciais para a motilidade espermatica. Neste trabalho, a

expressdo da OPN foi maior no grupo que apresentou maior percentual de espermatozoides
2+
moveis. Dado que o Ca liga-se a OPN, sugere-se que a OPN pode influenciar indiretamente

g 7 - - - ~ 2+ - - 7 7
a motilidade espermatica via ligacdo com Ca . Embora esta seja uma hipotese plausivel,

avaliacGes experimentais sdo necessarias para a caracterizacdo funcional da OPN e sua

2+ age 7oy
relacdo com Ca e motilidade espermatica.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho descreve pela primeira vez, o perfil eletroforético bidimensional das
proteinas do plasma seminal de touros Bos indicus adultos. Com base nas caracteristicas
destas proteinas, o que inclui os pontos isoelétricos, massas moleculares e intensidades nos
géis, concluiu-se que as proteinas mais abundantes no plasma seminal destes animais
pertencem as familias das BSPs e espermadesinas. Varios grupos de proteinas sdo expressos
também como isoformas no PS destes animais, como as prdéprias BSPs e espermadesinas,
clusterina, albumina, TIMP-2 e transferrina.

A expressdo de spots com valores de kDa e pl equivalentes aos das proteinas aSFP,
BSPs, clusterina , albumina e osteopontina foram estatisticamente diferentes entre 0s grupos
de animais com parametros contrastantes de motilidade e morfologia espermaticas. As
associagdes encontradas entre tais spots protéicos e 0s parametros seminais sugerem a
possibilidade do uso destes como marcadores moleculares da fertilidade potencial dos
animais. Entretanto, mais estudos sd80 necessarios para a caracterizacdo bioquimica e
funcional dessas proteinas a fim de confirmar as associacdes empiricas apresentadas no

presente estudo.
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