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RESUMO

A criopreservacdo de sémen oferece grandes vantagens para os programas de reproducio
eqiiina, promovendo ganho genético. No entanto, a criopreservagdao reduz a qualidade
espermatica devido principalmente a alteragdes das membranas espermdticas semelhante as que
ocorrem durante a capacitagdo espermdtica. A utilizacdo de proteinas do plasma seminal no
processo de criopreservacdo poderia minimizar os efeitos deletérios sobre o espermatozdide.
Principalmente, dos efeitos resultantes da acdo do processo de criopreservagdo tornando-se de
grande valia para o melhoramento da qualidade do espermatozdide eqiiino resfriado e pods-
congelamento. Deste modo, os objetivos deste trabalho foram: Identificar procedimentos
preventivos para os efeitos deletérios da criopreservagdo, investigar a eficdcia da técnica de
cromatografia de exclusdo molecular no estudo de proteinas do plasma seminal de mamiferos,
isolar e identificar a presenca de inibidores de serino proteases no plasma seminal eqiiino,
explorar comparativamente os inibidores naturais e sintéticos de serino protease quanto 4 sua
atividade inibitéria no mecanismo enzimdtico da serino protease (tripsina-bovina), introduzir
inibidores naturais e sintéticos de serino proteases no meio diluidor de congelamento e
resfriamento do s€men eqiiino, avaliar as qualidades morfométricas do espermatozéide eqiiino
através da citrometria de fluxo e comparar a eficiéncia do Azul de Tripan e do lodeto de
Propidio na avaliacdo da integridade fisica do espermatozdide eqiiino através da citrometria de
fluxo. Foram realizados trés experimentos distintos. O primeiro destes experimentos testou a
aplicag@o da técnica de cromatografia de exclusdo molecular na identificacdo das proteinas do
plasma seminal de trés diferentes espécies animais: eqilina canina; caprina. Encontraram-se
evidéncias de a cromatografia de exclusdo molecular seja um procedimento satisfatério para
identificacdo das proteinas do plasma seminal. O segundo experimento isolou, identificou e
avaliou o inibidor de serino protease presente no plasma seminal eqiiino e seu potencial de
inibicdo. Também explorou comparativamente os inibidores naturais e sintéticos de serino
protease quanto 4 sua atividade inibitéria, avaliou a correlagdo entre concentracdo total de
proteina e de inibidor de serino protease do plasma seminal com a maturidade sexual dos
garanhdes. Foram identificadas proteinas ativas com uma massa de molecular de 6.3-7.0 kDa
usando espectrometria de massa. Os garanhdes mais velhos mostraram uma reduc¢do na
concentracdo total de proteina do plasma seminal, mas mantiveram a concentragdo dos
inibidores de serino proteinase com diferenca nio significativa entre as médias. Também foram
encontrados diferentes isoformas do inibidor de serino proteinase no sémen de todos os
garanhdes. O terceiro experimento verificou o efeito da adi¢ao dos inibidores de serino protease

ao meio de resfriamento e de congelamento do s€men eqiiino. Nao houve diferenca significativa
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entre o controle e os grupos tratados quanto a porcentagem de espermatozéide com motilidade
progressiva, membrana plasmadtica funcional, integridade de membrana plasmadtica, acrossoma
intacto e fragmentacdo de DNA. Nado foi observada diferenca significativa entre o grupo
controle e os grupos tratados, depois da indu¢do da reacio de acrossdmica com Célcio Ionéforo
A23187, sugerindo que os inibidores de serino protease ndo bloquearam a capacitagdo e reagdo
acrossOmica. Foi possivel comprovar a eficdcia dos dois croméforos Azul de Tripan e Iodeto de
Propidio na avaliacdo da integridade fisica do espermatozéide eqiiino por meio de citometria de
fluxo. A utilizagdo de um corante com um valor mais baixo como o Azul de Tripan torna-se de
grande valia aos estudos da avaliacdo do espermatozéide eqiiino, proporcionando uma reducio
do custo da técnica na citometria de fluxo. A técnica de cromatografia de exclusdo molecular
apresentou pontos importantes para purificacdo de proteinas do plasma seminal de mamiferos;
foi possivel isolar e identificar a presencga de inibidores de serino proteases no plasma seminal
eqiiino, além de se observar que esses apresentam isoforma; o potencial de inibicdo dos
inibidores naturais de serino proteases € similar ao dos inibidores sintéticos. Contudo, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre o controle e os grupos experimentais quanto a acao
dos inibidores na melhoria da qualidade do espermatozdide eqiiino -criopreservado.
Recomendam-se novos estudos sobre a formacao das isoformas, os mecanismos de interagao do
peptideo com as células espermaticas, determina¢do do N-terminal e a adi¢cdo de doses maiores
do inibidor de serino protease em meios contendo diferentes crioprotetores.

Palavra chave: Espermatozéide eqiiino; Inibidores de serino protease, Congelamento;

Resfriamento.
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ABSTRACT

Semen cryopreservation offers great advantages to equine reproduction programs by bringing
genetic gain to them. Cryopreservation, however, reduces the quality of sperms due mainly to
changes in sperm membranes similar to those which occur during sperm capacitation. Using
seminal plasma proteins in the cryopreservation process may minimize deleterious effects on
spermatozoa resulting from the action of cryopreservation process, making it valuable to
improve the quality of equine spermatozoa both frozen and post-freezing. Thus, the purposes of
this work were: identifying preventive procedures of deleterious effects from cryopreservation,
investigating the effectiveness of molecular exclusion chromatography in the study of seminal
plasma proteins in mammals, isolating and identifying the presence of serine protease inhibitors
in equine seminal plasma, exploring comparatively natural and synthetic serine protease
inhibitors as for their inhibiting activity in serine protease (bovine trypsin) enzymatic
mechanism, introducing natural and synthetic inhibitors of serine protease in a diluting medium
to freeze and thaw equine semen, assessing equine spermatozoa morphometric qualities with
flow cytometry and comparing the effectiveness of trypan blue and propidium iodide when
assessing equine spermatozoa physical integrity with flow cytometry. Three distinct
experiments have been performed. The first of these experiments tested the technical application
of molecular exclusion chromatography to identify seminal plasma proteins from three different
animal species: equine, canine and caprine. According to evidence, molecular exclusion
chromatography has been found to be an effective procedure to identify seminal plasma
proteins. The second experiment has isolated, identified and evaluated serine protease inhibitor
which is present in equine seminal plasma and its inhibiting potential. It has also explored
comparatively natural and synthetic serine protease inhibitors as for their inhibiting activity,
assessed the correlation between total protein concentration and serine protease inhibitor
concentration of seminal plasma with sexual maturity in stallions. Active proteins have been
identified to have a molecular mass of 6.3-7.0 kDa using mass spectrometry. Older stallions
have shown a reduced total protein concentration of seminal plasma, but have maintained the
concentration of serine protease inhibitors with a significant difference between means.
Different serine protease inhibitor isoforms have been found in the semen of all stallions. The
third experiment has verified the effect of adding serine protease inhibitors to the freezing and
thaw medium of equine semen. There was no significant difference between control and treated
groups as for the percentage of spermatozoa with progressive motility, functional plasma
membrane, plasma membrane integrity, and intact acrosome and DNA fragmentation. No
significant difference has been observed between control and treated groups, after inducing

acrosome reaction with ionophore calcium A23187, suggesting that serine protease inhibitors do
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not block acrosome capacitation and reaction. It enabled comparing the effectiveness of two
cromophores, Trypan blue and propidium iodide when assessing equine spermatozoa physical
integrity by means of flow cytometry. The use of a staining with a lower value than Trypan blue
has become very valuable in studies assessing equine spermatozoa, producing a cost reduction
in the flow cytometry technique. The chromatography technique of molecular exclusion has
presented important points to purify mammals’ seminal plasma proteins; making it possible to
isolate and identify the presence of serine protease inhibitors in equine seminal plasma, in
addition to noting that they present isoforms. The potential to naturally inhibit serine proteases
is similar to that of synthetic inhibitors. Nevertheless, mo significant difference has been
observed between control and experimental groups as for the action of inhibitors on improving
the quality of cryopreserved equine spermatozoa. Further studies on isoform generation, peptide
interactive mechanisms with sperm cells, determining N-terminal and adding larger doses of

serine protease inhibitor in media containing different cryoprotectants are recommended.

Key Words: Equine sperm; Serine-protease inhibitors; Seminal plasma; Thawing; Freezing
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen oferece
grandes vantagens para os programas de
reproducdo eqiiina, promovendo ganho
genético. No entanto, a criopreservagdo
reduz a longevidade espermatica devido
principalmente a alteracdes das membranas
espermdticas semelhante as que ocorrem
durante a capacitagdo espermadtica.

Entre os mecanismos de capacitacio
podemos citar a agdo de proteinas da familia
das serino proteases, como a acrosina
(protease) sintetizada por uma pré-acrosina e
ativada pela B-acrosina durante a reagdo
acrossOmica. Serino proteases encontradas
na membrana plasmdtica promovem a
dissolucdo da matriz acrossdmica durante a
reacdo  acrossOmica  favorecendo a
penetracdo do espermatozdide na zona
pelicida do ovdcito. No entanto, estas sdo
moduladas por inibidores de serino proteases
presentes no plasma seminal.

A utilizag¢do de proteinas do plasma
seminal no processo de criopreservagao,
poderia minimizar os efeitos deletérios sobre
o espermatozdide resultantes da acdo do
processo de criopreservagdo tornando-se de
grande valia para o melhoramento da
qualidade do espermatozdide eqiiino
resfriado e pds-congelamento.

Portanto, a utilizacdo de inibidores
de serino protease incluidos ao meio diluidor
de sémen eqiiino seria um procedimento
para minimizar os efeitos deletérios
decorrente da criopreservagao.

Estudos foram realizados com os
inibidores sintéticos no controle do processo
de fertilizagdo. No entanto, ndo foi avaliada
a possivel acdo destes no ejaculado e na
criopreservagdo. Assim, este estudo busca
esclarecer o mecanismo do inibidor de
serino protease “in vitro” e dos efeitos na
criopreservagdo do sémen eqiiino. Por outro
lado, neste trabalho avancamos a
investigacdo pesquisando o efeito dos
inibidores naturais e comparando-os com 0s
inibidores sintéticos sobre o mecanismo

enzimdtico da serino protease (tripsina-
bovina). Dentre estes aspectos € relevante
ressaltar que possivelmente, os inibidores
sintéticos utilizados como principio ativo no
controle de doengas poderiam estar atuando
sobre o processo reprodutivo. Embora nao
tenhamos investigado esse efeito apontamos
que esta poderia ser outra linha de
investigacao promissora.

Este trabalho se torna inovador
também como estudo biotecnoldgico pela
agregacao de inibidores de serino proteases,
naturais e sintéticos, aos meios de
criopreservagao possibilitando a comparagao
entre estes. Inova ainda, por iniciar uma
linha de pesquisa que lida ndo com
melhoramento de organismos (garanhdes), e
sim, com melhoramento das condi¢cdes de
preservacdo do sémen e seu poder de
fertilizag@o.

Os objetivos deste estudo foram:

= Identificar procedimentos
preventivos  para  os  efeitos
deletérios da criopreservagao,

= Investigar a eficdcia da técnica de
cromatografia de exclusao
molecular no estudo de proteinas do
plasma seminal de mamiferos,

= Identificar a presenca de inibidores
de serino proteases no plasma
seminal eqiiino,

= Isolar o inibidor de serino protease
no plasma seminal eqiiino,

= Explorar comparativamente  0s
inibidores naturais e sintéticos de
serino protease quanto 4 sua
atividade inibitéria no mecanismo
enzimdtico da serino protease

(tripsina-bovina),

* Introduzir inibidores naturais e
sintéticos de serino proteases no

meio diluidor de congelamento e

resfriamento do s€émen eqiiino,

= Avaliar as qualidades fenotipico e
funcional do espermatozéide eqiiino
através da citrometria de fluxo,

= Comparar a eficiéncia do Azul de

Tripan e do lodeto de Propidio na

avaliacdo da integridade fisica do
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espermatozdide eqiiino através da
citrometria de fluxo.

A melhoria da qualidade do sémen
eqiiino criopreservado se constitui um
desafio para a biotecnologia da reproducdo.
As tecnologias de congelamento e
resfriamento do s€men, embora, amplamente
utilizadas apresentam efeitos deletérios para
o espermatozdide, tanto para a estrutura das
membramas espermdticas quanto para oS
processos bioquimicos e fisiolégicos da
célula espermatica.

A causa primdria dos danos
celulares pelo congelamento ¢é a
desestabilizacdo da membrana plasmdtica
devido ao estresse térmico, mecanico,
quimico e osmotico (Parks e Graham, 1992),
favorecendo um processo de capacitacdo
prematura. As membranas respondem a
alteracdes de temperatura através de
transicdo da fase lipidica (Watson, 1995;
Watson, 2000; Meyers et al., 2003).

Por outro lado, cabe salientar que a
integridade da cromatina espermaética,
importante  fator na fertilizacdo e
desenvolvimento embriondrio também pode
ser afetada pela temperatura e pelo meio de
criopreservacdo (Evenson et al,1980; Morris
et al 2002).

A identificacdo de tecnologias que
venham a reduzir tais danos e melhorar as
condicdes de criopreservacdo se torna
relevante do ponto de vista biotecnoldgico.

O papel dos inibidores de serino
proteases tem sido investigado, sobretudo,
para o estudo dos mecanismos de reacdo
acrossOmica cruciais no processo de
fertilizagdo.  Considera-se  que  esteja
relacionada, principalmente, a eficiéncia
catalitica da enzima do tipo tripsina,
acrosina, na bioquimica da reacdo
acrossdmica (Penha-Silva 1989; Perreault,
1982), atuando na vesiculagdo da membrana
e/ou na dispersdo da matriz na reagdo
acrossdmica (Fraser, 1982; Perreault, 1982;
Arboleta e Gerton, 1988). Também €
reportado que o inibidor de serino protease
inativa proteinases do tipo tripsina da

membrana plasmatica do espermatozéide, do
epididimo, na regido do flagelo, regulando a
atividade de adenilato ciclase (Okamura et
al., 1990).

A despeito do efeito bloqueador
identificado dos inibidores das serino
proteases nos processos de fertilizagdo, em
suinos, porco da india e ratos (Fraiser, 1982;
Perreault et al, 1982; Okamura, 1990) ndo se
tem registro de seu uso em procedimentos de
criopreservagdo de sémen de mamiferos.
Portanto, torna-se de grande interesse a
investigacdo do uso da adicdo dos inibidores
de serino proteases aos meios de
criopreservacio avaliando-se os efeitos deste
procedimento na preservagao do
espermatozdide eqiiino.

Neste contexto biotecnologico as
seguintes hipdteses poderiam ser
formuladas:

e A utilizagdo da adi¢do de inibidores
de serino proteases aos meios de
criopreservacao reduziria alguns dos
efeitos deletérios decorrentes desta
tecnologia. Esta adi¢do poderia ser
uma estratégia de prevencgdo destes
efeitos.

= A utilizagdo de inibidores sintéticos
de potencial de inibi¢do diferente
resulta em niveis diferentes de
reducdo dos efeitos deletérios da
criopreservacdo, ligados a fatores
bioquimicos.

CAPITULO 11

REVISAO DE LITERATURA

1. Estrutura espermatica

Os espermatozdides sdo formados
dentro dos tibulos seminiferos dos testiculos
apresentando-se como células alongadas
(Garner e Hafez 2004). Sdo constituidos de
uma cabeca, uma cauda unidos pelo colo e
uma membrana plasmética que cobre toda a
célula (Eddy e O’Brien, 1994; Mortimer,
1997).
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A morfologia do espermatozédide é
bem caracteristica no que diz respeito as
estruturas e suas funcdes (Figura 1). A
cabeca apresenta forma oval e achatada, e
acomoda o nidcleo (Barth, 1989), que
contém cromatina altamente condensada. A
cromatina da espermatogénia até a

espermdtide arredonda é semelhante a das
células somaticas, a qual € constituida de
histonas, proteinas complexadas ao DNA
nucleossomos

formando oS

Cabega
Colo
Peca

Interme -
diaria

Peca
Principal

Peca Final

._____{
=
o
7]
3
-
=
Q
&

Segmento
Equatorial

Membrana Plasmatica

(Kornberg, 1974; Evenson, 1999) (Figura 2).
A microscopia eletronica da cromatina do
espermatozdide de mamifero mostra uma
mudanca na organizagdo da cromatina a
partir das espermdtides arredondadas uma
vez que os nucleossomos sdo substituidos
por fibrilas.

Membrana Plasmatica

Mitocéndria

7 f-—— Membrana Plasmatica

—— Mitocondria

= Anulus

Coluna Longitudinal

Membrana Plasmatica
Coluna Longitudinal

Membrana Plasmatica

Figura 1. Morfologia do espermatozdide eqiiino (Amann e Pickett, 1987).
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Cromossomo

Figura 2. Estrutura da cromatina do espermatozéide (criado por Vasconcelos - Programa paint Windows xp)

A agregacdo destas fibrilas favorece
a uma formacdo mais densa que é em grande
parte o resultado da interacdo do DNA do
espermatozdide com as protaminas (Loir et
al., 1985). Desta forma, as mudancgas
visiveis na organizagdo da cromatina do
espermatozdide sdo a substituicio das
histonas por protaminas, as quais sdo
responsdveis pela condensacdo final e
estabilizacdo da cromatina espermatica
(Steger, 1999; Kierszenbaum, 2001).

Na porcdo anterior do nucleo, estd
localizado o acrossoma que é uma estrutura
derivada do Complexo de Golgi e formada
durante a espermiogénese. O acrossoma
possui enzimas hidroliticas envolvidas no
processo de fecundacdo e oferece protecdo
ao DNA contra choques mecanicos (Eddy e
O’Brien, 1994; Hafez, 1995). O acrossoma é
constituido de duas membranas interna e
externa e o conteddo acrossomico (Figura
1). Durante a reacdo acrossOmica, a
membrana acrossomal externa e a membrana
plasmatica se fundem e formam vesiculas
liberando o conteddo acrossomal. A
membrana acrossomal interna e o segmento
equatorial persistem at¢ a fusdo do
espermatozéide com o odcito (Flesh e
Gadella, 2000).

A cauda é conectada a cabeca por
meio do colo e dividida em peca
intermedidria, principal e terminal, todas
envolvidas pela membrana plasmdtica. O
colo ou peca de conexdo forma uma placa
que se ajusta dentro de uma depressdo na
superficie do nidcleo (Eddy e O’Brien,
1994). A peca intermedidria, localizada entre
o colo e o annulus, juntamente com o
comprimento total da cauda, formam o
axonema (Hafez, 1995). Na peca
intermedidria existe um grande nimero de
mitocondrias que se encontram dispostas em
forma de hélice, possuindo a funcido de
produzir energia necessdria para a
motilidade espermdtica (Eddy e O’Brien,
1994). O axonema, uma estrutura complexa
composta por duas proteinas principais, a
dineina e a tubulina (Alberts, 2004), é um
dos elementos envolvidos no mecanismo de
motilidade espermatica. Este apresenta nove
pares de microtibulos periféricos além da
presenca de um par central. Para acdo direta
deste movimento a dineina e a tubulina
utilizam adenosina trifosfato (ATP), o qual é
produzido  através das  mitocOndrias
presentes na peca intermedidria (Hafez,
1995).
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A membrana plasmdtica envolve
todo o espermatozdide, define os seus
limites e mantém as diferencas entre o
citosol e o ambiente extracelular (Amann e
Graham, 1992; Alberts et al.,, 2004). A
membrana plasmdtica é formada por duas
camadas lipidicas, contendo moléculas de
fosfolipidios polares, distribuidas
assimetricamente, e propriedades
anfipdticas, todas orientadas de maneira que
a porcdo hidrofilica se dirige para a
superficie da membrana (Flesch e Gadella,
2000).

A membrana plasmdtica do
espermatozdide eqiiino € formada por
fosfolipideos (57%), colesterol (37%) e
glicolipidios (6%). Os lipidios de membrana
mais abundantes sdo os fosfolipidios,
predominantemente, fosfocolineglicerideos
(48%), fosfoetanolaminaglicerideos (16%),
esfingomielina (13%), fosfatidilserina
(15%), fosfatidilglicerol (5%) e
fosfatidilinositol (3%) (Gadella et al., 2001).
As diferencas no comprimento € na
saturacdo da cauda de 4cidos graxos sdo
importantes, pois influenciam na habilidade
das moléculas de fosfolipidios em se
agrupar, afetando, conseqiientemente, a
fluidez da membrana (Alberts et al., 2004).
O padrio definitivo de lipideos dos
espermatozdéides do ejaculado s6 €
estabelecido apods sua maturacio
epididimdria (Holt e North, 1984; Watson,
1995; Lenzi et al., 1996).

A proporg¢do colesterol/fosfolipidio
no espermatozdide eqiiino é 0,36, valor
intermedidrio quando comparado com
valores de espermatozdides suino e bovino
(Amann e Graham, 1992; Parks e Graham,
1992). O colesterol atua estabilizando a
membrana plasmética. Sabe-se que a
propor¢do colesterol: fosfolipidios, bem
como a natureza das cadeias de d4cidos
graxos saturados ou insaturados determina a
fluidez da membrana plasmética. Conforme
Amann e Picket (1987) os espermatozdides
da espécie eqilina sdo mais sensiveis ao

choque térmico durante a reducdo da
temperatura porque possuem relativamente

pouco colesterol na sua membrana
plasmédtica.  Espécies que  possuem
espermatozdides  mais  resistentes  ao

congelamento como os do homen,
apresentam 70% de colesterol na membrana
plasmatica. Os  glicolipidios  estdo
localizados na superficie da membrana,
enquanto que o colesterol preenche espacos
entre as cadeias de d4cidos graxos de
fosfolipidios, estabilizando a membrana
(Squires et al., 1999; Parks e Graham, 1992).

As membranas espermdticas sdo
compostas de proteinas (integrais e
periféricas), as quais estdo entremeadas aos
fosfolipidios (Figura 3) (Amann e Pickett,
1987; Hafez, 1995), desempenhando a
maioria das funcdes especificas da
membrana (Alberts et al., 2004).

Segundo Amann e Graham (1992),
embora uma grande parte das proteinas
sejam histonas envolvidas no
acondicionamento de DNA, outras estdao
envolvidas com enzimas do acrossoma,
receptores da Membrana Pldsmatica,
elementos relacionados a funcionalidade da
membrana  (transporte de fons e
carboidratos) e estruturas do citoesqueleto
(forma da cabecga e provendo os filamentos
da cauda).

As proteinas de membrana sdo
estruturas covalentes unidas,
termodinamicamente estaveis e
metabolicamente ativas. A maioria destas €
componente integral, interagindo com os
fosfolipidios e  sdo  freqlientemente
globulares e anfipdticas. As proteinas
periféricas ndo interagem diretamente com
os fosfolipideos da bicamada, mas estdo, ao
invés disso, unidas através de ligacoes fracas
nas regides hidrofilicas das proteinas
integrais especificas da membrana e se
desfazem em pH extremo em alta
concentracdo de sal (Singer e Nicolson,
1972).
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Figura 3. Organiza¢do da membrana plasmdtica modelo “mosaico fluido” (Zafian, 1984).

As proteinas integrais sdo chamadas
transmembrana, por se  apresentarem
inseridas na bicamada de lipidios, desta
forma apresentam porcdes expostas para os
dois lados da membrana. As proteinas
integrais servem como poros ou canais de
membrana, receptores para fons e outras
moléculas, como glicidios sendo
denominadas de glicoproteinas (Squires et
al.,1999; Amann e Graham, 1992). Essas
proteinas podem ser liberadas por
tratamentos que rompam a bicamada de
fosfolipidios (Singer e Nicolson, 1972).

A manutenc¢do do estado liquido dos
lipideos e das proteinas de membrana
permite a movimentagdo livre dos
componentes, 0 que garante que 0S Mesmos
se interagen (Hammersted et al., 1990).
Essas interacdes sdo a base para ordenar os
dominios na membrana, resultando na
compartimentalizacao da membrana
plasmatica: a manutencio desses dominios é
essencial para a funcionalidade espermética
(Parks e Graham, 1992).

2. Maturacao espermatica

Para constituicio funcional das
membranas do espermatozdide é necessério
que as células espermaticas sofram o
processo denominado maturagao
espermdtica, o qual acomete  ©0s
espermatozdides durante o transito pelo
epididimo. Durante a maturacao
epididimdria, os lipidios de membrana
sofrem alteragdes de cardcter fisico e
quimico (Yanagimachi, 1994). Nesta fase, as
proteinas periféricas sofrem uma
variabilidade protéica que pode estar
relacionada ao processo de maturagdo sexual
(Strzezek et al.,, 2005), favorecendo a
formacdo de diferentes isoformas que podem
ser criadas durante o processo de transducao
e transcricio de proteinas, durante a
maturagdo espermdtica (Hachey e Chaurand,
2004). Quando os espermatozdides tém sua
maturagdo completa, algumas proteinas
envolvem a cabeca do espermatozdide e
outras sdo distribuidas no acrossoma. Essas
proteinas  estabilizam a  membrana
prevenindo uma capacitagdio e reagdo
acrossOmica  prematura  (Yanagimachi,
1994). Nesta fase ocorre a eliminacdo de
grande parte do citoplasma que € deslocado
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para pega intermediaria formando a gota
citoplasmatica (Oliveira et al.,, 2000),
finalizando assim, o processo de maturacao
espermatica.

3. Capacitacio e Reacdo Acrossémica

Os espermatozdides maturados no
epididimo sdo capazes de se mover
ativamente, contudo, sdo incapazes de
fecundar odcitos, sem que antes sofram
algumas modificacdes no trato reprodutivo
feminino (Amann e Graham, 1992; Delpech

Endometrio Ciligs

e Thibault, 1993; Bedford et al., 2003;
Gadella e Colenbrander, 2003). Esse
processo é  denominado  capacitacdo
espermatica (Delpech e Thibault, 1993;
Bazer et al., 1995; Senger, 2003). O
principal local de capacitacdo parece ser a
tuba uterina, especificamente a regido do
istmo (Bazer et al., 1995), ndo sendo um
processo espécie-especifico (Delpech e
Thibault, 1993) (Figura 4).

istmo

Figura 4. Seqiiéncia dos processos pelos quais os espermatozéides sdo submetidos no trato genital feminino (Oliveira
et al., 2006). Inicio da capacitagdo espermatica (1), capacitacdo (2), hipermotilidade (3).

As maiores modificacdes envolvem
alteracdes nos componentes da membrana
espermdtica, que podem ser modificados ou
removidos por secrecdes do trato genital
feminino, provocando a desestabilizacdo da
bicamada  lipidica. = Conseqiientemente,
ocorre a fusdo da membrana plasmdtica com
a membrana acrossOmica externa, iniciando-
se a reagdo acrossdmica (Amann e Graham,
1992; Delpech e Thibault, 1993; Bazer et al.,
1995). Finalmente, ocorrem alteragdes na
motilidade, resultando em hiperativagdo do
espermatozéide (Amann e Graham, 1992;
Delpech e Thibault, 1993). Embora o trato
genital  feminino  fornega  substratos
energéticos para o espermatozdide, o ttero

ndo é um ambiente Otimo, para manter a
integridade da membrana durante o
transporte pelo trato genital feminino.
Proteinas do plasma seminal se aderem a
membrana espermadtica, formando uma capa
de glicoproteinas. Esse artificio €
denominado de decapacitacdo espermatica.
Este processo acontece semelhatemente “In
vivo”, quando o espermatozdide esta nos
fluidos do trato feminino (Figura 5)(Delpech
e Thibault, 1993; Senger, 2003).
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Figura 5. Adesdo de proteinas do plasma seminal a membrana plasmatica (decapacitacdo espermatica);
Espermatozéide capacitado nos fluidos do trato feminino (Senger, 2003).

Neste ~ momento, essa  capa
glicoprotéica € removida ou modificada
(Gadella et al., 2001) para alterar o fluxo
idnico transmembrana, expor sitios de
receptores da membrana espermdtica e
remover componentes que estejam cobrindo
a cauda que restringem a hiperativacdo do
espermatozéide.

As proteinas da familia das serino-
proteases presentes na membrana da célula
espermdtica, a tripsina e a acrosina, fazem
parte de outro mecanismo bioquimico da
fertilizacdo. A tripsina regula a entrada de
Ca™ pela membrana do espermatozdide,
acionando indiretamente a a¢do da acrosina
sobre a membrana acrossomal externa
(Winnica et al., 2000). Essas proteinas sdo
controladas por um grupo de proteinas,
inibidores de serino-proteases, presentes no
plasma seminal de mamiferos adultos
(Bhattacharyya, et al. 1986; Lai, et al 1991).
Esses inibidores poderiam regular o
processo de capacitagdo espermitica e
fertilizacdo do odcito (Meizel, et al. 1976;
Llanos, et al. 1993).

Estudos realizados por Manjunath et
al., (2002) reforcam a acdo de proteinas do
plasma seminal no processo de capacitagdo,
como as BSP proteinas do plasma seminal
bovino, com afinidade a fosfolipidios-colina,
com acdo direta na retirada de colesterol da
membrana. Todavia, foram também
encontradas estas proteinas na espécie
eqiiina, as HSP-1 e HSP2 que apresentam
uma grande homologia as BSP (Topfer-
Petersen et al., 2005). Esta saida de
colesterol favorece retirada de fosfolipidios

no inicio da capacitacdo em espermatozdides
bovinos, o que é reforcado por acio conjunta
de lipoproteinas de alta densidade (HDL),
presentes na tuba uterina (Manjunath e
Thérien, 2002) (Figura 6). A acdo desta
familia de proteina sugere que, pode ser
reversivel. ”In vitro”, a remogdo do plasma
seminal por centrifugacio ou migracao
espontdnea € uma condicdo para o processo
de capacitacdo. Contudo, a capacitacdo pode
ser revertida, ressuspendendo 0
espermatozdide capacitado no plasma
seminal ou nos diluidores de sémen. Dessa
maneira, este se torna decapacitado e requer
tempo adicional para capacitagdo antes de
reaver sua fertilidade (Delpech e Thibault,
1993; Senger, 2003). Seguem-se mudangas
nos componentes da membrana espermética
progressivamente: perda de proteinas ou
reducdo de seu peso molecular, redugdo da
propor¢cdo de colesterol:  fosfolipidio,
aumento da mobilidade lateral de lipidios e
proteinas (Delpech e Thibault, 1993;
Gadella et al., 2001). A desestabilizacdo da
membrana provocada pela remocdo do
colesterol promove a reorganizagdo dos
componentes da bicamada, incluindo
redistribuicio de proteinas integrais (Amann
e Graham, 1992; Gadella et al.,, 2001;
Gadella e Colenbrander, 2003). Bem como,
afeta a porcdo lipidica da membrana,
alterando a permeabilidade 10nica,
particularmente do célcio, e as propriedades
da capacidade de fusdo da membrana, as
quais sdo importantes para a reacdo
acrossomica (Amann e Graham, 1992).
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Figura 6. Mecanismo da capacita¢do em espermatozéides bovinos. Induzidos por uma proteina presente no plasma
seminal BSP em a¢fo conjunta com lipoproteinas de alta densidade (HDL) presentes na tuba uterina (Manjunath e

Thérien, 2002).

Como todas as células sob condig¢des
aerdbicas, os espermatozdides sdo capazes
de gerar radicais livres (Ball et al., 2002;
Baumber et al., 2003), em sua maioria
originados de atividade metabdlica normal
(Lamirande et al., 1997). Radicais livres,
como Aanion superéxido (0), peréxido de
hidrogénio (H,O,) e 6xido nitrico (NO;),
induzem hiperativagao, capacitacio e reagdo
acrossdmica “in vitro” (Lamirande et al.,
1997).

Os processos de hiperativacdo e
capacitacdo espermaética envolvem
mecanismos distintos (Amann e Graham,
1992; Delpech e Thibault, 1993). A
liberacdo de colesterol e a redistribuicdo de
proteinas da membrana plasmdtica permitem
a abertura dos canais de calcio e,
conseqiientemente, o aumento do cdlcio
intracelular. Contudo, ha evidéncias de que a
hiperativacdo esteja mais diretamente
relacionada aos niveis de AMPc do que
com, a entrada de Ca*? intracelular. Um
aumento progressivo nos niveis de AMPc, o

qual € célcio dependente, precede o inicio da
hiperativacdo espermdtica (Delpech e
Thibault, 1993).

Segundo Gadella e Colenbrander
(2003), o bicarbonato atua na cauda
espermdtica levando a fosforilacio da
tirosina, induzindo a hiperativagdo. Esta
acdo se caracteriza por aumento da
amplitude do batimento flagelar, devido a
maior flexibilidade, principalmente, na peca
intermedidria, ¢ mudanga do movimento
progressivo que se torna circular, devido a
ndo rotacdo da cabeca do espermatozdide
(Delpech e Thibault, 1993). O bicarbonato
facilita a desorganizagdo da membrana
(Colenbrander et al., 2002; Gadella et al.,
2001), na regido apical da cabeca do
espermatozdide (Gadella e Colenbrander,
2003). Conseqiientemente, foi sugerido que
a capacitacdo (Figura 7) das células
espermdticas dos mamiferos “in  vivo”
também fosse dependente de bicarbonato,
supostamente presente em niveis maiores na
tuba uterina (20 mM) do que no fluido
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espermatico (<1 mM) (Flesch e Gadella,
2000; Colenbrander et al., 2002; Gadella e
Colenbrander, 2003). As respostas induzidas
pelo bicarbonato podem diferir de acordo
com as regides da célula espermatica, como
cabeca e cauda (Visconti e Kopf, 1999;
Gadella e Colenbrander, 2003). O
bicarbonato estimula uma forma soldvel de
adenilciclase (AC), abundante nos
espermatozdides, resultando no aumento dos
niveis de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) que ativa uma proteina quinase A
(PKA) que, por sua vez, induz a fosforilacao
de tirosina de vérios substratos (Visconti e
Kopf, 1999; Flesch e Gadella, 2000; Gadella
e Colenbrander, 2003). Em conseqiiéncia, as
proteinas da  membrana  plasmadtica,

relacionadas com a ligagcdo na zona peldcida
se tornam ativadas. Além disso, a
fosfolipase C (PLC) do citosol é fosforilada
e translocada para a membrana plasmadtica
(Flesch e Gadella, 2000; Gadella et al.,
2001). Esta fosforilagdo faz a mediacdo de
vérias funcdes celulares, como regulagcdo do
crescimento, controle de ciclos celulares,
regulacio de {fons, formagdo do
citoesqueleto, além de ser um componente
essencial &  capacitacdo  espermatica
(Visconti e Kopf, 1999; Meyers et al., 2003).
As enzimas responsdveis pela fosforilagdo-
desfosforilacdo da tirosina de proteinas
espermadticas sdo possiveis alvos para os
radicais livres (Lamirande et al., 1997).

CI™ HCO,1CO,

Figura 7. Seqiiéncia da capacitacdo espermdtica. Bicarbonato pode entrar na célula espermdtica através dos canais
ionicos. O bicarbonato intracelular estimula a adenilciclase (AC) e a simultanea producdo de AMPc ativa a proteina
quinase A (PKA). O efluxo de colesterol pode aumentar a entrada de bicarbonato e afetar a adenilciclase . A

N

PKA.induz a fosforilacdo da tirosina (Y) em vdrios substratos (S). As proteinas espermdticas de ligagdo a zona
pelicida (ZP) se tornam fosforiladas. fosfolipase C (PLC) do citosol é fosforilada e translocada para a membrana
plasmatica. Ativagdo da PKA promove redistribuicdo e translocagdo de fosfolipidios. A entrada de pequenas
quantidades de cdlcio nas células espermdticas tem uma func¢do importante na capacitacdo (Flesh e Gadella, 2000).

Embora a duragdo do processo de
capacitacdo  “in  vitro” tenha  sido
determinada para vdrias espécies, o tempo
requerido para a capacita¢do “in vivo” nao é
conhecido para todas as espécies (Amann e
Graham, 1992). Acredita-se que seja
dependente do balango de

estrogeno/progesterona (Delpech e Thibault,
1993).

Estudo realizado por Andersen
(1991) observou que a progesterona
secretada pelas células do ctimulos ou
liberadas com o fluido folicular poderia
atuar no espermatozéide antes que ele se
ligue a zona peldcida. Neste caso, a
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progesterona atuaria diretamente na reagdo
acrossdmica como  demonstrado em
humanos (Osman et al.,1989), eqiiinos
(Meyers et al.,, 1995; Cheng et al., 1998),
canino (Brewis et al., 2001) e caprinos
(Somanath et al., 2000). A acdo da
progesterona conduz ao aumento da
concentracdo intracelular de célcio e saida
de fons cloreto, estimulando a atividade de
fosfolipases e fosforilagdo de tirosina das
proteinas espermadticas (Baldi et al., 2002).

A capacitacdo acarreta modificagdes
no acrossoma necessdrias a reagdo
acrossdmica (Amann e Graham, 1992; Bazer
et al.,, 1995; Colenbrander et al., 2002;
Gadella et al., 2001 e Gadella e
Colenbrander, 2003) (Figura 7). Portanto, as
etapas da capacitagdo antecedem a reagdo
acrossOmica até que o espermatozdide atinja
o local de fecundacio do odcito, na ampola
da tuba uterina (Bazer et al., 1995).

Com os receptores ZP esperméticos
expostos para zona pelicida se ligam
promovendo a agregacdo e a fosforilagdo da

tirosina. O ambiente da ZP contém alta
concentragdo de progesterona, que pode se
ligar a um receptor na superficie
espermdtica. Ambos, ZP e a progesterona
tém efeito sobre a superficie espermatica. O
pH intracelular aumenta por meio da
proteina G e o potencial de membrana
despolariza. Esse aumento do pH,
juntamente com a despolarizagdo da
membrana, promovem maiores
concentracdes de célcio intracelular, que por
sua vez ativa a translocacdo da fosfolipase C
(PLC) para a membrana plasmdtica durante
a capacitacdo. O aumento do cdlcio
intracelular ativa a fosfolipase A que
degrada os fosfolipidios em &4cidos graxos
livres conseqiientemente, estimulam uma
proteina kinase C (PKC). Essas alteragdes
sdo necessdrias para a fusdo da membrana
plasmética a membrana acrossomica externa
(reagdo acrossOmica), que promove a
subseqiiente secre¢ao de enzimas

acrossomicas (Figura 8) (Flesh e Gadella,
2000).

membrane fusion

v

acrosome secretion

Figura 8. Seqiiéncia da rea¢do acrossOmica. (A) as proteinas da zona peldcida (ZP) se ligam aos receptores
espermadticos, promovendo a agregagdo e a fosforilacio da tirosina. (B) O ambiente das ZP contém alta concentracio
de progesterona, que pode se ligar a um receptor na superficie espermdtica. Ambos, ZP e a progesterona tém efeito
sobre a superficie espermatica. (C) pH intracelular aumenta por meio da proteina G e (D) o potencial de membrana
despolariza. (E) Esse aumento do pH, juntamente com a despolarizacio da membrana, promovem maiores
concentra¢des de célcio intracelular, que por sua vez (F) ativa a translocagdo da fosfolipase C para a membrana
plasmatica durante a capacitagdo. (G) O aumento do cdlcio intracelular ativa a fosfolipase A fosfolipase A que
degrada os fosfolipidios em dcidos graxos livres e, conseqiientemente, (H) estimulam uma proteina kinase C (PKC)

(Flesh e Gadella, 2000).

26



4. Plasma Seminal

O plasma seminal eqiiino é formado
por secrecdes provindas do epididimo,
ampola dos ductos deferentes, prostata,
vesiculas seminais e glandulas bulbo-
uretrais. Estas secre¢des podem ser divididas
em diferentes fracdes apresentando fungdes
diversificadas na cépula, na preservacdo do
sémen, no metabolismo e transporte
espermdtico para o trato genital feminino,
além de prote¢des imunoldgicas (Tischner et
al., 1974; Rodger, 1975; Mann, 1975;
Varner et al., 1987; ).

Nestas diferentes fracdes a pré-
secrecdo assume a funcdo de limpeza da
uretra, apresentando alta concentracdo de
cloreto de soédio secretado pelas
glandulas bulbo-uretrais (Mann, 1975;
Aurich et al, 1997). A fracdo do s€émen

na qual apresenta-se uma grande
concentracdo  de  espermatozdides,
contém ergotionina e

glicerilfosforilcolina (GPC), além de
tracos de 4dcido  citrico.  Estes
componentes do s€émen tém como fungdo
proteger os espermatozdides contra
agentes peroxidantes, e desempenham
importante  papel no metabolismo
(Marden ¢ Werthesten, 1956). A tltima
fracdo contém alta concentrag¢do de acido
citrico e pequena concentragdo de
espermatozdéides (Mann, 1975).

A remoc¢do total do plasma
seminal reduz a motilidade espermatica,
sendo  necessdrio que taxas de
aproximadamente 10 % sejam mantidas
para a manutencdo da motilidade do
espermatozdide eqiiino durante a
preservacdo do s€men. (Lamirande et al.,
1988; Jasko et al, 1992; Rigby et al.,
2001, Mattos et al., 2003). Contudo,
efeitos negativos foram demonstrados
por Lamirande et al. (1988) sugerindo
que fatores do plasma seminal inibirfam
a dineina ATPase, enzima responsavel
por acdes metabdlicas no axonema,
bloqueando a motilidade. Além disso, foi
determinado que altas concentracdes de
ergotionina em condicdes aerdbicas
produziriam niveis altos de peréxido de

hidrogénio, o qual inibiria grupos
sulfidrila e conseqiientemente bloquearia
parte da via aer6bica nas vias
metabdlicas (Freud, 1973; Rodger e
White, 1974; Mann, 1975; Lamirande et
al., 1988). Entretanto, em concentracoes
fisiolégicas a ergotionina protege os
espermatozdides contra efeitos deletérios
sobre o metabolismo.

Entre os vdrios constituintes do
plasma seminal estdo as proteinas secretadas
pelas glandulas sexuais (Mann e Lutwak-
Mann, 1981). A funcao destas ainda nao esta
clara (Manjunath et al., 2002). As proteinas
interagem diretamente com a superficie dos
espermatozdides atuando como fatores
decapacitantes e promotores da fertilidade
(Gadella e Colenbrander, 2003; Jelinkova et
al., 2003).

4.1 . Proteinas do plasma seminal eqiiino

O plasma seminal é composto de
uma grande quantidade de proteinas,
incluindo enzimas, hormoénios, fatores de
crescimento, fatores antifertilidade ou
imunossupressivos, ligadores de andrégenos
e imunoglobulinas (Yanagimachi, 1994). A
maioria destas substincias sdo secretadas
pelo epididimo e glindulas sexuais (Lewin
et al., 1974). As proteinas do plasma seminal
eqliino tém sido isoladas, caracterizadas e
avaliadas visando a compreensdo dos
possiveis efeitos ou interacdes inerentes a
fertilidade do macho, bem como a
congelabilidade do sémen (Fellenberg et al.,
1985; Jobim et al., 2003; Inagaki et al.,
2002; Topfer-Petersen et al., 2005).

No entanto, o espermatozdide ndo
possui a capacidade de sintese protéica. O
conteido protéico na superficie da
membrana plasmdtica € alterado pela
insercdo de novas proteinas durante o
transito epididimario e ejaculacdo (Killian et
al., 1993).

A maioria das proteinas isoladas do
plasma seminal eqiiino possui trés classes:
1) Fn-2 e HSP que modulam a capacitagdo
espermadtica, interagindo diretamente com o0s
fosfolipidios como a heparina; 2) as CRISP
que favorecem a interagdo
espermatozodide/docito sendo a espécie
eqilina a que apresenta a maior concentragio
desta proteina; 3) e as da familia das
“spermadhesins” que sdo  proteinas
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multifuncionais, as  quais  possuem
habilidade em se ligar a heparina, inibidores
de protease, fosfolipidios e a carboidratos. A
expressao destas proteinas segue cada orgao
especifico dentro do trato reprodutor
masculino (Topfer-Petersen et al., 2005).

Brando e colaboradores (1999)
estudaram pela técnica de eletroforese (2D)
14 tipos de proteinas com massa molecular
diferentes que estariam relacionadas a
fertilidade. Com excesdo das proteinas da
familia das HSP, que apresentaram massa
molecular de 14 a 30kDa, todas as proteinas
sdo isoladas do ejaculado exceto as HSP-4
que sdo obtidas diretamente das vesiculas
seminais. Algumas HSP mostram afinidade
pela heparina e estdo associadas a superficie
do espermatozéide. Proteinas com afinidade
a heparina t€ém um papel de fertilizagdo, pois
ha indicios que a heparina atua na reagdo
acrossomica (Varner et al., 1988; Manjunath
e Therien, 2002).

As HSP-1 e HSP-2 constituem 70 a
80 % das proteinas totais do plasma seminal
eqiiino com grande homologia a BSP-
Bovino. A HSP-3 € rica em cistéina,
contribuindo  diretamente  para  fusdo
ovoécito-espermatozdide (Ellerman et al.,
2002). As HSP-4 previnem a capacitagdo
espermdtica espontdnea regulando a via da
adenilato-ciclase (cAMP) (Fraser e Stzezek
2005). As HSP-5 e HSP-8 apresentam
diferentes isoformas e estdo presentes na
familia das calicreinas com alto grau de
homologia com o antigeno PSA (marcador
para cancer de prostata). As HSP-7 sdo
homoélogas a espermadesina AWN, com
funcdo de controle da capacitagdo prematura
(Reinert et al., 1996).

Estudos das enzimas presentes no
plasma seminal foram iniciados por Mann
(1975), especificamente as da espécie eqilina
por Fellenberg et al., (1985), neste ultimo
estudo foi identificado um complexo
protéico de 800 kDa, o qual era inibidor de
serino protease € que representava em torno
de 70% das enzimas totais do plasma
seminal. Esse inibidor de serino protease
também foi encontrado no plasma seminal
de porco da india (Perreault et al., 1982;
Winnica et al., 2000), rato (Lai et al., 1991;
Winnica et al., 2000) bovino (Lewis et al.,
1985) e suinos (Jelinkova et al., 2003) como
um peptideo.

Além desta enzima também foi
identificada uma angiotensina (Ball et al.,
2002); lipases (Carver e Ball.,, 2002);
lactoferrina (Inagaki et al.,2002) e acrosina,
que € uma protease tipo tripsina, que esta
presente dentro do acrossoma e estd
diretamente ligada ao processo de
fecundacio espermatozodide ovocito,
regulando a entrada de Ca ™ e a reacio
acrossdmica pelo mecanismo mediado pelo
progesterona em espermatozéides humanos
(Mendoza e Tesarik, 1993).

Quanto a concentragdo das proteinas
normalmente encontrada no plasma seminal
pode haver uma variagio devido a
individualidade do animal e o tempo de
coleta entre os ejaculados (Mann e Lutwak-
Mann, 1981).

4.2. Serino proteases: Aspectos gerais

Serino  proteases sdo enzimas
proteoliticas que catalizam a clivagem de
ligacdes peptidicas de proteinas. Assim
nomeadas pela presenca de residuo
nucleofilico de serina (Ser) no sitio ativo. A
explicacdo mais aceita para a clivagem € a
da dupla transferéncia: ocorrendo a
formacdo de um tetraedro intermedidrio
durante a transferéncia de prétons do residuo
Seryos para o residuo Hiss; e em seguida
para o residuo Aspip. O resultado dessa
transferéncia é a formacdo de uma carga
negativa parcial responsdvel pela catélise
enzimédtica (Warshel et al., 1989). Os dois
passos bdsicos de catdlise por este grupo de
enzimas incluem: (a) formagdo de um éster
entre o atomo de oxigénio e o grupo acil do
substrato e (b) o ataque da &dgua ao
intermedidrio acil-enzima, que promove a
quebra e a liberagdo do produto acidico,
retomando a forma normal da enzima
(Antdo e Malcata 2005).

Essas proteases adquirirem um alto
grau de especializagdo durante a evolugdo
biolégica (White et al., 1986). Muitos
processos biolégicos sdo regulados pela agao
de serino proteases, por exemplo:
coagulacdo do sangue, liberacdio de
proteinas hormonais, controle do tamanho
de proteinas, translocacio de proteinas
através da membrana e fertilizacdo (Wenzel
e Tschesche, 1985; Powers, 2002; Trancoso
et al., 2003; Chou, 2006).
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As serino proteases sdo
indispensaveis para os processos fisioldgicos
em animais. Contudo, quando ndo sao
controladas, podem representar um risco em
potencial, destruindo componentes protéicos
celulares e teciduais (Metayer et al., 2002).
Devido a isso o equilibrio entre as enzimas e
seus inibidores é um fator essencial para
manutencao de um estado fisiol6gico normal
(Neurath, 1993; Metayer et al., 2002). Esse
equilibrio € exemplificado na fisiologia da
reproducdo  no  desenvolvimento  dos
gametas, espermatogénese, € no controle da
barreira hemato-testicular (Metayer et al.,
2002).

A acrosina € uma serino protease
especifica ~ dos  espermatozdides  de
mamiferos e tem relevante papel na
fertilizagio. E reportada sua presenca no
acrossoma e o0 seu envolvimento na
capacitacilo e indugdo da  reacdo
acrossOmica, dissolu¢do da zona peldcida e
digestdo das protaminas durante a formacao
do pro-nicleo no citoplasma (Bhattacharyya

et al., 1986).
H4 dois possiveis mecanismos
basicos de regulacdo para este sistema

enzimatico. Um envolve a ativagao de
precursores de  proteinase  inativos
(zimogénios na forma inativa pro-acrosina
(Ball et al., 1997), que se transforma em
acrosina e, um outro mecanismo que

envolve a inativacdo de proteases pela

K1

formagdo de complexos com inibidores
protéicos  especificos (Neurath  1993;
Trancoso et al., 2003).
4.3. Inibidores de serino protease : Aspectos
gerais

H4 muitos anos, os processos
moleculares que envolvem as enzimas
proteoliticas véem sendo investigados. Um
dos modelos para elucidar os mecanismos
enzimdticos ou de interacdo proteina-
proteina € o estudo dos inibidores de serino
proteases (Kaslik et al., 1995; Troncoso et
al., 2003).

Os inibidores naturais ou protéicos
sdo encontrados em todos 0s seres vivos,
distribuindo-se em microorganismos, plantas

e animais (Fellemberg et al., 1985;
Lawrence e Keudal, 2000; Zhao et al.,
2005).

Essa classe de inibidores apresenta uma
inibicdo estritamente competitiva e de
estequiometria 1:1 na formagdo do
complexo  enzima-inibidor  (Hedstrom,
2002). A inibicdo da serino protease por
inibidores naturais e sintéticos (berenil e
benzamidina) ocorre através de uma ligagao
muito forte e altamente especifica que estd
restrita a uma pequena por¢do da molécula
do inibidor, denominada de sitio ativo. O
mecanismo de reacdo da maioria dos
inibidores de serino protease é representado
por:

K2

E+I
K1’

Na reagdo do tipo enzima-inibidor,
as duas constantes cinéticas envolvidas sdo
K, que é a constante de formagdo do
complexo EI e K,, que é a constante de
dissociacdo do complexo EI. A formacdo
desse complexo é muito estdvel e ocorre
rapidamente K; e a sua dissociacdo ocorre
de forma muito lenta K,. Uma inibigdo
eficiente apresenta altos valores de K;, ou
seja, ha rapidez na formagdo do complexo
ElI e baixos valores de K, o que significa
lentiddo na dissociagdo do complexo EI
(Cornish-Bowden, 1979)

A presenca de inibidores de serino
protease em muitos processos bioldgicos é

El

E+l
K2

bem documentada, principalmente pelas
Kunitz, inibidor que estd envolvido na
coagulacdo sanguinea, no controle da
inflamacgdo (Oliva et al., 2000; Troncoso et
al., 2003) e como controlador do cancer em
diversos sistemas (Kennedy, 1998).

Na biologia da reproducdo a funcdo
fisiolégica e bioquimica dos inibidores de
serino protease € muito ampla, mas ao
mesmo tempo ndo muito clara. Foi reportada
a existéncia de inibidores de proteases nas
glandulas sexuais acessOrias como um
protetor do tecido (Lai et al., 1991), em
fluido epididimério, inibindo a acdo de
proteases extracelulares (Kirchhoff et al.,
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1991), na protecio da barreira hemato-
testicular, no controle de enzimas
proteoliticas (Métayer et al., 2002), nos
mecanismos envolvidos no processo de
fertilizacao: capacitacdo  espermadtica,
controlando agio sobre os receptores de Ca*>
( Battacharyya et al., 1986; Clark et al.,
1993), na reacdo acrossdmica, atuando na
vesiculacdo da membrana e/ou na dispersao
da matriz acrossomal (Fraser, 1982;
Perreault, 1982; Arboleta e Gerdon 1988) e
na motilidade, regulando a atividade da
adenil-ciclase (Okamura , 1990).

Estdi bem  estabelecido  que
inibidores naturais, embora possam inibir a
acrosina, ligam-se reversivelmente a ela,
visto que sdo removidos durante sua
permanéncia no trato genital feminino
(Bhattacharyya et al, 1986). Inibidores
sintéticos, por outro lado ndo apresentam
esta funcdo de dissociacdo, de forma que
foram utilizados para prevenir a fertilizacao
“in vitro”, bem como, “in vivo” em espécies
animais incluindo primatas (Fraser, 1982;
Ball et al., 1997). Desta forma, os inibidores
se apresentam como fatores decapacitantes,
visto que espermatozdides incubados na
presenca destes inibidores apresentam
reducdo na sua capacidade fecundante.

Foram reportados estudos da acdo
destes inibidores nos diferentes momentos
do processo de fertilizagdo em varias
espécies de mamiferos. Em espermatozdides
do ejaculado de porco da 1india, foi
verificado que a presenga do inibidor
sintético p-Aminobenzamidina e
benzamidina promoviam a dispersdo da
matriz acrossomal sem alterar a vesiculagdo,
quando a reag¢do acrossOmica era induzida
por ionéforo de célcio (Gree, 1970); o
mesmo foi verificado em espermatozdides
do epididimo de camundongo (Fraser,
1982). Em espermatozéides do epididimo de
hamster, ocorre o efeito inverso, com a
inibicdio da vesiculacio da membrana,
quando os  espermatozdides ji  se
apresentavam capacitados (Lui e Meizel,
1979). Essa diferenca pode ser atribuida ao
modelo de ac¢do dos inibidores sintéticos de
serino protease, visto que as espécies sdao
diferentes, além da prépria diferenca de
metodologia empregada na  pesquisa
(Perreault, 1982).

Sobre o mecanismo da motilidade,
os inibidores mostram uma sinergia entre as

espécies (porco da india, camundongo,
hamster), visto que o inibidor ndo tem agdo
sobre este mecanismo (Gree, 1970; Fraser,
1982; Lui e Meizel, 1979). Contudo, isto
ndo acontece em espermatozdides do
epididimo de suino, uma vez que o inibidor
controla a motilidade, via protease do tipo
tripsina presente no flagelo e, possivelmente,
regulado pela atividade da adenil-ciclase via
bicarbonato (Okamura 1990; Winnica 2000).

Na espécie eqiiina pelo menos dois
grupos de inibidores de serino proteases
foram estudados. Um com a enzima
apresentando  atividade especifica pela
tripsina, acrosina, provavelmente
correspondendo a HUSI-II (Inibidor de
protease plasma seminal humano), com uma
massa molecular de 6,5 kDa, somente
encontrado no fluido seminal. E um
segundo, um complexo com massa
molecular de 800 kDa, correspondente a
HUSI-I, formado por diversos polipeptidios
com massa molecular de 11kDa a 30 kDa
(Fellemberg et al., 1985). A concentracdo
destes inibidores apresenta variacdo nos
fluidos seminais, decorrente da época do
ano, visto que esta espécie apresenta
caracteristicas sazonais. A resposta a
atividade testicular favorece a acdo de
enzimas proteoliticas que controlam a
producdo destes inibidores (Metarye et al.,
2002) , além de processos fisiolégicos, ainda
ndo elucidados que estariam controlando a
formacdo dos mesmos (Fillemberg et al.,
1985).
5. Técnicas de purificacio de proteinas
5.1. Fracionamento e purificacdo por
precipitacdo com sulfato de amonio

A separacdo dos componentes do
plasma por técnicas de precipitacdo estd
envolvida somente com a manipulacdo das
propriedades de solubilidade das proteinas
com os precipitantes, geralmente sais. Um
dos precipitantes mais usados é o sulfato de
amonio, pois apresenta baixa forca idnica
quando comparado ao sulfato de sédio e
potdssio (Dixon e Webb, 1961).

Hofmeister (1890), citado por Curlig
(1980), foi quem relacionou solubilidade
entre proteinas e a concentracdo de sal; ele
distinguiu globulinas de albuminas usando
sulfato de amonio como precipitante.

A relacdo proteinas e ligantes estd
diretamente ligado aos grupos mais ou
menos ionizdveis das proteinas com a
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contracdo de sal. O {fon sulfato apresenta
ligacdo mais satisfatéria aos fons catidnicos,
especialmente, quando a proteina tem uma
carga positiva liquida (ZH')’. Assim, o
favorecimento desta interacdo leva ao grau
de precipitacdo (separacdo) das proteinas.

O uso de sulfato de amoénio € o
passo inicial para separar uma mistura de
proteinas, posteriormente o material €&
dialisado e submetido a andlise em
eletroforese e cromatografia.
5.2.Cromatografia
Os primeiros trabalhos envolvendo a
cromatografia ~ como  ciéncia  foram
publicados em 1906 por Michael Tswett,
botdnico russo que separou algumas
substincias de extratos de plantas. Desde
entdo, esta técnica desenvolveu-se e
ampliou-se até uma forma instrumental com
elevada sofisticacdo, inicialmente com a
cromatografia gasosa e posteriormente, com
a cromatografia liquida. A cromatografia
opera com o principio da extragdo, porém
uma fase é fixada no local enquanto a outra
se move por ela (Figura 9).
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A cromatografia € dividida em
categorias com base no mecanismo de
interacdo da substincia dissolvida com a
fase estaciondria:

Cromatografia de adsorcdo — Utiliza uma
fase estaciondria sélida e uma fase mével
liquida. O soluto é adsorvido na superficie
da particula sélida. O equilibrio entre a fase
estaciondria e a fase mdvel justifica a
separacdo dos diferentes solutos.
Cromatografia de troca iénica — Anions
como —SO7; ou cdtions como — N(CH»)";
estdo ligados covalentemente a fase
estaciondria sdlida, geralmente uma resina,
neste tipo de cromatografia. Os fons de
carga oposta do soluto sdo atraidos para a
fase estaciondria pela forca eletrostatica.
Cromatografia de afinidade — Este tipo mais
seletivo de  cromatografia  emprega
interacOes especificas entre um tipo de
molécula do soluto e uma segunda molécula
que estd ligada covalentemente
(imobilizada) a fase estaciondria.
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Figura 9. Representagdo esquemadtica de separacdio cromatografica. O soluto A, com maior afinidade pela fase
estaciondria do que os solutos B e C, permanecem no inicio da coluna (Stryer, 2005).

Cromatografia de exclusdo molecular- esta
técnica separa as moléculas pelo tamanho,
com os maiores solutos passando por ela
com maior velocidade. Ao contririo de
outros tipos de cromatografia, nido hd
interacdoes  atrativas entre a  “fase

estaciondria” e o soluto no caso real da
exclusdo molecular.

Cromatografia de fase reversa — a fase
estaciondria € formada por particulas de
silica as quais se prendem um significativo
nimero de grupamentos apolares do tipo
fenil, butil, octanoil e octadecil. A idéia aqui
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¢ adsorver com forcas diferenciadas uma
populacao de peptideos ou proteinas que
possam ser dessorvidos, seletivamente,
quando da elui¢do, em uma coluna de fase
reversa por um gradiente crescente de
concentracdo de um solvente organico do
tipo acetronitrila. Com grande vantagem,
estd técnica de separagdo substitui a
cromatografia de troca idnica. As colunas
de fase reversa octanoil (C-8) e octadecil (C-
18) mostram melhores resolugbes e/ou
maiores rendimentos de recuperagdo dos
peptideos.

Todo ensaio cromatografico gera um
cromatograma que € um grafico que mostra
a resposta do detector (UV), em funcio do
tempo de eluicdlo. O cromatograma
apresenta o tempo de retencio que € o tempo
necessdrio apds a injecdo da mistura na
coluna até aquele componente alcance o
detector, estd relacionado ao gréifico (altura
maxima e largura). E o volume de retengdo
medido é referente a largura da altura
maxima medida na metade da altura do
grafico.

Nos dias atuais podemos distinguir
trés maneiras de se trabalhar na
cromatografia liquida de proteinas. Esta
distingdo diz respeito a velocidade do
eluente e ao tamanho da particula: primeiro
a cromatografia cldssica — velocidade do
eluente € lenta (10 a 40 cm/h) e o tamanho
da particula da ordem de dezenas de
micrdmetros; segunda o processo ¢é
acelerado em funcdo da maior resisténcia da
particula, seu tamanho é 5-15 micrémetros.
A velocidade é da ordem de 50 a 300cm/h
sdo utilizados sistema FPLC (cromatografia
de Dbaixa pressio) e sistema HPLC
(cromatografia de alta pressdo) a terceira
refere-se a cromatografia superacelerada
com velocidade da ordem de 300cm/h a
4000cm/h (Harris, 1999; Silva Junior, 2004).
6. Técnicas de caracterizacio de proteinas
6.1.Eletroforese em gel de poliacrilamida

O termo eletroforese foi criado por
Michaelis, em 1909, para descrever a
migracdo de coldides sob a influéncia de um
campo elétrico. A eletroforese visa 4
separacdo de moléculas em funcdo de suas
cargas elétricas, de seus pesos moleculares e
de suas conformacdes, em suportes porosos
e tampdes apropriados, sob a influéncia de
um campo elétrico continuo. Seu principio é
simples: moléculas com carga negativa

migram para o poélo positivo, e moléculas
com carga positiva migram para o podlo
negativo. Sendo substancias anfélitas, as
proteinas adquirem carga positiva ou
negativa em fungio do pH. E, portanto,
conveniente manter o pH do meio estdvel
durante a eletroforese, mediante solucdes-
tampao.

Géis de poliacrilamida sao formados
por copolimerizagdo de acrilamida e Bis-
acrilamida (Bis) na presenga de persulfato
de amoénia e tetrametiletilenodiamina
(TEMED). O didmetro dos poros do gel é
funcdo das concentracdes de acrilamida e
Bis.

Na eletroforese por sistema de SDS-
PAGE ¢ aplicado o estudo de proteinas
desnaturadas por aquecimento na presenca
de SDS e PB-mercaptoetanol, visando a
determinagcdo do peso molecular de
proteinas, empregam-se, comumente, géis
com gradiente de concentragcdo, na faixa de
5% a 20% de acrilamida. O gradiente é
preparado mediante o uso de misturador
proprio. Nesse caso as separagdes se ddo
segundo o peso molecular e a migracdo é
conseqiiéncia tdo somente das cargas
negativas do SDS, causando efeito de
peneiramento molecular. Quanto maior a
molécula, menor a sua mobilidade.

As revelagdes das bandas de
proteinas podem ser realizadas por vérios
métodos como: Azul-brilhante-de-coomassie
(Chrambach e Rodbard, 1971), por ouro ou
prata coloidais (Gershoni e Palade, 1983),
que sdo os mais comumente utilizados.

Contudo a revelacdo das bandas
protéicas com nitrato de prata apresenta uma
alta sensibilidade e pode oferecer vantagens
em baixas concentragdes de proteinas
(Andrews, 1988). Esse método baseia-se no
potencial de oxidacdo mais elevado do fon
prata, complexado ou livre, que da fungdo
dissulfidrica, tal como ocorre em proteinas.
Deve-se salientar, no entanto, que o
“mecanismo preciso da revelacdo por prata”
ndo estd esclarecido.
6.2.Espectrometria de massa

Um espectrometro de massa é um
detector potente para as andlises qualitativas
e quantitativas de constituintes em
cromatografia liquida. Na espectrometria de
massa, as moléculas gasosas sdo ionizadas
(para formarem cdtions), aceleradas por um
campo elétrico, e entdo separadas de acordo
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com a sua relacdo massa/carga. Desta forma,
considere a massa de um dado fon como m e
sua carga como +Ze onde e é a magnitude da
carga de um elétron. Quando o fon ¢é
acelerado por uma diferenca de potencial V
nas placas aceleradoras de fons, ele adquire
uma energia cinética proporcional a
diferenca de potencial elétrico. O processo
de ionizagdo geralmente confere energia
suficiente que permite quebrar a molécula
numa variedade de fragmentos, resultando
em um espectro que € um grafico que mostra
a abundancia relativa de cada fragmento que
atinge o detector do espectrdmetro de massa
(Harris, 1999).

7. Criopreservacao

O desafio da célula espermadtica
durante o processo de congelamento ndo é
sua habilidade em resistir & temperatura de
armazenamento de -196°C, mas sim sua
capacidade de suportar mudancas que
ocorrem durante a zona intermedidria de
temperatura (-15°C a -60°C), pela qual elas
devem passar duas vezes, durante o
congelamento e o descongelamento (Mazur,
1984).

No processo de criopreservacio, o
sémen deve ser primeiramente resfriado da
temperatura corpérea (+37°C) a temperatura
ambiente (+200C). Este  resfriamento
aparentemente ndo causa danos aos
espermatozoides, desde que estes estejam
diluidos em meio adequado. Existe, porém,
uma faixa critica de temperatura no processo
de refrigeracdo, entre 19°C e 8°C, em que o
espermatozoide pode ser severamente lesado
(Moran, 1992). Se esse resfriamento for
realizado de maneira inadequada, ocorre um
fendbmeno chamado choque térmico
(Watson, 1995; Watson, 2000), o qual induz
prejuizos irreversiveis como répida perda de
motilidade, movimento circular, redu¢do do
metabolismo espermatico, danos a
membrana  plasmditica  decorrente  de
aumento de permeabilidade, com
conseqiiente perda de fons e moléculas
intracelulares e danos acrossdomicos (Amann
e Pickett, 1987; Pickett ¢ Amann, 1992),

como edemaciamento e irregularidades do
acrossoma (Watson, 1995). O resfriamento
nesta faixa de temperatura (19—80C), faz com
que os lipidios da membrana plasmética
passem por uma fase de transicdo do estado
liquido-cristalino para o estado de gel
(Graham, 1996). Quando o sémen ¢
resfriado abaixo de +5°C, inicialmente o
meio que circunda o espermatozdide e as
proprias células permanecem descongeladas,
porque seu ponto de congelamento € abaixo
de 0°C, apenas ocorre um super-resfriamento
(Amann e Pickett, 1987). De -6°C a -15°C, a
dgua no meio comecga a cristalizar e a
concentracilo de soluto na  fragdo
descongelada  aumenta, enquanto a
membrana plasmética impede a formacgdo de
cristais de gelo intracelular. A dgua dentro
da célula espermatica permanece
descongelada e a célula comeca a perde dgua
para o meio externo, Vvisto que O meio
externo apresenta uma maior concentracio
de soluto (Hafez, 1995; Graham, 1996).
Uma vez que as células alcancam a
temperatura critica (-60°C), 0s
espermatozdides tornan-se relativamente
inerte € o sémen pode ser imerso em
nitrogénio liquido, para seu armazenamento
(Parks e Graham, 1992; Hafez, 1995;
Graham, 1996).

A curva de descongelamento
depende da curva de congelamento.
Espermatozéides congelados numa curva
lenta requerem uma curva de
descongelamento lenta, para permitir o
descongelamento dos cristais de gelo
extracelulares. O descongelamento desses
cristais provoca a diluicdo dos solutos e
lentamente ocorre a reidratagdo das células
(Amann e Pickett, 1987 e Holt, 2000). As
células congeladas numa curva rdpida
necessitam de  curva rdpida de
descongelamento, de modo que o gelo
intracelular que se formou durante o
congelamento ndo tenha tempo para
recristalizar-se  (Figura 10) (Amann e
Pickett, 1987; Pickett e Amann, 1992;
Graham, 1996).
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Figura 10. Representa¢do esquemadtica das mudangas fisicas no espermatozdide eqiiino durante o congelamento

(Amann e Pickett, 1987).

Dentre os fatores que afetam o
descongelamento estdo o tipo de envase,
espessura da parede da palheta e
condutividade de calor, e a temperatura
(Amann e Pickett, 1987). Temperatura alta,
como 75 °C por 7 segundos (Cochran et al.,
1984), seguida de imersdo imediata em
banho-maria a 37°C por, no minimo, mais 5
segundos promove maior viabilidade e
motilidade espermadticas pOs-
descongelamento, comparada a temperatura
e tempo utilizados rotineiramente (37°C, 30
segundos) (Holt, 2000).

7.1. Criocapacitag¢do

Os compartimentos membranosos
do espermatozdide sdo os que apresentam
maior sensibilidade a redug¢do brusca de
temperatura. As membranas espermaticas
afetadas pela criopreservacdo incluem a
membrana plasmadtica, acrossOmica externa
e a interna e mitocondrial (Watson, 1995). A
causa primdria dos danos celulares
decorrentes do  congelamento ¢é a
desestabilizacdo da membrana plasmdtica
devido ao estresse térmico, mecanico,
quimico e osmoético (Parks e Graham, 1992).
As membranas respondem a alteracdes de
temperatura através de transicio da fase
lipidica (Watson, 1995; Watson, 2000;
Meyers et al., 2003). Com a reducdo de
temperatura, os movimentos laterais dos
fosfolipidios se tornam mais restritos,
devido a mudanca da fase fluida para gel,
resultando em agrupamento de proteinas

para as éreas fluidas remanescentes. Dessa
forma, ha wuma tendéncia de certos
fosfolipidios em formarem uma micela
invertida, denominada de estrutura
hexagonal II que pode ser, ou ndo, reversivel
(Amann e Pickett, 1987; Parks e Graham,
1992;  Watson, 1995).  Modificagdes
semelhantes na composi¢do lipidica da
membrana plasmatica do espermatozdide
sdo induzidas pelo bicarbonato de sédio
presente no trato genital feminino, as quais
foram observadas durante o processo de
criopreservacdo (Ashworth et al., 1994).
Yanagimachi (1994) e Watson (2000)
sugeriram que a desorganizacdio da
membrana decorrente do
congelamento/descongelamento provoca
aumento da permeabilidade, e os fons cdlcio
presentes no meio extracelular penetrardo na
célula, podendo estimular os eventos
dependentes de célcio, como a capacitagdo
espermdtica. Para Watson (1995), o
espermatozdide criopreservado pode ser
considerado parcialmente capacitado, pois
apresenta mudancas na fluidez da
membrana.

O aumento da concentracdo de
célcio intracelular e o desencadeamento da
cascata de fosforilacdo podem ser induzidos
por radicais livres e estresse osmotico,
devido a maior fragilidade da membrana
(Pommer et al., 2003). Bailey et al. (2000)
verificaram que o aumento da fosforilagao
de tirosina no sémen congelado de bovinos
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ocorreu imediatamente apods
descongelamento. No entanto, no sémen
eqiiino, tal aumento s6 foi observado apds
uma hora de incubagdo com ou sem
ativadores da capacitacdo, sugerindo que os
espermatozdides criopreservados podem ser
mais sensiveis aos indutores da capacitagao,
0 que poderia explicar seu tempo de vida
limitado quando comparado ao do sémen
fresco (Pommer et al., 2003).

7.2. Diferenga entre garanhdes e ejaculados

Diferentes ejaculados do mesmo
garanhdo e diferentes garanhdes apresentam
diferencas  quanto a  sobrevivéncia
espermatica ao processo de criopreservagao.
Pickett e Amann (1992) estimaram que 25%
a 30% dos garanhdes possuem sémen de boa
congelabilidade, 30% a 50% apresentam
moderada congelabilidade e 25% a 40%,
reduzida congelabilidade. Portanto, tem sido
recomendado  diluidores e  protocolos
especificos para cada individuo (Graham,
1996).
7.3.Procedimentos utilizados na
criopreservagdo do sémen eqiiino

O sémen eqiiino é coletado com
vagina artificial (Amann e Pickett, 1987;
Hafez, 1995) e mantido aquecido para
proteger os espermatozdides do choque
térmico. Apds a coleta, o sémen é avaliado
(Hafez, 1995) quanto as caracteristicas
fisicas  (motilidade total,  motilidade
progressiva, vigor, concentracio
espermdtica, cor, aspecto). Para a
criopreservagdo, € necessdrio que as
caracteristicas seminais estejam dentro dos
pardmetros minimos requeridos para a
espécie  eqliina, isto €, motilidade
espermatica progressiva maior que 50% e
concentracdo maior que 60 milhdes de
espermatozdides/mL (Jasko, 1994). Apds a
adi¢do de diluidor ao sémen, geralmente na
propor¢do de 1:1, é preconizada a
centrifugacdo para reduzir o percentual de
plasma seminal e aumentar a concentragio
espermatica/mL.

A remocdo do plasma seminal antes
do congelamento melhora a motilidade dos
espermatozoides pds-descongelamento, pois
a alta concentracdo de cloreto de sédio
presente no liquido seminal pode causar
danos aos espermatozdides preservados in
vitro. Contudo, o plasma seminal pode
conter componentes que protegem  as
membranas durante a criopreservagdo, cuja

composi¢do pode variar entre garanhdes. Tal
fato pode explicar a habilidade diferente dos
espermatozdéides de  garanhdes, em
sobreviver ao processo da criopreservacao
(Moore et al., 2005). Por outro lado, a
permanéncia de 10% de plasma seminal pos-
centrifugacio exerce efeito benéfico sobre a
motilidade  espermdtica  eqiiina  pOs-
descongelamento (Amann e Pickett, 1987;
Jasko et al., 1992; Pickett ¢ Amann, 1992;
Brinsko et al., 2000). No entanto, o processo
de centrifugacio ndo € in6cuo aos
espermatozdides, podendo reduzir sua
viabilidade. Contudo, os efeitos deletérios
desse procedimento podem ser minimizados
com a utilizacdo de forca centrifuga
reduzida, 300-400g e tempo adequado, 10 a
15 minutos (Amann e Pickett, 1987,
Graham, 1996 e Heitland et al., 1996).

Para o sémen ser armazenado a
baixas temperaturas € necessirio que OS
espermatozdides sejam acondicionados em
diluidores apropriados (Amann e Pickett,
1987; Holt, 2000). Os diluidores de sémen
possuem uma série de componentes basicos.
Dentre esses, a d4gua que atua como solvente
de outros componentes do meio; tampdes e
substdncias nao idnicas que atuam na
manutencdo da osmolaridade e pH do meio;
macromoléculas da gema do ovo e o leite
que atuam na prevencio do choque térmico;
carboidratos que servem como fonte de
energia e outras substincias como
antibidticos, que controlam o crescimento
microbiano; detergentes que emulsificam os
lipidios presentes na gema de ovo,
permitindo melhor interacdo entre esses
componentes € a membrana plasmdtica;
quelantes que se ligam ao cdlcio e ao
magnésio, limitando o movimento de ions
bivalentes por meio da membrana,
impedindo que os fons penetrem nas células
espermdticas e as danifiquem durante o
choque térmico (Amann e Pickett, 1987).

A sobrevivéncia dos
espermatozodides durante a criopreservagao
requer a presenca de agentes crioprotetores
nas etapas de resfriamento, congelamento e
descongelamento. O efeito protetor dessas
substancias foi associado a redugdo da
concentracdo de soluto e ao aumento das
porcdes de dgua descongelada e, portanto,
do tamanho dos canais de dgua (Watson,
1995). Os crioprotetores sdo classificados
como penetrantes (intracelulares)

35



constituidos de  moléculas  pequenas
requerendo maior concentragdo, € nao
penetrantes (extracelulares) constituidos de
moléculas maiores requerendo menor
concentracdo para que protejam as células
contra as crioinjurias (Pickett e Amann,
1992; Jasko, 1994; Graham, 1996).

O glicerol é o crioprotetor
penetrante mais utilizado nos protocolos de
congelamento (Holt, 2000), embora nao
apresente efeito crioprotetor igualmente
eficiente na criopreservacio do sémen de
todas as espécies. Smith e Polge (1950)
foram os primeiros pesquisadores a relatar o
efeito crioprotetor do glicerol. A adig¢ao de
glicerol ao meio de congelamento de s€men
induz ao aumento do volume de canais de
solvente ndo congelados e menor
concentracdo de sais nestes canais (Mazur,
1984).

O efeito do glicerol na membrana
plasmatica pode ocorrer por meio de ligagao
direta aos fosfolipidios da membrana,
reduzindo sua fluidez e interferindo na
permeabilidade celular (Parks e Graham,
1992). Contudo em alta concentracdo os
efeitos deletérios do glicerol incluem
estresse osmotico, mudancas na
organizacdo, aumento da fluidez e
permeabilidade da membrana, e na sua
composi¢do lipidica (Watson, 1995).

O glicerol foi inicialmente utilizado
na concentracdo de 7-10% (Smith e Polge,
1950). Segundo Amann e Pickett (1987), a
concentracdo ideal do glicerol varia de 3 a
4%. Essas concentracdes foram eficientes
para preservar a motilidade do s€émen eqiiino
pos-descongelamento. No entanto, para
minimizar os danos ao acrossoma, foram
necessdrias concentragdes menores que 2%
(Watson, 1995). Embora a taxa de
fertilidade similar com sémen eqiiino
congelado utilizando-se concentracdes de
glicerol de 7% a 2% tenha sido reportada
(Graham et al., 1978), foi demonstrado uma
superioridade nos parametros de motilidade
espermdtica, motilidade progressiva, vigor e
integridade da membrana plasmética apds o
descongelamento com o uso do glicerol na
concentracdo de 2,5% (Vidament et al.,
2002; Vidament et al., 2005).

Os agentes crioprotetores
extracelulares sdo grandes moléculas que
ndo atravessam a membrana plasmdtica e
podem ser proteinas como as presentes no

leite e na gema do ovo, agicares como a
lactose, frutose, manose, rafinose e trealose,
polimeros sintéticos como 0
polivinilpirrolidone e a metilcelulose (Jasko,
1994). Os agentes crioprotetores nao
penetrantes atuam por meio de efeito
osmotico, facilitando a desidratacdo celular,
pois tornam o meio do diluidor seminal
hipertdnico (Amann e Pickett, 1987).

A gema de ovo, o mais eficiente dos
agentes ndo penetrantes na protegdo de
espermatozdides contra o choque térmico, é
comumente incluida em diluentes para
criopreservag@o, mas nio apresenta a mesma
eficiéncia para o s€men de todas as espécies.
Quando presente em meios diluidores, a
gema de ovo permite a reducdo da
concentracdo de glicerol (Watson, 1995).
Atualmente, foi identificado o fator protetor
ativo na gema de ovo, que € a fracdo
lipoprotéica de baixa densidade (LDL) e alto
peso molecular (Mayer e Lasley, 1945;
Parks e Graham, 1992; Weitze e Petzoldt,
1992 e Watson, 1995). Essa fracdo
lipoprotéica de baixa densidade é constituida
de fosfolipidios e agiria somente na
superficie celular, como um filme protetor.
Além disso, foi relatado por Manjunath et
al., (2002) que as lipoproteinas de baixa
densidade oferecem protecdo ao
espermatozéide, reduzindo os efeitos
deletérios das proteinas do plasma seminal
sobre a membrana plasmatica.

Leite ou diluidores a base de leite
sao usados na rotina para a diluigdo,
centrifugacao, resfriamento e
armazenamento do sémen eqiiino. Os
fosfolipidios que também estdo abundantes
no leite produzem modificagdes estruturais
nas membranas das células, permitindo,
desse modo, a adaptacdo do espermatozdide
a baixas temperaturas (Watson, 1985;
Varner et al.,, 1988). No leite, os agentes
crioprotetores sao as micelas de caseinas que
interagiriam com as proteinas do plasma
seminal, impedindo a saida de fosfolipidios
e colesterol da membrana plasmética do
espermatozéide (Bergeron e Manjunath,
2006).

8. Avaliacdo Espermatica

Para o sucesso da concepcdo o
espermatozdide deverd possuir membranas
completamente funcionais, as organelas e o
genoma hapléide intacto (Silva et al., 2006).
Estudos laboratoriais de andlise de sémen
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sdo fundamentais para a predigdo do
desempenho reprodutivo do garanhdo
(Celeghini et al., 2007). Entre todos os
exames a técnica de sondas fluorecentes em
conjunto com a citometria de fluxo permite
avaliar vérios pardmetros esperméticos
simultineamente de milhares de
espermatozdides em um curto periodo de
tempo (Zeginiadou et al., 2000; Rathi et al.,
2001). Estas avaliacdes favorecem a
predicio da fertilidade potencial de um
determinado animal e avaliam com mais
acuricia a congelabilidade do sémen de um
garanhdo (Magistrini, 2000).

Estudos estabeleceram uma
correlacdo entre ensaios padroes de
laboratério com citometria de fluxo para
avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal, funcionalidade
mitocondrial e indice de fragmentacdo do
DNA de espermatozdides (Graham et al.,
1990; Love e Kenney, 1998; Neild et al.,
2005; Silva et al., 2006).
8.1.Integridade e  funcionalidade da
membrana plasmdtica

A membrana plasmitica do
espermatozéide envolve toda a célula. Por
suas caracteristicas semi-permeaveis
mantém o gradiente quimico dos ifons e
outros componentes soldveis importantes
para a viabilidade celular (Silva et al., 2006).

Se a membrana plasmética do
espermatozdide ndo estiver funcionalmente
intacta esta serd considerada invidvel.
Normalmente, a integridade fisica da
membrana € avaliada depois de marcar as
células com corantes fluorescentes ndo
penetrantes.

Quando as células tém a capacidade
de impedir a entrada de corantes na
membrana plasmdtica a mesma estd integra.
A maioria destes corantes tem uma grande
afinidade ao DNA, mas eles s6 se ligam se
houver lesdo na membrana. Corantes tais
como: Hoechst 33258 (comprimento de
onda ex/em 358/488nm)(Hong et al., 1988);
YoPro-1 (comprimento de onda ex/em de
488/515nm) (Harrison et al., 1996); iodeto
de Propidio (Pintado et al., 2000) ou
ethidium homodimer-132 (Cheng et al.,
1996) (ambos tém comprimento de onda
ex/em de 488 e 568 / <620 nm); ToPro-3 e
TOTO (comprimento de onda ex/em de
647/670 nm)(Haugland et al., 2004), sdo
comumente utilizados com este propdsito

(Garner et al.,, 1986; Harrison e Vickers,
1990; Smith e Murray, 1997). O grande
beneficio da utilizacdo de  sondas
fluorescentes é o maior contraste e a menor
variabilidade = quando comparadas as
coloragdes cléssicas (Neild, 2005). Todavia,
o iodeto de Propidio vem se destacando em
pesquisa pela facilidade da preparagdo e
simplicidade da técnica (Graham, 1990).
Garner et al. (1986) utilizaram a combinagdo
de duas substincias fluorescentes, o
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e o
IP, para verificar a integridade da membrana
de espermatozdides bovinos e de outras
espécies por citometria de fluxo.

O iodeto de Propidio é um corante
ndo penetrante a membrana plasmatica,
passando apenas através de membranas
danificadas, se ligando especificamente ao
DNA. Dessa forma, o IP em solucio salina
quantifica as células mortas, promovendo
fluorescéncia vermelho-brilhante (Jones e
Senft, 1985; Harrison e Vickers, 1990).

O diacetato de carboxifluoresceina é
um composto hidrofébico capaz de penetrar
pela membrana celular sem interferéncia
fisiol6gica. No interior da célula, o diacetato
de carboxifluoresceina € hidrolisado por
uma interagdo enzimditica e € convertido
num composto hidrofilico fluorescente —
carboxifluoresceina n3o penetrante na
membrana plasmdtica, acumulando-se no
interior da célula e tornando os
compartimentos com membrana integra
verde fluorescente quando excitados com luz
azul (Jones e Senft, 1985; Harrison e
Vickers, 1990; Garner et al.,1986). A
associacdo de coloracdes em combinacio
com a citometria de fluxo viabiliza o estudo
da qualidade espermética uma vez que as
avaliacdes sdo rdpidas e precisas (Rathi et
al., 2001;Neil et al., 2005; Silva e Gadela,
2006).

A avaliagdo da funcionalidade da
membrana ¢ realizada pelo teste hiposmético
(HOST). Quando os espermatozodides sdo
submetidos as solucdes hiposmdticas,
aqueles com membrana funcional sofrem
abalamento na regido da cauda, visto que ai
a membrana plasmdtica estd mais
frouxamento aderida. Enquanto 0
espermatozdide conseguir equilibrar a
entrada e saida de fluidos intracelular € sinal
de que a membrana plasmdtica estd
funcionalmente intacta. Quando o
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espermatozdide ndo suportar mais o stresse
osmotico a membrana plasmatica se rompe €
ocorre desespiraliza¢do da cauda (Jeyendran
et al., 1984).

O teste hiposmético foi
desenvolvido para a avaliacdo do s€émen de
humanos, utilizando-se uma solucdo a
150mOsm/L. contendo citrato de sédio e
lactose (Jeyendran et al., 1984). A avaliagdo
da funcionalidade da membrana plasmética
do espermatozdide pode ser realizada com o
teste hiposmoético utilizando como solugdo
hiposmética a 4gua destilada (Lomeo e
Giambersio, 1991) Este teste foi modificado
por Lagares et al., (1998) para avaliacdo do
sémen eqiiino. Nesta avaliagdao, uma aliquota
de 100 pL de sémen € adicionada a 200 puL
(diluicdo 1:2) de agua destilada, ambos a
37°C, seguido de incubag¢do em banho-maria
a 37°C por cinco minutos. Apds este
periodo, as amostras s3o analisadas em
microscopia de contraste de fase (400x) e
200 células avaliadas. O percentual de
espermatozdides que reagiram positivamente
ao teste hiposmético é calculado por meio de
observagao da porcentagem de
espermatozéides com cauda enrolada,
subtraido o existente anteriormente quando
da exposi¢do do espermatozéide ao meio
hiposmético.

8.2. Integridade do acrossoma

O acrossoma tem que permanecer
intacto antes e durante o transito do
espermatozdide para o istmo até se ligar a
zona pelicida do odcito. A reagdo
acrossdmica  prematura  incapacita o
espermatozdide de se unir a zona pelicida
impedindo a fecundacdo diminuindo sua
viabilidade. Desta forma, € importante
avaliar a integridade do acrossoma depois de
procedimentos de criopreservacdo e de
fertilizacdo “in vitro”. Esta integridade tem
sido avaliada ultimamente com o uso de
lectinas e conjugado fluorescente.

A lectina conjugada se liga a
carboidratos especificos de glicoproteinas
que estdo localizados exclusivamente no
acrossoma. As lectinas mais comumente
usada sdo a Pisum sativum aglutinin (PSA)
ou Arachis hypogaea (PNA) (Holden et al.,
1990). O PNA ¢é mais especifico para a
membrana acrossomal externa (Cheng et al.,
1998; Szasz et al., 2000). Entretanto, o PSA
se liga mais especificamente a matriz

acrossomal (Flesch e Gadella 2000). O
monitoramento  do  status  acrossomal
utilizando PSA  foi confirmado por
microscopia eletronica (Casey et al., 1993 e
Meyers et al., 1995), no entanto, a mesma
possui a desvantagem de se ligar a residuos
de acgucar da zona pelicida (Skutelsy et al.,
1994).

A aglutinina do amendoim (PNA),
isolada de sementes de Arachis hypogaea, é
uma lectina vegetal ndo glicolisada
composta de quatro subunidades idénticas de
27 kDa . As lectinas de leguminosas, uma
das familias de proteinas vegetais mais
estudadas, mostram ampla abrangéncia em
suas especificidades por carboidratos,
principalmente por carboidratos que t€m a
terminacdo [3-gal(1-3)galINAc.

O isoticianato de fluoresceina
(FITC) € a sonda fluorescente que tem sido
conjugada frequentemente a lectinas para
avaliar 0 status acrossomal de
espermatozodides de varias espécies (Cross e
Meizel, 1989; Kirk, 2001). Por exemplo,
pode-se usar o conjugado de PNA-FITC
(comprimento de onda ex/em 488/515 nm)
(Szasz et al., 2000).

A coloragdao com FITC-PNA pode
ser utilizada sem a permeabilizacdo da
membrana plasmadtica, tornando fluorescente
a regido acrossomica das células que estdo
com a membrana acrossomal lesionada.
Uma vez que esta sonda conjugada ndo é
penetrante na membrana plasmatica, esta
somente serd capaz de se ligar 2 membrana
acrossomal externa naquelas células em que
houve a formagdo de poros ou danos na
membrana plasmética (Kirk, 2001; Rathi et
al., 2001).

Diversos padroes de fluorescéncia
representam a fusdo parcial da membrana
plasmdtica com a membrana acrossomal
externa, caracteristica de células que estdo
sofrendo a reag@o acrossdmica. A completa
fusdo da membrana plasmdtica com a
membrana acrossomal externa indica o fim
do processo de reacdo acrossomica e resulta
na perda da membrana acrossOmica e,
conseqiientemente, ndo haverd fluorescéncia
do espermatozéide (Cheng, 1996; Blottner,
1998).

8.3. Indugdo da reagdo acrossémica

A avaliacdo induzida da capacitacdo
espermdtica ¢ um fendmeno que ndo estd
totalmente esclarecido. A técnica mais

38



comumente utilizada para acessar a
capacitacdo espermdtica € a inducdo da
reacdo acrossOmica (Landim-Alvarenga et
al., 2004). No entanto, os métodos utilizados
para este fim, sd3o considerados nao
fisiol6gicos, ji que eles ultrapassam os
mecanismos  normais de  regulagcdo
intracelular, promovendo entrada excessiva
de cdlcio ou induzindo aumento da
capacidade de fusdo da membrana (Gadella
et al., 1995).

As caracteristicas ultra-estruturais
das células espermdticas que sofreram
reacdo  acrossOmica  espontinea  sdo
semelhantes as das que foram induzidas
quimicamente (Varner et al., 1987). A
indu¢do da reacdo acrossOmica € calculada
através da subtracdo da porcentagem total
dos espermatozdides reagidos apds a
inducdo, da porcentagem de
espermatozéides reagidos espontaneamente,
sendo um indicador da func¢io acrossomal
(Zeginiadou et al., 2000).

A indugdo da reacdo acrossOmica
pode ser realizada utilizando-se vérios
agentes como: iondforo de cédlcio A23187;
heparina; dilauroylphosphatidylcholine
(PC12); e lysophosphatidylcholine (LPC)
(Varner et al., 1987; Landim-Alvarenga et
al.,, 2004). O espermatozdide eqiiino, nos
estudos de fertilizagdo in vitro, tem
apresentado  maior taxa de reagdo
acrossOmica a inducdo com iondéforo de
célcio quando comparado a outros indutores
da capacitagdo espermadtica (Magistrini et
al., 1997). Visconti et al. (1999), estudando
a inducdo da reacdo acrossOmica com O
ion6foro de célcio A23187 em sémen de
camundongos, observaram que este agente
pode induzir a exocitose do acrossoma de
maneira ndo regulada, independente de
prévia capacitacdo. O célcio ionéforo é um
fon moével carreador que forma um
complexo lipofilico com o cdlcio e facilita
seu transporte através da membrana
plasmatica do espermatozéide (Talbot et al.,
1976). Assim, o ionéforo de cdlcio A23187
induz a exocitose do acrossoma em meio
contendo cdlcio como conseqiiéncia do
aumento da concentragdo de cdlcio
intracelular, requisito para que ocorra a
fusdo das membranas associada com a
reacdo acrossomica. Como os ionéforos nao
sdo acompanhados de uma fonte de energia,
o Ca' passa do meio extracelular para o

citoplasma seguindo 0 gradiente
eletroquimico quando as células sdo
expostas ao agente. Apesar de ndo ser um
processo fisiolégico, sugere-se que o desafio
com iondforo tenha valor na previsio da
fertilidade (Januskauskas et al., 2000).

Para avaliacdo da taxa de
espermatozdides reagidos apds a indugdo da
RA, € utilizado o conjugado de PNA-FITC
8.4. Avaliagdo da integridade do DNA

A cromatina do espermatozoéide é
constituida de histonas, proteinas
complexadas ao DNA formando os
nucleossomos (Kornberg, 1974; Evenson,
1999). A partir das espermatides
arredondadas  os nucleossomos  sofrem
modificagdes, devido a proteinas de
transicdo que trocam as histonas por
protaminas (Green et al., 1994). As
protaminas, pequenas proteinas béasicas ricas
em residuos de cisteina, estdo inicialmente
presentes como grupo “thiol”. Estes grupos
“thiol” sdo oxidados em disulfetos durante o
processo de maturacdo espermdtica no
epididimo, favorecendo a empacotamento
mais rigido da cromatina (Bedford e Calvin
et al., 1974; Ward e Coffey et al., 1991).
Como conseqiiéncia deste processo, o
nicleo do espermatozdide se torna mais
resistente ao choque mecanico e a agentes
quimicos (Ward e Coffey et al., 1991).

A estabilidade estrutural do DNA ¢é
avaliada pelo ensaio da estrutura da
cromatina  espermdtica (SCSA). Esta
mensuragao € realizada pela susceptibilidade
do DNA do espermatozéide a desnaturagao
acida (Evenson et al., 1980). Utilizando-se
um corante especifico o Alaranjado de
acridina (AA), o qual se liga a fita dupla do
DNA como um mondmero e a fita simples
como um agregado, é possivel avaliar os
defeitos presente na fita de DNA. Este
resultado caracteristico pode ser facilmente
detectado por citometria de fluxo (Love e
Kenney, 1998). Na ligagdo monomérica com
excitacdo de 470 a 490nm o Alaranjado de
acridina cora a fita dupla do DNA de verde,
com emissdo maxima de 530nm. Quando
ligado ao agregado (fita simples) resulta
numa coloracdo avermelhada com emissdo
de 640nm (Ichimura et al., 1971).

Por meio da utilizacdo da citometria
de fluxo, a populagio principal &
caracterizada  pela  porcentagem  de
espermatozdides maduros (populacio com
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alta densidade, localizada entre os canais
330 e 550 no eixo y). A populagdo
secundaria é determinada como células
espermdticas imaturas (DNA™® 7). em
particular espermatides, as quais tem baixo
indice de cromatina condensada.

A quantificacdo da desnaturacdo do
DNA ¢é determinada pelo indice de
fragmentacio do DNA (IDF"™**Y 'médio
indices de fragmentacio (IDF™%°) e alto
indices de fragmentacdo (IDF*") (Love e
Kenney, 1998).

CAPITULO III

EXPERIMENTOS

O modelo de estudo neste trabalho foi o
experimental, o delineamento experimental
utilizado foi em blocos ao acaso com parcela
sub-dividida, considerando-se o garanhdo
como bloco. Os calculos de média, desvio
padrdo, andlise de varidncia, teste de
Kruskal-Wallis foram realizados conforme
Sampaio (2002).

Apés avaliacdo de normalidade e
homocedasticidade dos dados foi
selecionado o teste Kruskal-Wallis para
comparacao das médias dos tratamentos para
os  parametros (motilidade total e
progressiva, vigor, integridade funcional da
membrana, integridade fisica da membrana
plasmatica e do acrossoma dos
espermatozdides e indice de fragmentagdo
do DNA).

Para comparacdo dentro de um
mesmo tratamento foi utilizado o teste
Mann-Whitney na comparacdo de duas
médias. Os valores de distin¢do estatistica
para p<0,05 em todos os testes. Utilizou-se o
pacote estatistico SAEG ® como ferramenta.

EXPERIMENTO I. Estudo das proteinas
do plasma seminal de animais domésticos
utilizando cromatografia de exclusao
molecular.

1. Introducao

O plasma  seminal  fornece
substincias essenciais para a manutencio e
preservacdo da viabilidade espermdtica. Este
difere quimicamente de outros fluidos
corporais, pois apresentam
excepcionalmente amino 4cidos livres, dcido
glutimico e pequenas moléculas (Mann e

Lutwak-Mann, 1981). A fung¢do dos
constituintes do plasma seminal ainda nao é
bem entendida, principalmente as proteinas.
H4 evidéncias que esses componentes do
plasma seminal estdo ligados diretamente ao
metabolismo espermdtico (Mann, 1975), a
processos de fertilizacdo como a capacita¢do
(Manjunath et al., 2002) e a preservagao do
sémen contra processos oxidativos e
fagocitdrios (Mann e Lutwak-Mann, 1981;
Katila 1997).

Os estudos dos constituintes
protéicos do plasma seminal tem se tornado
de grande interesse na biotecnologia animal,
enfatizado por investigacdes de bio-
marcadores (Martinez-Heredia et al., 2006),
bem como de proteinas com funcdo
relacionadas aos mecanismos de fertilizagao
(Perreault et al., 1982; Gadella et al.,2001;
Moura et al., 2006).

Contudo, ha varias técnicas
empregadas que favorecem a identificagao
das proteinas (Pilch e Mann, 2006).
Entretanto, variacOes nas estruturas, bem
como, na funcdo das proteinas sdo causadas
por solventes orginicos entre outros
reagentes que podem favorecer a
desnaturagdo protéica. A utilizagdo da
cromatografia de exclusdo molecular
apresenta caracteristicas que possibilitam a
utilizacdo da mesma fracdo protéica para
mais de uma andlise, em condicdes
especificas (Laurent and Killander, 1964). A
técnica enfoca além da separagdo por
volume hidrodindmico (massa molecular), a
utilizacdo de tampdes de baixa forca idnica
(até 200mM) que minimizam a interagdo
proteina com {fons da solugdo tampao. Além
disso, a separacdo molecular ocorre
simplesmente pela relacio da fase
estacionaria com a fase moével (Harris ,
1999).

No estudo das proteinas durante
mais de trinta anos tem sido usado a
cromatografia ~de exclusdo molecular
também chamada de filtracdo em gel como
ferramenta de purificacio de enzimas,
polissacarideos e proteinas (Porath et al.,
1959; Determann e Michel 1966; Silva
Junior, 2004). Seu valor depende em parte
da natureza especial das macromoléculas
estudadas pelos bioquimicos e em parte na
confianga deles na simplicidade da técnica
de filtracdo de gel como uma técnica de
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separacao (Andrews, 1965; Silva Junior,
2004).

O objetivo deste trabalho foi usar a
aplicacdo da técnica de cromatografia de
exclusdo molecular na identificagdo das
proteinas do plasma seminal de trés
diferentes espécies animais: egiiina, por ser
uma espécie sazonal com aumento da
atividade sexual durante o periodo de dias
longos, o que acarreta mudangas na
fisiologia das glandulas sexuais e aumento
na funcdo enddcrina testicular; canina, por
apresentar apenas a prostata como glandula
sexual acesséria; e caprina, por ser um
ruminante com caracteristicas reprodutivas
sazonais, com aumento da atividade sexual
durante o periodo de dias curtos, além do
seu alto valor zootécnico, sinalizando uma
interessante e promissora linha de pesquisa.
Além de possibilitar a obtencdo de amostras
protéicas para posteriores estudo de
caracterizacao e funcionalidade.

2. Materiais e Métodos
2.1 Animais e Coleta do sémen

= Sémen Egiiino - Foi coletado um
ejaculado de seis garanhdes (5-20 anos) e
dez ejaculados de apenas um garanhdo (14
anos), usando wuma vagina artificial
("modelo” Hannover). Apenas ejaculados
contendo um minimo de 50% de
espermatozéides com motilidade progressiva
foram usados no estudo. Todas as amostras
foram resfriadas até 5°C com uma taxa de
resfriamento - 1°C/min (Pruit et al 1993).

= Sémen Canino - Dois ejaculados de
cinco cdes (3 a 8 anos) (n=10) foram
coletados através de manipulacdo manual
(Linde-Forsberg, 1991). A amostra do
ejaculado foi avaliada quanto & motilidade
progressiva e somente amostras com valor
acima de 70% foram utilizadas. Todas as
amostras foram resfriadas até 5°C para
preservar proteinas do plasma seminal, com
uma taxa de resfriamento de -0,5 °C/min
(Zindl et al, 2006).

= Sémen Caprino — Um ejaculado de
dois bodes (5 e 7 anos) foi coletado usando
vagina artificial e uma fémea em estro
induzido. Os ejaculados contendo um
minimo de 50% de espermatozdides com
motilidade progressiva foram usados no
estudo. Os ejaculados foram colhidos em um
funil e tubo graduado. As amostras foram
resfriadas a 5 ° C com taxa de resfriamento
1,07°C/min.

2.2 Preparo das amostras protéicas

=  Sémen Egiiino — Para se obter as
proteinas do plasma seminal eqiiino o s€émen
foi centrifugado (600 x g) por 10 mim a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
retirado e a solucdo foi fracionada com
sulfato de amdnio 36% (Peso/Volume),
mantido em agitagdo por 30 min a
temperatura de 0°C, posteriormente em
repouso por mais 30 min a 0°C. Novamente
as amostras foram centrifugadas (600 x g a
4°C por 30 min), o sobrenadante foi
dializado (8000x) por 24horas, com
membrana de exclusdo de 1000 Da, em
solucdo 0,5% de acido acético (HAc) , as
amostras foram liofilizadas e armazenadas a
-20°C. A amostra liofilizada foi
ressuspendida em 500 puL de Cloridrato de
trihidroxiaminometano (TRIS-HCI) 25 mM
pH 7.4. A concentracio de proteina foi
espectrofotometricamente avaliada
(espectrofometro  gravador  UV-visivel
Shimadzu-160A) a 215 nm (Harris e
Bashford, 1987). Uma aliquota (10uL) das
amostras das espécies em estudo foi aplicada
em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE
gradiente 5% a 20%; o restante da amostra
foi cromatografada em sistema FPLC
(Cromatografia liquida de baixa pressao) em
coluna de exclusido molecular Superose 12.

=  Sémen Canino — O sémen foi
centrifugado (600xg) por 10 min a
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
retirado e dividido em cinco aliquotas, sendo
adicionado (5, 10, 15, 30 e 36% w/v) de
sulfato de amdnio respectivamente, mantido
em agitacdo por 30 min a temperatura de O
°C e em repouso por mais 30 min a 0 °C.
Novamente foram centrifugadas (600 g a 4
°C por 30 min), o sobrenadante foi dializado
(fator de diluicdo de 8000x) por 24horas
com membrana de exclusdo de 1000 Da, em
solugdo aquosa de 0,5% (v/v) de 4cido
acético (HAc), liofilizado e armazenado a
-20°C. A amostra liofilizada  foi
ressuspendida em 1000 pL de Cloridrato de
trihidroxiaminometano (TRIS-HCI) 25 mM
pH 7.4. A concentracio de proteina foi
espectrofotometricamente avaliada
(espectrofometro  gravador ~ UV-visivel
Shimadzu-160A) a 215 nm (Harris e
Bashford, 1987). Uma aliquota (20 uL) das
amostras das espécies em estudo foi aplicada
em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE
gradiente 5% a 20%; o restante da amostra
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foi cromatografada em sistema FPLC
(Cromatografia liquida de baixa pressdo) em
coluna de exclusdo molecular Superose 12.

= Sémen Caprino — Para se obter as
proteinas do plasma seminal caprino.
Diferentemente, as outras duas espécies o
plasma seminal n3o sofreu nenhum tipo de
tratamento com sulfato de amodnio, com o
intuito de avaliar a interagdo do sal sobre o
processo de purificacdo O sémen foi
centrifugado (2000 x g) por 10 mim a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
retirado uma aliquota de 20 uLL da amostra e
foi adicionado a essa aliquota 180 pL
Cloridrato de trihidroxiaminometano (TRIS-
HCI) 25 mM pH 74. A estimativa da

concentracio de proteina foi
espectrofotometricamente avaliada
(espectrofometro  gravador ~ UV-visivel

Shimadzu-160A) a 215 nm (Harris e
Bashford, 1987). Uma aliquota (20uL) das
amostras das espécies em estudo foi aplicada
em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE
gradiente 5% a 20%; o restante da amostra
foi cromatografada em sistema FPLC
(Cromatografia liquida de baixa pressdo) em
coluna de exclusdo molecular Superose 12.
2.3 Analises eletroforese (Sistema SDS-
PAGE)

Um sistema de eletroforese
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) foi
utilizado para separar cadeias polipetidicas
das fracdes de amostras. Utilizou-se o
procedimento de Laemmli et al, (1970) para
eletroforese. Foram usadas placas de
dimensdes 16 x 15 cm, espacadores de 1,5
mm e pente de 15 canaletas (13x1,5 mm).
Foram confeccionado géis com gradiente, na
faixa de 5% a 20 % de acrilamida (Anexo
1), permitindo o fracionamento mais nitido
da mistura de proteinas em virtude do efeito
do peneiramento molecular. Utilizaram-se
proteinas marcadoras com peso molecular
conhecido para se determinar o tamanho das
moléculas de proteinas da amostra. Apds a
introducdo das amostras de proteinas nas
cavidades do gel, aplicou-se corrente elétrica
de 120V  durante um periodo de
aproximadamente 5 horas. O Gel foi corado
pelo método da prata coloidal (Gershomi e
Palade, 1983).

2.4 Cromatografia

Primeiro foi realizado estudo de
validacdo analitica da coluna de gel-filtragdao
Superose 12 HR 10/30 (Amersham
Pharmacia), volume total (Vt) 24 mL com
limite de separagdo de 300kDa a 1kDa, de
modo que a variagio da faixa de
concentracdo fosse adequada ao tipo de
amostra a ser estudada. A defini¢do dos
diferentes solutos entre as duas fases
cromatogrificas foi estabelecida pelo
pardmetro Kav. O valor foi dado pela
equacdo Kav = Ve — Vo/ Vt — Vo onde; Ve
=Volume de elui¢cdo de um soluto qualquer;
Vt = volume de retencdo maxima do gel; Vo
= volume de elui¢do de uma substancia de
alto peso molecular que n3o penetra no
interior das particulas do gel (Azul dextran).

Como os valores de Kav sdo uma
fun¢do inversa do logaritmo de seus pesos
moleculares ¢é possivel estimar o peso
molecular de uma proteina desde que se
determinem os valores de Kav.

Essa relacdo matemdtica pode ser
expressa por uma reta chamada de curva
analitica, descrita pela equacdo y = ax + b.

Foram utilizados vérios calibrantes
de peso moleculares (Sigma): B-Amilase
(200kDa); Alcool Desidrogenase (150 kDa);
Albumina Bovina (66 kDa); Anidrase
Carbonica (29 kDa); Citocromo C (12,4
kDa); Aprotinina (6,5 kDa). As amostras de
proteina do plasma seminal de cada um dos
animais foram dissolvidas em um volume de
200 a 500uL de (Tris-HCI), 25 mM, pH 7.4
de acordo com a espécie e aplicadas em um
aparelho de Cromatografia liquida de baixa
pressdo (sistema- FPLC) em uma coluna
Superose 12 HR 10/30 (Amersham
Pharmacia) equilibrada com o mesmo
tampao Tris-HCl, 25 mM, pH 7.4.

3. Resultados

3.1. Calibracao Cromatografica

A coluna Superose 12 para exclusdao
molecular além de fornecer uma separagdo
das  proteinas através do  volume
hidrodindmico (massa molecular), quando
calibrada apresenta-se como uma ferramenta
adequada para estimativa das massas
moleculares das amostras de proteinas. Com
a equacdo descrita, y= ax + b, a relagdo
linear simples serd vdlida para um
determinado intervalo de massa molecular
(Figura 1).
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Figura 1. Resultado da calibragdo da coluna de gel filtragdo y = a +bx; pardmetros (valor, erro): a= 5,43, 0,115;
b= - 2,175, 0,256; R’= 0,973; p<0,001. Tampao Tris-HCI, 25mM, pH 7.4. Razéo de fluxo 0,5 mL/min; volume de
fragdo 1,5 mL. Calibradores: (1) B-Amilase (200kDa); (2) Alcool Desidrogenase (150 kDa); (3) Albumina Bovina
(66 kDa); (4) Anidrase Carbonica (29 kDa); (5) Citocromo C (12,4 kDa); (6) Aprotinina (6,5 kDa). Volume de

Exclusdo (Vo) = 7,64 mL. Volume Total (Vt) 24 mL.

3.2. Cromatografia de proteinas plasma
seminal eqiiino

A eletroforese, gel SDS-PAGE
gradiente 5 a 20%, do plasma seminal dos
seis garanhdes estudados enfatiza a
homogeneidade das amostras apds o
tratamento com precipitado de sulfato de

amoénio 36% (Peso/Volume) como mostrado
na Figura 2.
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Animais

Figura 2. Eletroforese, gel SDS-PAGE gradiente 5 a 20% de acrilamida, das amostras de plasma seminal de seis
garanhdes apds tratamento com 36% de sulfato de amonio e didlise (8000 x) com membrana de exclusdo 1000Da.

Voltagem 110V. Coloracdo prata coloidal.

As amostras de plasma seminal
eqiiino apdés o tratamento com sulfato de
amonio foram aplicadas no sistema de FPLC
em uma coluna de exclusdo molecular
Superose 12. O perfil cromatografico das
proteinas do plasma seminal eqilino €&
representado por 15 fragdes, com quatro

picos de reten¢do distintos (Figura 3). Com
o célculo da relacdo altura-largura do pico
foi possivel obter o tempo de retengdo.
Observa-se uma similaridade dos tempos de
retengdo dos quatro picos enumerados entre
as amostras de proteinas do plasma seminal
dos seis animais estudados (Tabelal).

Fracbes #

0.480

0,240

ABS (280nm)

Tempo de Retencdo (min)

Figura 3. Perfil cromatografico tipico das amostras de proteinas do plasma seminal eqiiino (n=6). Cromatografia em
coluna de exclusdo molecular Superose 12 HR 10/30 em FPLC. Volume da amostra: 200ul. Fase mével: Tris-HCI,
25mM, pH 7.4. Absorbancia em 280 nm dos diferentes picos, representados por quatro tempos de retengdo e quinze
fragdes coletadas. Fluxo de 0,5mL/min, volume da fra¢do 1,5 mL.
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Tabela 1. Valores dos tempos de retenc@o das proteinas cromatografadas por cromatografia de
exclusao molecular dos seis garanhdes estudados.

Tempo de Retencao (min) - (Superose 12-Filtracao)

Animal Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4
1 14,7 34,8 38,7 40,7
2 15,1 34,5 38,9 40,9
3 15,2 35,0 39,0 40,0
4 14,9 35,7 39,7 40,7
5 14,6 35,1 39,6 40,6
6 14,9 34,9 39,1 40,1

A Tabela 2, abaixo, enfoca os dados
da determinagdo relativa de proteinas do
plasma seminal eqiiino, em observagio nos
quatro tempos de retencdo no cromatograma
(Figura 3), os dados corroboram aos

apresentados na Tabela 1, quanto aos tempos
de retencdo, enfatizando a similaridade dos
resultados apresentados na cromatografia de
exclusdo molecular.

Tabela 2. Determinagdo relativa de proteinas do plasma seminal eqiiino, dos quatro tempos de
retencdo apds cromatografia de exclusdo molecular.

Determinacio relativa de proteinas — (Da)

Animal Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4
1 295120,9 13803,8 7585,8 54954
2 2754229 14454 .4 72444 5370,3
3 2754229 13182,6 72444 61659
4 288403,2 12022,6 6456,5 54954
5 301995,2 13182,6 6606,9 56234
6 288403,2 13489,6 7079,5 6025,6

O célculo da determinagdo relativa de proteinas foi realizado utilizando os dados da calibracdo da coluna de gel
filtragdo y = 5,43 +(- 2,175) Kav — (Kav = Ve-Vo/ Vt-Vo) ; Volume de elui¢do (Ve) = TR x (Fluxo); TR = Tempo de
retencdo; Volume de Exclusdo (Vo) = 7,64 mL; Volume Total (VT) = 7,64 mL.

A eletroforese das 12 fracOes
observadas apds cromatografia de exclusdo
molecular mostrou a separagdo da mistura
de proteinas de acordo com a sua massa
molecular.  Correlacionando o perfil
cromatogréfico (Figura 3) com SDS-PAGE

(Figura 4) abaixo, é possivel concluir que a
técnica de  exclusio  molecular €
caracterizada pela separacdo de proteinas de
alto peso molecular seguido pelas de baixo
peso molecular.
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Figura 4. Eletroforese, SDS-PAGE gradiente 5 a 20% de acrilamida, das doze fra¢des coletadas apds cromatografia

de exclusdo molecular. Coradas com prata coloidal.

As proteinas do plasma seminal
foram também avaliadas quanto a diferenca
da concentragdo protéica de onze ejaculados
do mesmo garanhdo. As amostras de plasma
seminal foram coletadas durante o periodo
de estacio de monta (setembro-fevereiro)
(2004-2005). A concentracdo média de
proteina total dos ejaculados é de 3,39
pg/mL. A média e o desvio padrdo dos onze
tempos de reten¢do (TR) foram apresentados
na Tabela 3. Observou-se uma variagdo da
concentracdo protéica entre os ejaculados,
principalmente, entre os tempos de retencao
14,76 0,21 e 40,81+1,15 min, sugerindo
uma relacdo inversa entre a concentracdo de
proteina entre estes dois tempos de retengdo
(Tabela 3).

Exemplificando o que foi observado
na Tabela 3, os ejaculados B, D e K
apresentam maior heterogeneidade nos
tempos de retencdo maior (40,81) e menor
(14,76), demonstrada pela concentragao
protéica B (0,40 ug/mL), D (0,60 pg/mL) K
(2,58 pg/mL) e B (0,40 pg/mL), D (2,36
pg/mL); K (0,49 ug/mL), respectivamente.
Interessante observar que parace haver

compensagio na variabilidade da
concentracdo protéica nos tempos de
retencdo maior € menor, ou seja, a

concentracdo menor no tempo menor &
compensada com concentracdo maior no
tempo maior e vice-versa.

Tabela 3. Concentragdo protéica de picos cromatograficos de onze ejaculados de um mesmo
garanhdo, com quatro tempos de retencdo especificos, durante a estacdo de monta de (2004 a

2005).
Ejaculados (Concentracio de proteina - pg/mL) TR- (min)
A B C D E F G H E J K
1,40 040 080 236 212 1,80 099 1,70 2,83 1,74 049 14,76+0,21
0,18 0,08 0,06 021 0,07 0,11 0,14 0,11 0,12 0,06 0,11 3532+1,22
0,15 024 053 030 026 028 036 022 0,07 035 0,20 39,43+0,87
1,70 292 140 060 1,13 1,51 190 140 0,59 046 2,58 40,81+1,15

OBS. Onze ejaculados de um garanhio avaliados por cromatografia de exclusdo molecular com respectivos tempos
de retencdo (media+SD). Identificada a concentragdo protéica de cada tempo de retencdo. TR (Tempo de reteng@o).
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3.3. Cromatografia de proteinas plasma
seminal canino

Eletroforese das proteinas do plasma
seminal de cinco cées, apds tratamento com
5 % de sulfato de amoénio (Peso/Volume).

Todas as amostras apresentaram proteinas de
massa molecular de 90kDa a 10kDa,
semelhante ao relatado por Stubbs e Resnick
(1978), demonstrando a homogeneidade das
amostras (Figura 5).

Animais

KDa
160 »

50 p

20 p
10

Figura 5. SDS-PAGE gradiente de 5 a 20% de acrilamida das amostras de proteinas do plasma seminal canino ap6s
tratamento com sulfato de amodnio. Corada por prata coloidal.

proteinas totais do plasma seminal estd
representado por 13 fracdes distintas
(Figura 6).

Apés avaliagdo da homogeneidade das
amostras, elas foram aplicadas em uma
coluna de superose 12 em um sistema FPLC.
O cromatograma da exclusdo molecular das
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Figura 6. Cromatograma em Gel filtracdo das proteinas do plasma seminal Canino (ejaculados n= 10) utilizando uma
coluna Superose 12 HR 10/30 em sistema cromatografia liquida de baixa pressdao (FPLC). Volume da amostra: 500pul.
Tampao: Tris-HCI, 25mM , pH 7.,4. Absorbancia em 280 nm dos diferentes picos, representados por trés tempos de
retencdo e quinze fracdes coletadas. Razdo de fluxo 0,5mL/min, volume da fracdo 1,5 mL.
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A eletroforese das amostras (Figura
6) ressalta uma pequena separacdo das
proteinas totais. Contudo, pela
cromatografia de exclusio molecular, &
possivel enfatizar essa separacdo uma vez
que a amostra total foi separada em 13
fracOes distintas.

A andlise dos picos de retengdao do
plasma seminal é apresentada na Tabela 4.
Todos os dois ejaculados de cada um dos
cinco animais apresentaram picos de
retencao similares. Foi calculada a média de

cada amostra, relacinada a cada ejaculado do
animal estudado, comprovando a
repetibilidade da técnica representada pela
concordancia entre os resultados das
medi¢cdes. A concentracio de proteina
presente nos ejaculados apds o tratamento
com sulfato de amonio foi calculada através
da leitura em 215nm em espectrofotdmetro
(espectrofotdmetro  gravador UV-visivel
Shimadzu-160A) de acordo com (Harris e
Bashford , 1987).

Tabela 4. Valores da estimativa de proteina total e dos tempos de reten¢do das amostras de

plasma seminal canino.

Proteina Tempo de Retencio (min)
Animal Total (Superose 12- Filtracao)
(mg/mL)
Pico 1 Pico 2 Pico 3
1 43 23,20 30,58 37,61
2 3,9 23,19 30,59 37,72
3 4,2 23,11 30,78 37,52
4 43 23,15 30,70 37,80
5 3,6 23,17 30,97 37,30

Os valores dos tempos de retenc@o equivalente a cada animal é dado pela média de dois ejaculados (n=10).

Nao se observa uma variagdo da
estimativa da concentracdo de proteina do
plasma seminal canino e nem uma variagao
entre os tempos de retencdo dos animais
estudados. A confirmacdo destes dados é

dada também pelo célculo da determinagdo
relativa de proteinas (Tabela 5) enfatizando
a repetibilidade da técnica de cromatografia
de exclusio molecular, baseada na
calibragdo da coluna de superose 12.

Tabela 5. Determinacdo relativa de proteinas do plasma seminal canino, dos trés picos apds

cromatografia de exclusao molecular.

Determinacio relativa da massa molecular (Da)

Animal
Pico 1 Pico 2 Pico 3
1 81283,1 26302,7 8912,5
2 81283,1 26302,7 8709,6
3 81283,1 251189 8912,5
4 81283,1 257039 8709,6
5 81283,1 24547,1 9332,5

O célculo da determinagdo relativa de proteinas foi realizado utilizando os dados da calibragdo da coluna de gel

filtragdo y = 5,43 +(- 2,175) Kav.
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3.4.Cromatografia  proteinas  plasma seminal caprino de dois animais, apresenta

seminal caprino bandas protéicas com massa de 90kDa a
O gel de eletroforese gradiente 5 a 10kDa como indicado na (Figura 7).

20% de acrilamida das amostras de plasma

1 2 P KDa

«— 90

— 40

— 20

«— 10

Figura 7. Eletroforese SDS-PAGE gradiente de 5 a 20% de acrilamida das amostras de plasma seminal caprino sem
tratamento de sulfato de amonio.

Analise cromatografica das amostras de retencdo (Tabela 6) com 15 fracdes
do plasma seminal caprino tem como coletadas (Figura 8).
caracteristica no cromatograma cinco picos

Tabela 6. Valores dos picos de Retencdo das amostras de plasma seminal caprino.

Tempo de Retencio (min) - (Superose 12- Filtracio)

Animal . . . . .
ma Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5
1 15,6 24.5 279 34,9 43,9
2 15,9 24,7 28,2 35,1 43,7
Os resultados sdo também expressivos pela determinacao relativa de proteinas nao
quanto a repetibilidade da técnica, visto que ha diferenca entre os resultados (Tabela 7).

Tabela 7. Determinacgdo relativa de proteinas do plasma seminal caprino, dos cinco picos apés
cromatografia de exclusdo molecular.

Determinacio relativa da massa molecular — (Da)

Animal Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5
1 251188.6 630957 39810.7 12589,3 3162.3
2 251188.6 630957 39810,7 12589.3 3162.3

O célculo da determinagdo relativa de proteinas foi realizado utilizando os dados da calibracdo da coluna de gel
filtracdo y = 5,43 +(- 2,175) Kav.
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Figura 8. Cromatograma em gel filtracdo das proteinas do plasma seminal caprino (n= 2) utilizando coluna Superose
12 HR 10/30 em sistema de cromatografia liquida de baixa pressdo (FPLC). Volume da amostra: 200ul. Tampao:
Tris-HCI, 25mM; pH 7.4. Absorbancia em 280 nm dos diferentes picos, representados por cinco tempos de retencao.

Razdo de fluxo 0,5mL/min, volume da fragdo 1,5 mL.

A similaridade entre os perfis
cromatograficos obtidos para os diferentes
animais foi avaliada através da comparagdo
dos picos de retencdo dos sinais
cromatogréficos observados (Figura 18) e
quantificados na Tabela 6 (acima
apresentados)

4. Discussao

Os resultados apresentados no
presente trabalho demostram a
aplicabilidade da técnica de cromatografia
de exclusdo molecular para o estudo dos
constituintes protéicos do plasma seminal de
mamiferos. Em todos os experimentos que
foram realizados, apés a obtengdo do perfil
cromatogréafico verificou-se que ocorreu
uma separacdo molecular de proteinas de
pesos moleculares significativamente
diferentes, quantificada pela relagdo
logaritmica entre o peso molecular e o
volume de eluicdo (Harris , 1999). Isso é
reforcado pela relacdo entre o perfil
cromatogréfico e eletroforético, no estudo

comparativo entre os ejaculados e o pico de
retencao obtido dos mesmos animais.

A utilizagdo de sulfato de amonio
torna-se uma poderosa ferramenta auxiliar
no processo de purificacdo de proteinas,
visto que pelas suas propriedades i6nicas é
possivel separar as moléculas de interesse do
plasma seminal das células espermdticas
presentes no meio. Todavia, cuidados devem
ser tomados para a propria separagdo das
moléculas de interesse, principalmente,
quanto a temperatura, o pH, a densidade do
meio, a concentragcdo de proteinas totais e a
propria concentracdo do sal (Dixon e Webb
1961), pois sem os cuidados desejados a
separacdo serd ineficiente e poderd ocorrer
contaminac¢ao nas amostras de estudo.

Os resultados obtidos em conjunto pela
cromatografia de exclusio molecular e
precipitagio com sulfato de amonio
apresentam-se como técnicas satisfatorias
para estudos de proteinas do plasma seminal
de mamiferos, a qual € utilizada nas etapas
preliminares do desenvolvimento de uma
metodologia em que sdo avaliadas todas as
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caracteristicas de desempenho da
metodologia de estudo, (tempo de retengao,
determinacdo relativa da massa molecular,
perfil cromatogrifico) (Ribani et al., 2004).

Os eqiiinos sdo animais sazonais que
apresentam aumento da atividade sexual
durante o periodo de dias mais longos
(setembro a  fevereiro), acarretando
mudancas na fisiologia das glandulas
sexuais com um grande aumento na funcio
enddcrina testicular. Estd sazonalidade leva
a mudancas nos componetes do plasma
seminal (Mann e Lutwak-Mann,
1981;Yanagimachi, 1994). O fluido da
porcdo do s€émen consiste de um conjunto de
substincias originadas do epididimo e das
glandulas sexuais (Amam et al., 1985).
Desta forma, o ejaculado que € constituido
de espermatozdides e plasma seminal,
apresenta  caracteristicas  estruturais e
bioquimicas diferenciadas, respectivamente
(Janett et al., 2003a; Janett et al 2003b;
Toppfer-Petersen et al 2005).

A constituicdo das caracteristicas
bioquimicas do plasma seminal € bém
dependente de fatores externos, que podem
favorecer a mudancas de componentes
esséncias, no liquido seminal. Desta forma,
o modo de coleta, a nutricdo do animal, o
estado clinico e a qualidade de vida dos
animais, podem favorecer mudangas
bioquimicas no conteido seminal, podendo
ocasionar alteracdes na producdo de
proteinas essenciais para a manutengdo,
armazenamento e qualidade das células
espermaticas (Mann, 1975; Mann e Lutwak-
Mann, 1981;Yanagimachi, 1994).

No presente trabalho foi observado
que ejaculados do mesmo animal ndo
apresentaram variacdo na concentragdo
protéica apds o tratamento com sulfato de
amoénio e sim, uma variacdo na constituicao
da fracdo protéica. J4 é conhecido que
coletas didrias apresentam variacdo na
qualidade espermitica e mudanga na
constituicao do plasma seminal
(Mann, 1975). Este resultado vem
corroborar a hipétese de que ejaculados do
mesmo  animal tem  caracteristicas
bioquimicas diferentes, como relatadas por
Mann e colaboradores (1967).

5. Conclusao

A técnica de cromatografia de
exclusdo molecular vem contribuir para
estudo do perfil protéico do plasma seminal
de mamiferos. A mesma € uma ferramenta
precisa na separacdo das proteinas totais do
plasma seminal. Através da andlise dos
cromatogramas ¢ possivel observar a
diferenca do perfil protéico das diferentes
espécies, referentes a constituicdo protéica
do plasma seminal. Contudo, hd uma
repetibilidade dos cromatogramas entre
individuos da mesma espécie, demonstrando
a acurdcia da técnica na andlise de proteinas
do plasma seminal.

EXPERIMENTO 1II. Purificacio e
caracterizacdo parcial de inibidores de
serino protease no plasma seminal eqiiino.

1. Introducao

Espermatozdides adquirem a
habilidade para fertilizar o 6évulo durante o
processo conhecido como maturacdo pds-
testicular mediado por diferentes proteinas
(Yanagimachi, 1988). Algumas dessas
proteinas estdo presentes nos fluidos
seminais podendo atuar como inibidores ou
ativadores de processos relacionados a
fertilizagdo (Mann, 1975).

Os inibidores de serino proteinase
sao ferramentas naturais importantes por
regular a atividade proteolitica das
proteinases como  também  sinalizar
interagdes com receptores (Bode e Huber,
1992; Perreault et al., 1982). Inibidores de
serino proteinases foram descobertos e
caracterizados (Bode e Huber, 1992) no
plasma seminal de touros (Lewis et al.,
1985), ratos (Lai et al., 1991) e porco-da-
india (Winnica et al., 2000). O estudo de
inibidores de proteinase do plasma seminal
pode ajudar na compreensdo das mudangas
que acometem as funcdes protéicas bem
como nas interagdes de proteina-proteina.
Os fendmenos posteriores podem modular
funcdes no espermatozdide como
capacitacdo,  hiperativacio e  reagdo
acrossOmica (Perreault et al., 1982; Bedford,
1970). Inibidores de serino proteinase atuam
como fator decapacitante (Boettger-Tong et
al., 1992) podendo prevenir a penetracdo do
espermatozdide “in vitro” na zona pellucida
de ovocitos de mamiferos (Fraser, 1982;
Jansen et al., 1998). Considerando que este
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inibidor se liga a regido acrosomal do
espermatozodide, € sugerido que ele possa
atuar no processo de fertilizacdo (Lai et al.,
1991).

O presente experimento objetivou:
a) isolar e identificar os inibidores de serino
protease presente no plasma seminal eqiiino;
b) avaliar o potencial de inibi¢do da enzima;
c¢) explorar comparativamente os inibidores
naturais e sintéticos de serino protease
quanto 4 sua atividade inibitéria no
mecanismo enzimdtico da serino protease
(tripsina-bovina); e d) avaliar a correlacdo
entre a concentracdo de total proteina e de
inibidor de serino protease do plasma
seminal com a maturidade sexual dos
garanhdes.

2. Materiais e Métodos

2.1.Coleta de sémen, purificacido e
preparo de amostras protéicas

A coleta do sémen e a metodologia
empregada neste  experimento  foram
realizados tal como  descritos no
experimento 1.

2.2. Método analitico cinético e atividade
enzimatica

O estudo de inibi¢do enzimdtica foi
realizado através do bloqueio da atividade
amiddsica da tripsina bovina sobre o
substrato 3-N-alpha-benzoyl-DL-arginine p-
nitroanilide (prBApNA) (Ascenzi et al,
1981) em presenca dos inibidores
Benzamidina (BZ), Berenil (BN) e Inibidor
Purificado eqiiino (ip).

Inicialmente, foi preparado um
soluto-estoque de tripsina bovina, contendo
Img/mL em solugdo HCl 1mM pH 3,0. O
soluto-trabalho era pipetado para uma
concentracdo final (3ug/mL). A solugdo
pLBApNA de uso (55uM) foi preparada
diluindo-se o soluto-estoque (900uM) no
tampao do ensaio (Tris-HCI 25mM, pH 7.4).

Os solutos-estoque dos inibidores:
Benzamidina (BZ) (1,28mM), Berenil
(0,38mM), (ip) inibidor purificado (0,4 uM)
foram preparados em solu¢do tampao do
ensaio. A solu¢do de uso Benzamidina (5,0
uM ;7,5uM; 9,0 uM), BN (1,0 uM; 2,5 uM;
50 puM ), ip (04 uM), nas diversas
concentracdes foi preparadas para um
volume final de ImL. A diluicio dos
inibidores do soluto-estoque era feita no
tampao do ensaio (Tris-HCI 25mM, pH 7.4).

Em seguida, foram misturados
3,6uL do soluto-estoque da enzima tripsina

a(3,9uL; 5,9 uL e 7,0 uL) de Benzamidina;
(2,6 uL; 6,5 uL; 13,2 uL) de Berenil e 100
pL  (ip), nas devidas concentracdes dos
inibidores, em tubos separados. As amostras
foram incubadas por 5 minutos a 37°C. A
seguir foi adicionado 61 pL do substrato
p,BApNA (900uM) completando-se, com
tampao de ensaio, um volume final de 1mL .
As misturas foram incubadas a 37°C e
monitoradas em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-160A), com controlador de
temperatura, em comprimento de onda 410
nm, durante 10 minutos.

O controle, para acertar o zero de
absorvancia, continha 61 uL de p  BApNA
mais 939 uL de tampao do ensaio.

Atividade enzimdtica

A identificacio da  atividade
enzimdtica das fragdes protéicas, separadas
por cromatografia em (FPLC) superose 12 e
(RP-HPLC) C;5 foi avaliada quanto ao
bloqueio da atividade amiddsica com 3-N-
alpha-benzoyl-DL-arginine  p-nitroanilida
(o.BApNA), na presenca de Tripsina
Bovina, de acordo com o método de
Ascenzi et al (1981).

Aliquotas de 100 pL das fracOes
protéicas foram retiradas, acrescentando-se
(Bug/mL) de Tripsina Bovina, (55uM)
pLBApNA e completadas com tampao Tris-
HCI 25mM pH 7,4 até um volume final de
ImL. A seguir as amostras foram incubadas
por 30 minutos a 37 ° C. Ao fim da
incubacdo foram acrescentados 100 uL de
acido acético 60% (v/v) e detectadas em
absorvancia em 410 nm em
espectrofotdometro (UV-visible - Shimadzu
UV-160A).

O controle, para acertar o zero de
absorvancia, também continha 61 uL de
pLBApNA mais 939 upL de tampao do
ensaio.

2.3. Analise Cromatografica

A amostra liofilizada foi
ressuspendida em Tris-HCI, 25mM, pH 7.4
(500ul) e aplicada em uma coluna de gel
Filtracdo (Superosel2 HR 10/30)
(Amersham-Pharmacia), previamente
equilibrada com o mesmo tampdo, em
aparelho de Cromatografia liquida de baixa
pressdo  (sistema FPLC), (Amersham-
Pharmacia). Foi utilizado fluxo 0,5 mL/min
coletado um volume 1,5 mL por tempo de
3min.
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Apds a coleta das fragdes protéicas
as amostras foram levadas para o
concentrador a vdcuo “speed Vac” para
reducdo do volume da amostra. A proteina
de estudo foi detectada através da atividade
enzimditica inibitoria, explicada
anteriormente (Ver 2.2). Uma vez
identificada a fracdo que apresentava o
inibidor de serino protease essa amostra foi
aplicada em uma coluna de fase reversa Cig
(column  Shim-pack CLC-ODS M)
(Amersham-Pharmacia), acoplada em
aparelho de cromatografia liquida de alta
pressio  (RP-HPLC) (Shimadzu). As
proteinas foram detectadas por absorbancia
(280nm) e eluidas em gradiente de 0 a 80%
de acetronitrila com tempo de corrida de 50
min. Com os seguintes eluentes: (A) 0,1%
(V/V) acido trifluoracético (TFA) e o (B)
0,1% (V/V) TFA em acetonitrila 80%.
Novamente foi utilizado o ensaio de
atividade enzimadtica para identificar em qual
tempo de retengdo se encontrava a proteina
de estudo.
2.4. Espectrometria de Massa

A amostra identificada no sistema de
cromatografia em RP-HPLC foi aplicada em
Espectrometro de massas como uma fonte
do tipo “electrospray” (Q-Tof Micromass),
operando no modo positivo. Um volume de

20ul da amostra foi diluida em uma solugéo
de 4gua / acetronitrila 50/50 (V/V) e 0,1%
(V/IV) é4cido férmico. O aparelho foi
calibrado com solucdo alcodlica Nal na
faixa de detec¢do de 100 a 2500 m/z. As
amostras foram injetadas diretamente via
“loop” de injecdo a um fluxo 10,0 mL/min.
A voltagem do capilar foi 2000V e voltagem
do cone de amostra 15,0 V. Os dados foram
processados no programa Masslink 4.0 da
Micromass.

3.Resultados
3.1. Atividade enzimatica

O ensaio enzimitico foi utilizado
como ensaio padrdo comparativo entre as
concentracdes dos diferentes inibidores
(Figura 1).

O padr@o de inibicdo foi baseado na

medida do decréscimo da atividade
enzimdtica induzida pela adicdo de
quantidades  crescentes de  inibidor,

juntamente com uma solucdo padrdo de
enzima em presenca de seu substrato
especifico. A maior taxa de inibi¢cdo
enzimdtica foi observada na concentragdo de
5 uM de berenil e a menor taxa de inibi¢ao
enzimética foi observada na concentragdo de
5 uM de benzamidina.
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Figura 1. Percentual de inibi¢do da tripsina bovina pelos diferentes inibidores de serino protease. A enzima foi
incubada durante 5 minutos, com diferentes concentracdes dos inibidores Benzamidina (BZ) (5,0 uM; 7,5uM; 9,0
uM); Berenil (BN) (1,0 uM; 2,5 uM; 5,0 uM ) e uma concentracdo para inibidor purificado do plasma seminal

eqiiino ip (4,0 uM). O substrato usado foi BApNA.

3.2.Regressao entre concentracio de
proteina e idade do garanhao.

Ap6s a centrifugacdo da amostra de plasma
seminal foi realizado o ensaio de Bradford
(Bradford, 1976) para determinar a

80+

Concentragéo de proteina do plasma seminal (mg/ml)

concentracdo de proteina total no plasma
seminal eqiiino (Tabela 1). Uma regressao
negativa foi encontrada entre idade dos
garanhdes e as concentragdes de proteina do
plasma seminal (Figura 2).

Idade dos Garanhdes (Anos)
Figura 2. Regressdo entre concentragdo de proteina total do plasma seminal e a idade de garanhdo; equacdo de
regressdo: Y=a+Bx; parametros (valor, erro): a=92,52; 5,64; B=- 4,283; 0,459; R2=0,978; (p <0,001).
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A concentracdo de proteina total do plasma
seminal  eqiiino  apresenta  diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05).

Contudo as amostras ndo apresentam
diferenca estatistica entre animais da mesma
idade.

Tabela 1. Concentragdo de proteina total e de inibidor presente no plasma seminal eqiiino de

diferentes idades.

Animal Idade [Prot] [Inibidor]
(mg.mL'l) (mg.mL'l)

2 5 76,5 +0,21° 0,25 +0,01°

4 5 80,0 = 0,79" 0,20 + 0,06

6 8 29,3 +0,26° 0,26 + 0,02°

1 14 30,2 +0,15° 0,27 +0,01°

5 14 36,5 + 0,05 0,30 + 0,03

3 20 7,6 +0,38¢ 0,40 + 0,05

[Prot] = Concentragdo de proteina total; [inibidor]= Concentracdo de Inibidor de serino protease presente nas
amostras nimero 7,8 € 9. colhidas apos a cromatografia de exclusdo molecular.

3.3.Cromatografia de exclusao molecular
em Superose 12 — Proteinas do plasma
seminal tratado com sulfato de aménio.

As proteinas do plasma seminal eqiiino, apds
tratamento com 36% de sulfato de amoénio,
foram dializadas, liofilizadas e submetidas a
cromatografia de exclusdo molecular em
sistema FPLC coluna Superosel2 (como

0480

0240 4

ABS ( 280 nm)

00 4

relatado material e métodos). Foram
coletadas doze fracdes com volume de 1,5
mL. Apés a cromatografia foi feito um teste
enzimdtico para detectar a presenga do
inibidor, em todas as doze fracdes. O
resultado foi obtido pela porcentagem de
inibi¢do da atividade da tripsina sobre o
substrato pp BApNA (Figura 3).

ibigdo

% In

Fragdo #

Figura 3. Cromatografia liquida de baixa pressdo (FPLC) das proteinas seminais do garanhdo, utilizando coluna de
exclusdo molecular Superose 12. Absorbancia 280nm com doze fracdes diferentes. Fluxo 0,5mL/min. Potencial de
acdo do inibidor de serino protease nas fragdes coletadas apds cromatografia de exclusdo molecular. Leitura em
410nm utilizando tripsina bovinae p; BApNA como substrato (mean + SD) (n=6).
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% Inibigao

A porcentagem de inibicdo, do inibidor de
serino proteinase, foi constatada nas fracdes
7, 8 e 9 obtidas apds cromatografia de
exclusdo molecular, com uma porcentagem

Animal 1

12345678 910111213141516
#Fragao

Animal 3

123 45678 910111213141516
#Fragao

Animal 5

1234567 8 91011 1213141516
# Fracédo

de inibicdo de aproximadamente 97%
resultado encontrado na maioria dos animais
estudados (Figura 4).

Animal 2

% In

1 234567 8 910111213141516
# Fragéo

Animal 4

1004

5 8 83
| I E—|

% Inibigao

N
o
I

123 4567 89 1111213141516
# Fragao

Animal 6

123456 7 8 910111213141516
#Fracdo

Figura 4. Porcentagem de inibicdo das 15 fracdes, de proteinas do plasma seminal dos seis animais, apds
cromatografia de exclusdo molecular. O potencial de inibicdo foi encontrado na fracdo 7,8 e 9. A coluna 16

representa a grupo controle sem a presenca de inibidor.
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As fragdes que apresentaram
potencial de inibi¢do foram submetidas o
ensaio de Bradford para determinacdo da
concentracdo de inibidor serino protease
(Bradford, 1976) (Tabela 1). A concentracio
do inibidor de serino protease nao
apresentou relagdo com a idade do animal e
também nenhuma diferenca estatistica foi
registrada entre os animais (p>0,05).

o
—
o

|

A 280 (hm)

0,05

0,00

3.4.Cromatografia liquida de alta pressao
(RP- HPLC) em C; - inibidores de serino
proteinase.

Uma vez constatada a atividade inibitoria,
foi realizada a segunda etapa da purificagao
do inibidor. As fracdes que contém os
inibidores de serino protease (fracdes 8 € 9)
foram aplicadas em uma coluna de fase
reversa C;g para obter uma amostra com
maior pureza. Foram obtidas quatro fracdes
de proteina em tempos de retengdo
diferentes (Figura 4).

— 100%

% Acetronitrila

— 0%

1 1 I
20 22 24

1 I 1
26 28 30

Tempo de Retengéo {(min)

Figura 5. Cromatografia liquida de alta pressdo- fase reversa (RP-HPLC) das fra¢des combinadas 8 e 9, apés

cromatografia de exclusdo molecular
acetonitrile/0,1%TFA durante 50 minutos.

O percentual de inibi¢do, através do
ensaio enzimatico, de todas as quatro fracdes
foi avaliado: F1= 97%; F2=50%; F3=34% e
F4=20%; somente as fragbes que
apresentaram potencial de inibicdo acima de

(ver Figura.

3). Eluicdio com um gradiente linear de 0-80%

50% foram mantidas no estudo. A
porcentagem da drea dos picos e a atividade
do inibidor da fracdo F1, de todos os
animais, estdo representadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteriza¢do da fragdao F1, obtida pela cromatografia em fase reversa HPLC, de

todos os animais.

Animal Tempo de Inibicao Area do Inibigﬁo/Area do
Retencio (%) pico pico
(min) (%)

1 24,12 97 25,3 3,83
2 23,45 97 17,5 5,54
3 24,08 96 24,4 3,93
4 24,09 95 25,6 3,71
5 24,06 98 24,2 4,04
6 24,07 98 23,9 4,10

OBS. A inibigéo/drea do pico corresponde a especificidade da inibigdo.

3.5.Espectrometria de massa.

Os espectros de ESI-MS mostraram
dois padrdoes de distribuicdo distintos de
picos de fon. A presenca de um ou dois
inibidores de serino protease na fracdo F1 do

plasma seminal € mostrado na Tabela 3 (a
seguir). Cada garanhdo obteve inibidores de
massas moleculares diferentes no plasma
seminal.

Tabela 3. Massa molecular dos inibidores de Serino protease da fracdo F1 detectadas por
espectrometria de massa (ESI-MS) nos diferentes animais.

Animal Massa molecular (Da)
1 6925,14 +0,02 -
2 6772,65 £0,14 7227,48 +£ 0,38
3 6732,42 £ 0,01 7030,19 £ 0,50
4 6372,75 £ 0,03 7226,93 £ 0,55
5 6372,71 £ 0,05 7029,42 + 0,39
6 6372,26 £0,55 -

Fragdo F1 foi obtida ap6s cromatografia RP-HPLC.

4. Discussao

As amostras dos inibidores de serino
protease, sintéticos (bezamidina e berenil) nas
suas devidas concentracdes e do inibidor
natural purificado do plasma seminal equino,
mostram-se capazes de inibir a acdo da
tripsina in vitro sobre o seu substrato
BApNA. Este resultado sugere dois pontos:
Primeiro, o inibidor natural tem homologia
funcional com a benzamidina e berenil,
inibidores especificos para a tripsina.
Segundo, através do cardter qualitativo do
ensaio enzimético mostra a preservacdo da
estrutura espacial do inibidor natural, durante
o processo de purificagdio permanecendo

capaz de reconhecer e se ligar ao sitio
catalitico da enzima.

Quanto aos inibidores sintéticos a
benzamidina ¢ uma substincia modelo para
os estudos de associagdes enzima-ligante,
interagdes  estéricas e  principalmente
eficiéncia catalitica. Derivados da
benzamidina sdo amplamente aplicados em
estudos de afinidade. Um destes derivados
da benzamidina, 0 berenil, uma
bisbenzamidina, que apresenta  uma
constante do equilibrio da associag¢do cerca
de 12 vezes maior que a associagdo enzima-
benzamidina (Talhout e Engberts, 2001;
Penha-Silva,2001). Pelos resultados
apresentados no presente experimento o
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inibidor natural purificado do plasma
seminal eqiiino sugere uma constante de
associacdo semelhante ao apresentado pelo
berenil. Todavia, a determinacdo da
constante de inibicdo (Ki) do inibidor
natural torna-se necessdria para que estes
achados deste experimento se tornem
conclusivos.

No presente estudo, foi encontrada
uma regressdo negativa entre idade do
garanhdo e a concentragdo de proteina total,
apos centrifugacdo do sémen. De acordo com
Strzezek et al. (2005), hda mudancas
qualitativas e quantitativas em perfis de

proteina no plasma seminal de javali,
principalmente relacionadas a idade do
animal e a  processos fisioldgicos,

respectivamente. Em garanhdes com idade de
4,5 anos, os componentes bioquimicos do
plasma seminal como glicerilfosforilcolina,
ergotionina e proteina total estdo em menor
concentracdo do que em garanhdes maduros
(Kosiniak e Bittmar, 1987; Topfer-Petersen et
al.,, 2005). A variacdo da concentracdo de
proteina observada no presente estudo poderia
estar relacionada a mudangas de componentes
do plasma seminais durante maturacdo sexual
da espécie eqiiina. Contudo, a concentragio
do inibidor de serino protease € mantida
constante em todos os animais.

O inibidor de serino proteinase
também foi identificado no plasma seminal
de javalis (Jelinkova et al., 2003), touros
(Lewis et al., 1985) e garanhdes (Fellenberg
et al., 1985). Um complexo protéico que
exibe propriedades de inibicao de proteinase
(800 kDa), composto por diferentes
polipeptidios (11 a 30kDa) também foi
observado no plasma seminal de garanhdes
conforme estudos reladas por Fellenberg et
al. (1985). No presente estudo, através do
uso da técnica de espectrometria de massa
foi observada a presenca dos inibidores de
serino proteinase com uma variacdo da

massa molecular (6.3-7,0 kDa). Os
diferentes picos observados depois da
cromatografia sugere a presenca de

isoformas do inibidor de serino proteinase.

A variabilidade de proteina pode
estar relacionada ao processo de maturacdo
sexual (Strzezek et al., 2005) uma vez que
resulta em diferentes isoformas que podem
ser formadas durante o processo de
transdu¢do e transcricio de proteinas na
maturacdo  espermatica (Hachey e

Chaurand, 2004). A maturacio epididimaria
do espermatozdide envolve  grandes
mudancas nos dominios especificos na
membrana, principalmente nas modificacdes
na composicao das proteinas de membrana,
além da heterogeneidade dos polipeptidios.
Alguns resultados destas modificagdes estdao
envolvidos em processos proteoliticos
especificos, causando a desaparecimento ou
a redistribuicio de amino-acidos entre os
diferentes dominios protéicos (Metayer et
al., 2002) .

Alguns  inibidores de  serino
proteinase se ligam a regido de acrosoma do
espermatozoide, e a liberacdo destes durante
a incubaclo in vitro ou em incubacdo no
trato feminino sugere que estes podem fazer
parte no processo do controle do tempo de
ocorréncia da pré-fertilizacdo (Lai et al.,
1991; Tschesche et al., 1982).

5. Conclusiao

A cromatografia de exclusdo
molecular e a cromatografia em fase reversa
apresentaram-se como excelente técnica
para a purificacdo do inibidor do plasma
seminal eqiiino, ndo causando nenhum dano
estrutural e funcional ao inibidor. No
presente trabalho € possivel verificar que
esse mesmo inibidor ndo apresenta relagao
direta com a maturidade sexual dos eqiiinos,
pois a concentragdo é mantida constante em
todos os animais estudados. Contudo é
possivel verificar por espectrometria de
massa que hd diferentes isoformas deste
inibidor no plasma seminal dos animais
estudados, sugerindo  mudangas  nas
isoformas com a idade do animal, uma vez
que todos os animais apresentaram
isoformas diferentes deste inibidor.

EXPERIMENTO III. Efeito da adicao de
inibidores de serino protease ao diluidor
de resfriamento e congelamento do s€émen
eqiiino.

1.Introducao

A criopreservacdo de sémen é um
importante instrumento de preservacdo de
material genético de bons reprodutores de
varias espécie. No entanto, quando
comparada ao sémen fresco a taxa de
fertilidade do sémen eqiiino congelado é
inferior (Picket e Amann, 1987).

Alguns estudos tem sido realizados

com o intuito de melhorar a qualidade do
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sémen eqiiino resfriado e congelado por
meio da compreensdao dos mecanismos
bioquimicos da fertilizagdo (Gadella et al,
2001), pela otimizacdo das curvas de
resfriamentos (Fiirts et al., 2005), pelo
estudo fisico-quimico dos meios de
criopreservacdo de sémen (Poomer, et al.,
2002;Vidament, et al., 2001; Vidament,
2005) e pela da adicdo de crioprotetores
alternativos (Alvarenga, et al., 2005) aos
meios de congelamento da célula
espermatica.

Na reproducdo animal € relatado que
os inibidores naturais de serino proteases
podem atuar em mecanismos da fertilizagao
dos espermatozéides de mamiferos (Fraser,
1982).

A utiliza¢do de inibidores sintéticos
tais como os farmacos da familia da
benzamidina, inibidor sintético da serino
protease, representam uma ferramenta
biotecnolégica em potencial. Ha estudos
demonstrando sua ag@o sobre a coagulacio
sangiiinea (Neurath 1984), a inibi¢do da
fertilizacao (Baba et al., 1989), na ativagao
da resposta imune via complemento (Davie
et al, 1991) e em doengas como
piroplasmose, tripanossomose, babesiose
(Turnipseed et al., 2006).

O presente experimento teve como
objetivo adicionar o inibidor de serino
protease natural e sintético aos meios
diluidores de  resfriamento e de
congelamento de s€émen com o intuito de
tentar melhorar a longevidade do sé€men
eqiiino criopreservado.

2.Material e Métodos
2.1.Coleta e avaliacdo do sémen eqiiino
Foi utilizado um ejaculado de seis
garanhdes, com idade variando entre quatro
e doze anos, procedentes da Regido
Metropolitana de Belo Horizonte — MG. Os
animas foram selecionados por meio da
realizacdo de exame androlégico. Para
estabilizacdo da producgdo espermaética didria
dos garanhdes, quando necessdrio, foram
realizadas coletas de s€men didrias por sete
dias consecutivos. O s€men foi coletado com
o auxilio de uma vagina artificial modelo
“Hannover”. Imediatamente apds a coleta, o
sémen foi filtrado para a retirada da fracdo
gel e avaliado quanto ao aspecto, volume,
motilidade progressiva com movimento

retilineo ou movimento circular aberto,
vigor  espermdtico,  velocidade  dos
espermatozdides, com auxilio de
microscopio de campo claro (100x). A
concentracdo espermatica foi calculada com
auxilio de camara hemocitométrica e
morfologia espermética avaliada através do
método de preparacdo imida (Mies Filho,
1975) em microscopia de contraste de fase
(1000x). Somente foram utilizados para o
desenvolvimento do projeto ejaculados que
apresentaram motilidade espermatica
progressiva igual ou superior a 50% e vigor
igual ou superior a 3.
2.2. Meios

Para o resfriamento, diluicdo e
centrifugacdo do sémen foi utilizado o meio
de Kenney (Kenney, et al 1975) (Anexo 2) e
para o congelamento o meio INRA-82
(Vidament et al., 1997) (Anexo 2).
2.3. Delineamento experimental

Os ejaculados foram divididos em
duas aliquotas uma para o resfriamento e
outra para o congelamento. Determinado por
dois procedimentos distintos:

2.3.1. Procedimento 1. Resfriamento do
sémen eqiiino.

Para o resfriamento os ejaculados
foram diluidos com diluidor de Kenney
(Kenney, 1975) de forma a se obter
aliquotas contendo 25x10°
espermatozdides/mL em tubos graduados, os
quais foram adicionados aos inibidores de
serino protease nas concentracdes finais de
Benzamidina(BZ) (5,0 uM; 7,5uM; 9.0
uM); Berenil (BN) (1,0 uM; 2,5 uM; 5,0
UM ); Inibidor purificado (ip) (4,0 puM)
(Figura 1).

As amostras de sémen foram
acondicionadas em tubos graduados estéreis
e resfriadas em caixa de isopor (22cm x
13cm x 18cm) contendo quatro gelos
recicldveis (—200C) (8cm x 4cm x 3 cm). A
reducdo de temperatura de 37°C a 7,4°C
ocorreu em uma hora e de 7,4°C a 5°C em
uma hora, apés a qual o s€émen foi mantido
em equilibrio por mais duas horas
totalizando uma curva de resfriamento de
quatro horas.
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Avaliagdo do  sémen
resfriamento.

O sémen foi avaliado apdés 4 horas
de resfriamento quanto a motilidade
progressiva e vigor com auxilio de
microscopio de campo claro (100x). A
integridade fisica da membrana plasmatica
foi avaliada de acordo com Harrison e
Vickers (1990) utilizando-se da mistura de
corantes bioldgicos, sondas fluorescentes, a
base de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e iodeto de Propidio (IP) com
auxilio de microscépio fluorescéncia modelo
(Olympus BX41) comprimento de onda
488/515nm e excitagdo 620nm (1000x),
foram avaliadas 200 células. As seguintes
categorias foram observadas para a
classificacao:

eqiiino  pos-

Coleta do sémen

L]

Avaliagio

L]

1. Espermatozéides 100% verde
fluorescente

2. Espermatozéides 100% vermelho
fluorescente

3. Espermatozéides com peca
intermedidria verde fluorescente

4. Espermatozéides com regido
acrossOmica verde fluorescente

5. Espermatozéides com peca
intermedidria e regido acrossOmica
fluorescentes

Somente os espermatozdides da categoria 1
foram considerados com a membrana
plasmdtica integra. O protocolo da colorag¢do
estd descrito no anexo 3.

MP(%0),V(0-5) e Morfologia espermitica
*

Cilculo da concentragio espermitica (Hemocitometro)

v
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Figura 1. Fluxograma do protocolo de resfriamento do sémen eqiiino com grupo Controle (C) e adicdo dos inibidores
de serino proteases: Benzamidina (BZ); Berenil (BN); Inibidor Purificado (ip). As concentra¢des finais de cada
inibidor foram adicionadas para cada 25x10° espermatozéides/mL, conforme os tratamentos propostos: Sémen
resfriado: BZ (5,0 uM ;7,5uM; 9,0 uM);BN (1,0 uM; 2,5 uM; 5,0 uM ); ip (4 uM). IP= Iodeto de propidio, CFDA=

6-carboxifluoresceina diacetato.
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2.3.2. Procedimento 2. Congelamento do
sémen eqiiino.

Uma amostra de cada ejaculado foi
diluida na proporcdo de 1:1 com diluidor
Kenney, centrifugada (500g por 10 min) e o
sobrenadante retirado deixando
aproximadamente 10% do volume total do
sémen. O sedimento foi homogeneizado por
agitacdo e ressuspendido com diluidor de
congelamento, INRA 82 de forma a se obter
100 x 10° espermatozéides/mL. As amostras
foram depositadas em tubos graduados com
os inibidores de serino protease nas
concentracdes finais conforme segue:

Benzamidina (5,0 uM; 7,5uM; 9.0 uM); BN
(1,0 uM; 2,5 uM; 5,0 pM); inibidor natural
de serino protease (ip) (4,0 uM) (Figura 2).
As amostras de s€émen foram envasadas em
palhetas 0,5mL, resfriadas até 5°C, em caixa
de isopor (22cm x 13cm x 18cm) contendo
seis gelos recicldveis (8cm x 4cm x 3 cm). A
reducdo de temperatura de 36°C a 24,1°C
ocorreu em 10 minutos e de 24,1°C a 4,9°C
em 40 minutos. Ap6s 50 minutos as
palhetas foram expostas ao vapor de
nitrogénio liquido a 3 cm acima da altura do
nivel de nitrogénio liquido por vinte minutos
€ imersas no mesmo.
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Figura 2. Fluxograma do protocolo de congelamento do sémen eqiiino com grupo Controle (C) e adi¢do dos
inibidores de serino proteases: Benzamidina (BZ); Berenil (BN); Inibidor Purificado (ip). As concentragdes finais de
cada proteina foram adicionadas para cada 100x10° espermatozéides/mL, conforme os tratamentos propostos: BZ
(5,0 uM; 7,5uM; 9,0 uM); BN (1,0 uM; 2,5 uM; 5,0 uM ); ip (0.4 uM).
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2.4. Avaliacao pds-descongelamento

O sémen foi descongelado a uma
temperatura de 75 °C por 7 segundos
(Cochran et al. 1984) e mantido a 37°C por
30 segundos. Fez-se a avaliagdo do
espermatozdide logo apos 0
descongelamento quanto a motilidade
progressiva com movimento retilineo e
movimento circular aberto, vigor
espermdtico, utilizando-se um microscépio
de campo claro (100x). A avaliagdo da
funcionalidade de membrana plasmaética foi
realizada através do teste hiposmético com
dgua destilada, conforme técnica de Lomeo
e Giambersio (1991) modificada por Lagares
et al. (1998). Uma aliquota de 100 uL de
sémen foi adicionada a 200 pL de &4gua
destilada (diluicdo 1:2), ambos a 37°C,
seguido de incubacdo em banho-maria a
37°C por cinco minutos. Apds este periodo,
as amostras foram analisadas em
microscopia de contraste de fase (400x).
Foram avaliadas 200 células por amostra e
calculadas o percentual de espermatozdides
que reagiram positivamente ao teste
hiposmético com cauda enrolada e subtraido
do nimero de espermatozdides com cauda
enrolada antes de serem submetidos ao
estresse osmotico.

Aquisicdo e andlise dos dados por
citometria de fluxo

As preparagdes celulares marcadas
com as sondas fluorescentes foram avaliadas
em citometro de fluxo — FACScarmur OU
FACScan (Becton & Dickinson)
imediatamente apds a coloragcdo. Durante a
aquisi¢do dos dados foram coletados 10000
eventos. Os dados coletados foram
analisados utilizando os programas de
computador Cell Quest (Becton &
Dickinson). A analise consistiu,
primeiramente, na  determinacio da
populacdo celular de interesse. Isto se faz
baseando-se no perfil de tamanho e
granulosidade das populagdes adquiridas e
da expressao de marcadores fenotipicos.

Procedimentos de marcagdo com sondas
fluorescentes

A avaliacdo da integridade fisica da
membrana  plasmdtica  foi  realizada
utilizando-se as coloragdes lodeto de
Propidio (IP) e Azul de Tripan, por meio de
citometria de fluxo (FACScaimur). As
amostras de sémen descongeladas foram
diluidas 1:20 em PBS (250 pL de sémen:5
mL de PBS). Duas aliquotas de 200 pL
dessa amostra diluida foram diluidas
novamente acrescentando-se 1 mL de PBS a
cada uma delas. A primeira foi adicionada
iodeto de proopidio IP (1,5 mM) e incubadas
por 10 minutos em temperatura ambiente
(Anexo 4). A segunda, foi adicionado 20 pL
de azul de tripan 0,4% e incubada por 10
minutos em banho-maria a 37°C (Anexo 5).
As amostras foram submetidas
imediatamente a leitura no citdmetro de
fluxo (FL3 fotodetector).  Estabeleceu-se
como critério de leitura dez mil eventos, a
uma taxa de 350 células por segundo, para
andlise de cada amostra. Os espermatozdides
que fluoresceram em vermelho foram
classificados com membrana plasmética nao
integra, enquanto que os que ndo foram
corados foram considerados com membrana
plasmaética integra.

A avaliacdo da integridade fisica da
membrana plasmdtica foi realizada pela
selecdo das células espermdticas. As
mesmas foram marcadas com o corante
Iodeto de propidio (IP) e Azul de Tripan
(AT), o que permitiu a distingdo de dois
grupos  celulares, que podem  ser
classificados como: I) Os espermatozdides
com membrana plasmdtica integra (IP- e
AT-), que constituem o grupo de células
localizado no quadrante inferior esquerdo os
quais ndo foram marcados por lodeto de
Propidio e Azul de Tripan; II) Os
espermatozdides que constituem o grupo de
células com lesdo na membrana plasmética
(IP+) e (AT+), esté localizado no quadrante
superior esquerdo, marcadas intensamente
pelos corantes (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo grafica de distribui¢do pontual sele¢cdo do espermatozdide eqiiino, pés-decongelamento,
marcados com: a) Controle Negativo; Tamanho versus granulosidade. b) lodeto de propidio (IP); ¢) Azul de tripan
(AT). A Distribuicdo representativa em “dot-plot” obtida pela marcag¢do com as sondas ndo relacionadas marcados
com IP e AT. Espermatozéides eqiiino, pds-congelamento, que apresentavam dano a membrana plasmética foram
identificados pela alta intensidade de fluorescéncia do tipo 3 (vermelho — FL3).

Quanto a avaliagdo da integridade da
membrana acrossomal utilizou-se sonda
fluorescente PNA-FITC e marcador da
integridade fisica da membrana plasmadtica

(IP). As amostras de sémen pos-
descongelamento foram avaliadas com
auxilio de citometria de fluxo

(FACScaLsur) (Figura 4). As amostras de
sémen descongeladas foram diluidas 1:20
em PBS (250 pL de sémen:5 mL de PBS),
foram coradas com FITC-PNA (1,125
g/mL) e incubadas por 10 minutos em
banho-maria a 37°C. Depois se adicionou IP
(1,5 mM) e foram incubadas por mais 10

minutos a temperatura ambiente (Anexo 6).
O critério de andlise foi o mesmo
mencionado  anteriormente. Os  dados
correspondentes a fluorescéncia vermelha,
IP (FL3 fotodetector), e verde, FITC-PNA
(FL1 Fotodetector), das particulas foram
contabilizados.  Os espermatozdides que
fluoresceram em vermelho foram
classificados com membrana plasmética ndao
integra e os que fluoresceram em verde
apresentavam membrana acrossomal externa
nao intacta.
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Figura 4. Gréficos representativos de distribui¢do pontual dos espermatozdides eqiiino, pds-decongelamento, com os
corantes IP versus PNA-FITC. Cada quadrante representa a porcentagem de espermatozéides com lesdo ou ndo, na
membrana plasmdtica e acrossomica. (IP-/PNA-) membrana plasmdtica e acrossOmica integra; (IP+/PNA+) e
acrossOmica integra danificada; (IP+/PNA-) membrana plasmatica danificada e membrana acrossomal integra; (IP-
/PNA+) membrana plasmdtica integra e acrossomal danificada. (a) Pré-RAl= Antes da indugdo da reacdo
acrossdmica e (b) P6s-RAI= Pés inducio da reagdo acrossdmica utilizando o iondforo de cdlcio.

Os graficos representativos de
distribuicdo pontual das avaliagdes por
citometria de fluxo com a utilizacdo dos
corantes IP e o conjugado de lectina (PNA-
FITC) estao exemplificados na Figura 4. Cada
quadrante representa a porcentagem de
espermatozéides com lesdo ou ndo, na
membrana plasmdtica e acrossdmica. O
quadrante inferior esquerdo (IP-/PNA-) é a
freqiiéncia de  células  duplo-negativas,
espermatozdides com membrana plasmética e
acrossOmica  intactas, superiores direito
(IP+/PNA+) € a freqiiéncia de células duplo-
positivas, espermatozdides que apresentam
membrana  plasmatica e  acrossOmica
danificadas, superior esquerdo (IP-/ PNA+) sdo
as células espermdticas que estdo com a
membrana  plasmdtica danificada e a
acrossOmica integra e inferior direito
(IP+/PNA-) espermatozdides com membrana
plasmatica integra e acrossdmica danificada.
Na figura 4b, hd o quadrante inferior direito
(IP+/PNA-), representada as células
espermdticas que apresentaram a membrana
acrossomica nao intacta, devido a indugdo da

reacdo acrossémica com o ionéforo de cédlcio A
23187.

Na avaliagio do indice de
fragmentacdo da cromatina foi utilizado o
corante Alaranjado de acridina (AA). O
objetivo foi avaliar ao grau de fragmentacao da
cromatina apds o processo de congelamento do
sémen (Figura 5).

Uma aliquota de 5 pL do sémen

descongelado foi diluida em 200 pL do
meio-1, a suspensio foi adicionado o meio —
2 em intervalo de incubacio de 30 segundos
em banho-maria a 37°C. Em seguida, foi
adicionado o meio -3 (10 pL do soluto-
estoque Img/mL - AA) incubado por 3
minutos em banho-maria a 37°C (Anexo 7).
Apés este periodo as amostras foram
avaliadas no citdometro de fluxo (FACScan)-
Estabeleceu-se como critério de leitura dez
mil eventos, a uma taxa de 500 células por
segundo. Os  espermatozdides  que
apresentavam a coloracdo verde (FLI1-
fotodetector) apresentavam o DNA integro
(fita dupla) e aqueles que apresentavam
coloragdo vermelha (FL3- fotodetector)
DNA fragmentado (fita simples) (Figura 5).
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Figura 5. Dot plots representativo das células esperméticas com variagdo dos niveis de fragmentacéio da cromatina.
Estrutura da cromatina avaliada pela coloragdo com alaranjado de acridina por citometria de fluxo. a) Fluorescéncia
AA —verde — (FL1) células principais e células imaturas (DNA"© **"): b) Fluorescéncia AA —Vermelho — (FL3),
células principais-; ¢) Fluorescéncia AA —Vermelho — (FL3), sem fragmentacdo do DNA (IDF™¢c®e 'baixo indices

fragmentacdo (IDFP#

A avaliacio da estrutura da
cromatina foi definida, através do corante
metacromadtico, alaranjado de acridina (AA)
por duas populacdes de interesse: células
principais e células imaturas (DNA™® "),
que apresentam alto grau de fluorescéncia
AA — Verde - (FL1) (Figura 5a). Uma vez
definidas as populacdes espermadticas de
interesse, células principais, procedem-se as
andlises de fluorescéncia. Nesta marcagao, o
quadrante € posicionado de forma que, as
células de interesse se encontrem no
quadrante inferior (Figura 5b). Andlise do
grau de fragmentagao, procedeu-se pelo grau
de fluorescéncia AA — Vermelho — (FL3),
sem fragmentagio do DNA (IDE™etectively

’

); médio indices fragmentacdo (IDEMé

); alto indices fragmentacdo (IDF*').

baixo indices fragmentacio (IDF***°);
médio indices fragmentagio (IDF**°); alto
indices fragmentagdo (IDF*"°), quanto maior
a emissdo de fluorescéncia maior o grau de
fragmentacdo (Figura 5).

Titulagdo do iondforo cdlcio A 23187

Foi realizada uma titulagdo do
ion6foro cdlcio A23187 a fim de se avaliar o
tempo de reacdo e a temperatura ideal para
reacdo. O sémen foi descongelado a
temperatura de 75 °C por 7 segundos
(Cochran et al. 1984) e mantido a 37°C por
30 segundos. A essa amostra foi adicionado
SuLll de solugdo de iondéforo célcio na
seguinte concentragdo: SuM (Anexo 8). Foi
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avaliada a temperatura de 22°C e 37°C
durante periodo de 5, 10 e 30 minutos. Apds
estes periodos de incubacdo, as amostra
foram preparadas conforme o protocolo de
coloracdo para integridade da membrana
acrossomal utilizando PNA-FITC e IP,
descrito anteriormente.

Indugdo da Reagdo Acrossomica (RAI)

Para avaliar a capacidade fecundante
“in vitro” do espermatozdide eqiiino pos-
descongelamento, foi realizada a indugdo da
reacdo acrossdémica (RAI), com ion6foro de
calcio A23187, em todos os tratamentos.
Apés preparo de uma solucdo trabalho de
S5uM do ionéforo de célcio, foi adicionado
SuL dessa solug@o a uma aliquota de 0,5mL
da amostra de sémen descongelado (50 x 10°
espermatozoides) (Anexo 9). Ap6s o periodo
de 30 minutos de incubacfo, as amostras

foram reavaliadas quanto ao status do
acrossoma por meio de citometria de fluxo
com PNA-FITC e Iodeto de propidio como
descrito anteriormente para avaliacdo da
integridade da membrana acrossomal.

3. Resultados
3.1. Avaliacao do sémen

Os pardmetros de avaliacio do
sémen fresco do ejaculado de seis garanhdes
utilizados no presente experimento foram
descritos na Tabela 1.

A motilidade total do sémen fresco
variou de 60 a 75%, a motilidade
progressiva de 50 a 70%, enquanto o vigor
espermatico foi observado de 3 a 4 entre os
garanhdes avaliados.

Tabela 1. Caracteristica espermadtica do s€men fresco de ejaculados de seis animais.

Animal # Total [ J/mL Morfologia Motilidade (%) Vigor
(%) Total Progressiva
1 8,6 115 82 60 50 4
2 2,8 76 90 75 70 3
3 3,8 110 86 70 60 3
4 1,7 115 84 65 60 4
5 3,9 94 94 70 65 4
6 5,6 140 88 75 70 3

# nimero total de espermatozdides no ejaculado; [ ] /mL= concentragdo espermatica/mL; Morfologia= porcentagem

de espermatozéides morfologicamente normais.

A concentragdo espermdtica/mL de
s€men apresentou uma varia¢do de 76 a 140
x 10° espermatozéides. O nimero de
espermatozdides morfologicamente normais
no ejaculado (82 a 94%) apresentou-se
dentro da normalidade do s€men eqiiino.

3.1.1. Procedimento 1. Resfriamento do
sémen eqiiino.

A porcentagem de espermatozodides
com motilidade total, progressiva e vigor
apds a diluicdo com o meio diluidor de
Kenney nado diferiu estatisticamente da
observada com sémen fresco (p>0,05). Ao
contrario, o resfriamento interferiu na
qualidade das células espermadticas apds a
criopreservacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros de avaliacdo das etapas do processo de resfriamento no grupo controle

(Um ejaculado de seis animais n=6).

Motilidade (% .
Tratamento Total i’ro)gressiva Vigor
Sémen fresco 69,6+5,8% 63,3+7,5% 3,5+0,5*
Pés-diluicao Kenney 75,0126 67,5¢129° 3,6+0,5°
P6s- Resfriamento 57,5414,5" 47,516,6 ° 2,5+0,5"

Dados apresentados como média de porcentagem + desvio padrdo para diferentes avaliagcdes. Diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05).

No presente experimento, a curva de
resfriamento (Figura 6) apresentou uma taxa
de reducdo de temperatura de 0,59°C/min
entre 35°C a 22,6°C, de 0,38°C/min entre

35

30

254

20

Temperatura ( C°)

22.6°C a 74°C, e
7.4°C a 5,0°C.

de 0,017°C/min entre

35,0°C a 22,6°C - 0,59°C/min
22.6°C a 7,4°C - 0,38°C/min
7,4°C a5,0°C - 0,017°C/min

T T T 1
120 180 240

Tempo (min)

Figura 6. Curva de resfriamento do s€émen eqiiino (240 minutos)

Avaliacdo do sémen resfriado eqiiino
tratados com os diferentes inibidores de
serino protease em diferentes
concentragoes.

Os valores dos parametros de
avaliacdo da motilidade total e progressiva,
vigor e integridade de membrana plasmatica

do espermatozoéide avaliadas com coloragao
CFDA/IP foram apresentados Tabela 3. Nao
foi observada diferenca estatistica (p>0,05)
entre o sémen tratado com os inibidores de
serino protease nas diferentes concentracdes
e o grupo controle nas caracteristicas
avaliadas.
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Tabela 3. Avaliacdo das porcentagens de motilidade progressiva e total, vigor, membrana

plasmatica integra (CFDA/PI) do s€men resfriado (5°C).

1 Motilidade (%)
Tratamento Membrana Integra Vigor
(%)
Total Progressiva

Controle 68,0+12,5 57,5+14,0 47,5+16,3 2,5+0,5
5,0 uM 64,6+£14,2 63,3+19,1 57,5+18,6 3,6+0,5

BZ | 7.5uM 63,5+9,9 57,5+21,1 46,6+20,8 2,8+0,7
9,0 uM 59,2+12.3 46,6£12,1 39,1+13,1 2,1+£0,7

1,0 uM 63,0+9,1 60,8+8,6 52,5+£7,5 2,6+0,7

BN | 25uMm 63,3+7,5 53,3+13,6 45,0£11,8 2,5+0,5
5,0 uM 64,6+10,6 55,8+12,0 47,5+¢11,7 2,1+£0,7

ip | 4,0 uM 68,7+12,1 62,5+17,2 52,5+21,8 3,019

Dados apresentados como média de porcentagem + desvio padrdo para diferentes avalia¢cdes. Meio diluidor Kenney.
Controle, (BZ)= Benzamidina, (BN)= Berenil, (ip)= Inibidor Purificado. Nenhuma diferenca siginificativa (p>0,05)
foi observada para as varidveis avaliadas entre os tratamentos.

3.1.2. Procedimento 2. Congelamento do
sémen eqiiino.

No processo de congelamento do
sémen eqiiino, foi realizada uma curva de
resfriamento com uma taxa de 1,19°C/min
de 35°C a 24,1°C e de 0,42°C/min de

40
35
30

25

Temperatura C°

24,1°C a 4,9°C totalizando 50 minutos
(Lagares, et al., 2001) (Figura 7). Apds a
qual o sémen foi congelado em nitrogénio
liquido.

36,0 224,1C° = 1,19 C% min
24,1 a 4,9C° = 0,42C"% min

Tempo (min)

Figura 7. Curva de resfriamento para o congelamento do s€men eqiiino (50 minutos).

Avaliacdo do  sémen  eqiiino  pos-
descongelamento tratado com diferentes
inibidores de serino-protease em diferentes
concentragoes.

Na Tabela 4 foram demonstrados os
valores percentuais médios e o desvio-

padrio da  motilidade  espermatica
progressiva e total, vigor e porcentagem de
espermatozéides com membrana funcional,
avaliados com o teste hiposmético. Nao foi
observada diferenga estatistica (p>0,05)
entre o sémen tratado com os inibidores de
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serino protease nas diferentes concentra¢des
e o controle nas caracteristicas espermaticas

avaliadas.

Tabela 4. Avaliagdo da motilidade progressiva e total, vigor e funcionalidade da membrana
plasmética (HOST) dos espermatozdides eqiiino pds-descongelamento.

Tratamento Meml?rana Motilidade (%) Vigor
Funcional
(%) n
Total Progressiva

Controle 24,7+5,8 18,346,8 10,845,8 2,1+0.4
5,0 uM 24,8+6,5 16,6+4,0 9,6+3,7 1,5+0,5

BZ 7,5 UM 24,8449 15,8+6,6 6,6+5,6 1,5+0,8
9,0 uM 20,6%£3,9 19,6+6,6 10,0£8,3 2,0+0,6

1,0 uM 24.,8+7,8 15,0247 5,8+5,8 1,5+0,5

BN 2,5 uM 29,7+5.9 26,6+8,6a 19,14£8,6 2,5+0,5
5,0 uM 28,5+6,8 19,6+8,6 13,3+7,5 1,8+0,7

ip ‘ 4,0 uM 28,6+3,5 22,5482 18,3+8,6 2,3+0,8

Dados apresentados como média de porcentagem * desvio padrdo para diferentes avaliagdes como descrito em
material e métodos. Meio congelamento INRA-82. Controle, (BZ)= Benzamidina, (BN)= Berenil, (ip)= Inibidor
Purificado. Nenhuma diferenca siginificativa (p>0,05) foi observada para as varidveis avaliadas nas andlises entre os

tratamentos.

N

Os dados referentes a avaliagdo da
integridade fisica da membrana plasmatica,
utilizando as sondas fluorescentes IP e AT,
foram apresentados na Tabela 5. Como se
pode observar, ndao houve diferenca
estatistica, entre oS corantes, foi
demonstrado que tanto o IP quanto AT
podem ser utilizados para avaliar a
integridade da membrana plasmdtica com

auxilio da citometria de fluxo. Da mesma
forma nio foi observada diferenca estatistica
(p>0,05) entre a porcentagem de
espermatozdides com membrana plasmaética
integra avaliada com IP e AT entre os
grupos tratados com os inibidores de serino
protease e o controle.
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Tabela 5. Porcentagem de espermatozdides pds-descongelamento, com membrana plasmadtica
integra avaliada com lodeto Propidio (IP) e Azul de Tripan (AT) pré indugdo da reacdo
acrossomica (Pré-RAI) e pés inducdo da reacdo acrossdmica (P6s-RAI).

Espermatozéides com membrana plasmatica integra (%)

Pré-RAI Pos-RAI
Tratamento
AT- IP- AT- 1P-
Controle 21,4497 21,6482 15,846,2% 16,1+6,4%
5,0 uM 19,4+6,9 19,9+7.5 13,943,8% 14,444.5%
BZ 7,5 uM 25,1+5,7 27,4452 6,6+5,6" 22.745,8%
9,0 uM 20,7+£11,6 20,1+11,9 12,946,3% 13,246,6%
1,0 uM 27,5+6.,5 28,7+6.,5 19,8+6,8* 21,1+7,5%
BN 2,5uM 19,4+6,9 19,9+7 4 13,445,1% 13,946,5%
5,0 uM 21,4+7.9 20,2+7,2 13,0+3,3* 13,543,7%
ip \ 4,0 uM 30,6+7,3 31,3+7,5 21,4+7,7% 21,9+7,8%

Dados apresentados como média de porcentagem + desvio padrdo para avaliagdo da integridade fisica da membrana
plasmatica usando os corantes lodeto de propidio (IP) e Azul de Tripan (AT) por citometria de fluxo. Meio
congelamento INRA-82. Controle, (BZ)= Benzamidina, (BN)= Berenil, (ip)= Inibidor Purificado. Nenhuma diferenca
siginificativa (p>0,05) foi observada para as varidveis avaliadas nas andlises entre os tratamentos e os corantes. (IP-) ;

(AT-) = membrana plasmadtica integra.

e  Diferenca significativa Pré-RAI e Pés-RAI (p<0,05). RAI= Reagdo acrossomica induzida.

Contudo, foi observada reducio do
percentual de células espermdticas com a
membrana plasmética integra (p<0,05),
decorrente do efeito téxico do indutor da
reacdo, iondforo de célcio, ou pelo efeito da
indugdo da reacdo acrossOmica que
favoreceria a perda da integridade da
membrana plasmaética.

Para determinar o protocolo de
inducdo da reacdo acrossomica (RAI) pés-
descongelamento, com o ionéforo de célcio
A 23187 foram testados trés tempos e duas
temperaturas de incubacdo (Tabela 6). A
temperatura de 37°C e o periodo incubacio
de 60 minutos foram os que apresentaram a
maior taxa de espermatozdéides com
membrana acrossomica ndo intacta pés-
inducido sendo considerados reagidos.

No entanto, foi observado aumento
da porcentagem de espermatozdides corados
com IP representando um maior dano a
membrana plasmdtica de espermatozdide
pelo o ionéforo de célcio. Portanto, optou-se
por usar um tempo de incubacio de 30 mim
e uma temperatura de 37°C, uma vez que foi
obtida maior taxa de reacdo acrossdémica pos
indugdo (14,7%) semelhante,
estatisticamente, a 60 min (16,6%) e maior
taxa de espermatozdides com membrana
plasmética integra (81,3%) comparada
também ao tempo de incubag¢do de 60 mim
(70,6%). Sugereindo que o periodo de
incuba¢do ha 60 minutos pode causar um
dano maior na integridade da membrana
plasmatica.
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Tabela 6. Porcentagem de espermatozdides com membrana plasmadtica integra e acrossoma néo
integro apds diferentes tempos e temperaturas de incubag@o com o ionéforo de cdlcio A23187.

Acrossoma Membrana
. _ nao integro (%) Plasmatica integra
Tempo de incubacao (%)
Temperatura Temperatura
22°C 37°C 22°C 37°C
Controle 0,4° 2,02° 80,3 86,1°
5 min 0,9° 4,64° 77,2° 83,1°
Tonéforo de | 10 min 1,3° 8,95° 75,8 82,7°
Célcio . a a a b
30 1,4 14,7 76,1 81,3
(A23187) e , ,
60min 1,9° 16,6" 75,3 70,6
Na Tabela 7 foi apresentada a porcentagem por meio de avaliacdo com as coloracdes
de espermatozéides com a membrana FITC-PNA e IP nos diferentes grupos
acrossOmica intacta e ndo intacta apds o tratados com os inibidores de serino protease
congelamento e apds a indugdo da reagdo e o controle.

acrossomica com ionoforo de calcio A23187

Tabela 7. Porcentagem de espermatozéides pds-descongelamento com membrana acrossdmica
integra, e acrossoma nao intacto e intacto pré a inducio (Pré-RAI) e p6s a inducdo da reacdo
acrossomica (P6s-RAI) com o ion6foro de cdlcio A23187, do nimero total de espermatozéides.

Pré-RAI (%) P6s-RAI (%)
Tratamento Membrana Membrana plasmatica Membrana plasmatica
plasmatica e e acrossoma nao e acrossoma nao
acrossoma intacto intacto intacto
Controle 21,3483 0,8+0,6° 2,9+1,9*
5.0 M 20,4+7,5 1,0+0,6° 3,0+2,3¢
BZ 7,5 uM 27,1+5,7 0,8+0,3" 3,7+¢1,0*
9,0 uM 19,5£11,7 0,7+0,6° 3,0+£1,9*
1,0 uM 29,5+4.9 0,8+0,2° 3,4+0,8*
BN 2,5 uM 19,7474 0,7+£0,2° 2,5+0,9*
5,0 uM 21,3£74 0,8+0,4° 2,9+1,3¢
ip 4,0 uM 30,9+7,7 1,0+0,7° 3,0+1,2°

*Dados apresentados como percentual + desvio padrdo para diferentes avaliagdes da integridade fisica do acrossoma
e da membrana plasmadtica pelos corantes PNA-FITC e Iodeto de propidio, respectivamente, por citometria da fluxo
como descrito em material e métodos. (BZ)= Benzamidina, (BN)= Berenil, (ip)= Inibidor Purificado. Néo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).

Diferenca significativa entre Pré-RAI e P6s-RAI (p <0,05).

Nao foi observada diferenga acrossOmica e plasmdtica integra apds o
estatistica (p>0,05) quanto a porcentagem de descongelamento e apds a indugdo da reagdo
espermatozéides com a  membrana acrossOmica entre os grupos tratados com o

73



inibidor de serino protease e o controle.
Contudo, foi observado aumento
significativo  (p<0,05) do nimero de
espermatozdides com acrossoma nio intacto
apos a indug@o com o ionéforo de célcio.

Na tabela 8 foi calculada a taxa de
reacao acrossdmica relativa aos
espermatozoides que apresentaram
membrana plasmatica integra. Foi observado

aumento de espermatozdides com acrossoma
ndo intacto apdés a indugdo indicando
resposta positiva ao iondforo de célcio A
23187. Entretanto nio foi observada
diferenca da taxa de reacdo acrossOmica
(p>0,05) entre os tratamentos antes e apds a
indu¢do da reacdo acrossdmica pos
descongelamento.

Tabela 8. Taxa de reacdo acrossdomica (RA) do total de espermatozdides pos-descongelamento
com membrana plasmatica integra pré a inducdo (Pré-RAI) e pds a indugdo da reacgdo

acrossOmica (p6s-RAI).

Taxa de espermatozoides RA+/espermatozéides com
Membrana plasmatica (%)

Tratamento
Pré-RAI Pos-RAI
Controle 3,8+1,6° 12,7+6,7°
5,0 UM 4.4420° 16,1+8,4°
BZ 7,5 UM 3,0+1,0° 15,444,1°
9,0 UM 3,0+1,2° 16,8+5,9°
1,0 uM 2,6+£0,9° 14,74£3,7°
BN 2,5 uM 3,5+0,8° 15,6+£2,3®
50 uM 3,7+2,6° 18,2+6,3°
Ip |40um 3,842,8° 15,6+3,8°

Dados apresentados como média de porcentagem =+ desvio padrdo para a avaliag@o da integridade fisica do acrossoma
pela coloragdo PNA-FITC, antes e apds a indugéo da reacdo acrossOmica, utilizando o inoforo de calcio 23187, por
citometria de fluxo. (BZ)=Benzamidina (BN)=Berenil (ip)=Inibidor Purificado. Nenhuma diferen¢a siginificativa
(p>0,05) foi observada para as varidveis avaliadas nas andlises entre os tratamentos.

Diferenca significativa Pré-RAI e Pés-RAI (p<0,05).

Na tabela 9 foram apresentados os
indices de fragmentacdo do DNA entre os
grupos tratados com o inibidor de serino
protease e o controle apds o descongelameto
do sémen eqiiino. Nido foi observada
diferenca significativa (p>0,05) entre os
grupos tratados com os inibidores e o
controle. Os espermatozodides eqiiinos pos-

descongelamento apresentaram baixo indice
de fragmentacdo, decorrente de alta
porcentagem de células maduras
(IDF™etectdvely o dos  sub-indices de
desfragmentacdo muito baixos. As amotras
também apresentam baixa porcetagem de
células imaturas.
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Tabela 9. Valores Médios (+ SD) dos indices de fragmentacdo do DNA do espermatozdide

eqiiino pds-congelamento.

Estrutura da Cromatinax

Células p Lo ~
Tratamento Imaturas Células Maduras Sub-Indices de fragmentacio

DN AAlto Teor IDFIndetectével IDFTotal IDFBaixo IDFMédio IDFAlto

Controle 4,617 98,1+ 1,62 1,007 0,5 0,1*%!
5’0 HM 4’5i0,7 97,8i0,2 1’8i0,4 1’2i0,4 O,SiO,l 0’ 1i0,0

BZ 7.5 uM 5,008 98,70 2,413 1,744 0,6 0,1
9.0 HM 4’5i0,8 98,2i0,5 1’6i0,3 0,910,2 O,SiO,l 0’ 1i0,0

1’0 I_LM 4’7i1,0 98’2i0,8 1’710,2 0’9i0,1 O’Sio,l O’IiO,l

BN 2.5 HM 4,7i1,1 97,3i0,9 2,210,8 1’3i0,4 0,6i0,2 0,210,3
50uM 4,8i1’2 98,2i0’2 1, 506 0’910,9 0’510,1 0, 1201

lp 4’0 HM 4;7‘."1,1 97’0i0,6 1’910,6 1’210,4 0’5-_#0,2 0’210,2

x Dados apresentados como média das porcentagens + desvio padrdo para diferentes estruturas de cromatina
avaliadas pela coloracdo com alaranjado de acridina por citometria de fluxo . DNA®" "= ¢glulas imaturas com alta
intensidade de fluorescéncia do tipo 1 (verde - FL1). IDF = indice de desfragmentagdo da cromatina identificado pela
intensidade de fluorescéncia do tipo 3 (vermelha — FL3). Nenhuma diferenca siginificativa (p>0,05) foi observada

para as variaveis avaliadas nas andlises entre os tratamentos.

4. Discussao

No presente experimento, foi
observada redugdo da motilidade
espermatica apds quatro horas do inicio do
resfriamento (Vidament et al, 2000). Quanto
maior o tempo de armazenamento do s€men
maior a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Estes podem levar a
peroxidacdo de lipidios de membrana
afetando sua fluidez (Yagi 1982; Box et al,,
1995).

E possivel que o periodo de
armazenamento do sémen, na temperatura
de resfriamento, utilizado no presente
experimento tenha sido suficiente para
formagcdo de ROS levando a redugdo da
motilidade espermadtica do sémen resfriado
comparado ao sémen fresco e diluido no
grupo controle.

Uma vez que a adicdo de inibidores
sintéticos e natural de serino protease aos
diluidores de resfriamento e congelamento
de sémen ndao melhorou a qualidade do
sémen eqilino no presente experimento, &
possivel que estes ndo tenham atuado sobre
0s mecanismos responsdveis pelo controle
da motilidade e integridade fisica e
funcional da membrana plasmdtica do
espermatozdide eqiiino. Inibidores de serino
protease atuam em diferentes sistemas

enzimdticos presentes na membrana, desde o
bloqueio da inativacdo da atividade adenil
ciclase, como observado em
espermatozdides de suino (Okamura et al.,
1990), até a reacdo acrossOmica, observada
em espermatozdéides de camundongo
(Fraser, 1982, Lai, 1982). Inibidores de
serino protease se ligam a uma enzima do
tipo tripsina de membrana plasmadtica, a qual
bloqueia a adenil ciclase como foi relatado
em espermatozdides suino do epididimo
(Okamura et al., 2002). Uma vez que os
inibidores estdo presentes no plasma seminal
eqliino, no sémen ejaculado ocorreria
bloqueio da agdo inibitdria da tripsina sobre
a adenil ciclase, iniciando oS mecanismos
envolvidos com a capacitacdo espermética
(Okamura et al., 1990, Okamura et al.,
2002). A adi¢do dos inibidores ao sémen
antes do resfriamento e congelamento
poderia impedir que ocorresse a reagdo
acrossoOmica decorrente de  alteracdes
resultantes da criopreservagdo. Inibicdo da
reacdo acrossOmica do espermatozéide de
suino do epididimo foi relatado com a
adicio de p-aminobezamidina ao sémen
(Green, 1978). Se os inibidores de serino
protease tivessem bloqueado a acdo da
tripsina sobre a adenil ciclase, no presente
experimento, os grupos tratados com os
inibidores apresentariam poderiam
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apresentar uma maior ou menor taxa de
capacitacdo espermdtica comparada ao
controle. No entanto, isto ndo foi observado
no presente experimento, sugerindo que a
adi¢do dos inibidores de serino protease ao
sémen eqiiino ndao impediu os efeitos
deletérios resultantes do processo de
congelamento e resfriamento dos

espermatozoides.
Como observado em
espermatozdides  eqiiino, no  presente

experimento, ndo foi verificada diferenca da
motilidade espermdtica apés a adicdo de
inibidores de serino proteases (p-
Aminobenzamidina e benzamidina) como foi
observado no s€émen de camundongo (Liu e
Meizel, 1979; Fraser, 1982), porco da india
(Perreault et al., 1982), e suino (Winnica et
al., 2000).

Durante a capacita¢do espermadtica a
adenilato ciclase favorecem a producdo
AMPc, a qual ativa a proteinase quinase A
(PKA). A PKA induz a fosforilacio de
proteinas tirosina produzindo substratos
(Visconti e Koft, 1998; Flesh e Gadella,
2000; Gadella e Colenbrander, 2003). Estes
em presenca de AMPc favorece a producio
de ATP, substrato energético responsivel
pela motilidade espermatica (Salem et al,
1992). Outro mecanismo do AMPc é quando
este estd associado a sintese de proteinas
mitocondriais regulando a  motilidade
espermatica via PKA (Bragg & Handel,
1979; Task & Meas, 1976). E possivel que
os inibidores n3o tenham atuado sobre os
mecanismos controladores da atividade
adenil ciclase e conseqilientemente os grupos
tratados ndo tenham diferido do controle
quanto a motilidade, integridade fisica e
funcional da membrana plasmética do
espermatozéide eqiiino.

Durante o armazenamento do s€émen
ocorre a producdo de ROS, os quais através
de suas propriedades anfipdticas poderiam
atravessar varios compartimentos celulares
favorecendo sua interacdo com diferentes
proteinas, interferindo na funcdo das
mesmas (Silva et al., 2006). Os oxigénios
reativos poderiam agir sobre as serino
proteases desbloqueando a adenil ciclase, a
qual promoveria a redistribuicio e
translocacao de fosfolipidios,
principalmente, fosfatidilcolina induzindo a
desestabilizagdo da membrana plasmatica

(Flesh e Gadella, 2000), durante a
criopreservagao.

Outro fator que poderia interferir
com a atividade de algumas proteinas seria a
redugio de temperatura para +5°C. Esta
poderia induzir a ativacdo prematura da
acrosina (e de outras serino protease
acrossOmicas) e essa ativagdo poderia
induzir a wuma protedlise interna do
acrossoma, resultando em danos da funcao
dessa estrutura, como foi observado em
espermatozdides de peru (Kotlowska et al.,
2007). A atividade da enzima acrosina pela
hidrolise do BApNA em espermatozdides
eqiiino, resfriado e fresco foi avaliada. Os
resultados demonstram que nao hé diferenca
significativa na atividade da acrosina no
sémen fresco e resfriado, ou seja, a acrosina
ndo perde atividade quando é resfriada, ou
mantida em temperatura ambiente. Quando
este mesmo procedimento foi realizado na
presenca de inibidores de serino protease,
também nao houve diferenca nos resultados
comparados aos procedimentos sem OS
inibidores (Neurath et al., 2005). Isto pode
ser explicado pelo fato de que o plasma
seminal j4 possuir inibidores, e esses ji
estivessem ligados as serino proteases,
impedindo a acdo de novos inibidores,
principalmente no sé€men fresco, pois a
estequiometria da reagdo € 1:1 (Jonakova et
al., 1991; Hermans et al., 1994;Ball et al.,
1997).

Da mesma forma, nenhum -efeito
diferencial dos inibidores foi identificado no
sémen pds-congelamento. Hipdtese para o
acometido pode ser pela acdo do agente
crioprotetor utilizado glicerol. Em trabalhos
realizados com espermatozdides de hmanso
quando o glicerol foi usado para extragdo
bioquimica da acrosina (Goodpasture et al.,
1980), esse induziu aumento do potencial
enzimatico da acrosina (Schill e Fritz ,
1976). Ha, portanto, indicios de que o
inibidor de serino protease ndo tenha
apresentado efeito no presente estudo em
decorréncia da presenga do glicerol presente
no meio de congelamento. Deste modo, o
glicerol poderia ter aumentado a atividade
da serino protease, como relatado por (Schill
e Fritz , 1976; Goodpasture et al., 1980; Ball
et al., 1997), sendo necessaria uma maior
concentracdo do inibidor para se obter o
efeito desejado sua inibicao.
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No presente trabalho foi possivel
iniciar um estudo comparativo da utilizagdo
do corante, Azul de Tripan e lodeto de
Propidio na avaliacdo da integridade fisica
do espermatozdide eqiiino por meio de
citometria de fluxo. Visto que a maioria dos
croméforos apresenta um alto custo, a
utilizacdo de um corante com um valor mais
baixo como o Azul de Tripan torna-se de
grande valia aos estudos da avaliagdo dos
espermatozdides eqilino, proporcionando
uma redu¢do do custo da técnica na
citometria de fluxo.

A taxa de reagdo acrossOmica
observada nos espermatozéides do grupo
controle (3,8%) ndo foi maior (p>0,05) que
nos grupos tratados com os inibidores (2,6 a
4,4%). Ao contrario, em estudos com
espermatozodides de camundongo e porco da
india, ap6s a adicio de benzamidina
(inibidor competitivo de serino protease) foi
observada inibicdo da vesiculacdo da
membrana plasmadtica e acrossdmica externa
e da dispersdo da matriz acrossomal, apds
inducdo com iondforo de calcio A23187
(Fraser 1982; Perreault, et al.,1982). A
resposta a inducdo da reacdo acrossOmica
pode variar de acordo com o indutor
utilizado. Embora os inibidores de serino
protease utilizados em estudos com
espermatozdides de camundongo (Fraser
1982) e porco da india (Perreault, et
al.,1982), tenham sido os mesmos utilizados
no presente experimento, niao foi observado
diferenca entre a taxa de reagdo acrossomica
induzida entre o grupo controle e os grupos
tratados com inibidores sintéticos e natural
de serino protease. A diferenca quanto a taxa
de reacdo acrossomica observada de acordo
com o inibidor utilizado pode ter sido
decorrente da diferenca entre as espécies
estudadas e o método de estudo empregado
(Perreault et al., 1982).

Em espermatozéides de humanos
quando a reacdo acrossOomica foi induzida
por progesterona na presenca de inibidores
sintéticos de serino protease ndo ocorreu a
reacdo acrossomica (Pillai e colaboradores
1991). Ao contrério, com a inducdo por
ion6foro de cdlcio houve inibi¢do da
vesiculacdo com perda da  matriz
acrossomal. Resultados semelhantes foram
relatados com  espermatozdides  de
camundongo (Fraser, 1982) e rato (Lui e

Meizel, 1979). Por outro lado, em
espermatozdides de porco da india foi
observado que o inibidor sintético de serino
protease, (p-Aminobenzamidina) nio
bloqueava a vesiculacdo da membrana e sim
a disperssio da matriz acrossomal
(Green,1978).

A integridade do DNA das células
espermadticas é modificada no processo de
espermiogénese € maturagdo espermatica no
epididimo com a substituicio das histonas
por protaminas responsaveis pela
condensacdo final e estabilizacio da
cromatina  espermdtica  (Steger, 1999;
Kierszenbaum, 2001; Rodriguez-Martinez,
et al.,, 1990). A sua estabilizacdo é mantida
por componentes do plasma seminal como
zinco e proteinas ligadas ao zinco (Kvist et
al., 1980). A integridade da estrutura da
cromatina espermdtica é um importante fator
na fertilizagc@o e desenvolvimento
embriondrio, e pode ser afetada pela
composicdo do meio de congelamento e
temperatura e tempo de armazenamento do
sémen (Evenson et al., 1980; Morris, et
al.,2002; Love et al., 1998).

Foi verificado que o congelamento

de sémen reduz significativamente a
integridade do DNA do espermatozéide
eqiiino, sendo um dos problemas nas taxas
de fertilidade. Este efeito pode ser
decorrente das espécies oxigénio reativas
(ROS) ou até mesmo dos protocolos de
congelamento. Em um estudo conduzido por
Love et al. (2005) ficou demonstrado que o
aumento da quantidade de plasma seminal
em garanhdes altamente férteis, pode levar a
um declinio na integridade do DNA, sem,
contudo, serem observadas queda na
motilidade, isto decorrente da presenca de
ROS. No presente trabalho ndo foi
observado um alto indice de fragmentagdo
do DNA dos espermatozdides dos animais
de estudo, representado pela média e desvio
padrao dos valores de células maduras no
pardmetro IDF™*“*!  Foi demonstrado
que a qualidade do DNA espermdtico de
alguns garanhdes de baixa fertilidade pode
ser menor do que em garanhdes férteis
quando em condi¢des de armazenamento
similares (Love, 2005). Deste modo, é
possivel inferir que os animais do presente
estudo apresentaram uma boa qualidade
estrutural do DNA  espermdtico. A
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desnaturacdo da cromatina é mais alta no
sémen de garanhdes sub-férteis em
comparacao a garanhdes férteis (32% versus
16%) e o escore de desnaturacdo ¢é
negativamente correlacionado com a taxa de
prenhez (Kenney et al., 1995).

O presente estudo corrobora com os
trabalhos realizados Kvist e colaboradores
(1980) e Neild colaboradores (2005) nos
quais que a variagdo individual do indice de
fragmentacdo do DNA espermdtico eqiiino
estd relacionado somente a espermiogénese
e ndo a fatores ligados ao processo de crio-
preservagdo do sémen.

S. Conclusiao

A adicdo de inibidores de serino protease
natural ou sintetico, no meio de resfriamento
e congelamento do semen eqilino, mostrou
que estas proteinas ndo melhoram a

qualidade espermatica pos-
descongelamento. Em  relagdo  aos
pardmetros  avaliados  integridade e

funcionalidade da membrana plasmadtica,
integridade do acrosoma, na indugdo da
reacdo acrossomica, motilidade progressiva
e na estrutura do DNA.

CAPITULO IV

SUGESTOES E RECOMENDACOES

Conforme sugerido na discussdo dos
dados recomendam-se estudos fisico-
quimicos do inibidor de serino protease
(natural) do plasma seminal eqiiino, para
dirrimir quaisquer ddvidas quanto ao seu
papel de associacdo enzima-inibidor natural.
Além de estudos do seu efeito inibidor no
processo de fertilizacao.

Trabalhos futuros devem  ser
realizados para elucidar a estrutura primdria
do inibidor de serino protease, visto que a
comparagdo com outras enzimas com a
mesma caracteristica torna-se de grande
interesse para o estudo protéomico. Outro
fato de estudo sdo as diferentes isoformas
encontradas do inibidor que podem estar
relacionadas a individualidade do animal ou
a fatores relacionados a maturidade sexual.

Quanto ao efeito do inibidor sobre
as células espermdticas € necessdrio um
esclarecimento se realmente constituintes do
meio de congelamento como o glicerol, ou o
efeito da diluicdo podem ter sido os fatores

preponderantes para a nao acido do inibidor
sobre as células espermaéticas.

Como se pode observar o tema deste
estudo € bastante amplo e ndo se considera
que tenham sido esgostadas todas as
varidveis envolvidas no processo de
criopreservacdo e de sua melhoria nesta
investigacdo. Uma vez que foge ao nosso
objetivo, neste trabalho ndo foram
investigados o potencial de a¢do do inibidor
de serino protease nem o sequenciamento do
mesmo. Considera-se que dado o carater
deste trabalho como iniciador de uma linha
de pesquisa.
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ANEXO 1.

PROTOCOLO DE PREPARO DO GEL GRADIENTE

Solucoes Gel de Gel de
Separacio 5% Separacao 20%

Acrilamida 30% 4,17 mL 16,7 mL
Tampao Tris-HC1 1,5M pH 6,25 mL 6,25 mL

8,8

SDS 10% 250 uL 250 uL
Persulfato de Amonio 10% 125 uLL 125 uLL
TEMED 25 uL 25 uL
Agua Milli_Q 14,18 mL 1,65mL
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ANEXO 2.

MEIO DE DILUICAO E CONGELAMENTO

Meio Kenney (Kenney et al., 1975)

INRA 82 (Vidament et al., 1997)

Componente Quantidade
Glicose 49¢g
Leite em P6 (desnatado) 24¢g
Penicilina 1,5x10° UI
Estreptomicina 1,5¢
pH 7.4
Osmolaridade 392 mOsm
Volume final (1 litro)

Componente Quantidade
Leite desnatado UHT 500 mL
Glicose 25¢g
Lactose 1,5¢
Rafinose 1,5¢
Citrato de Sodio 0,25
Citrato de Potassio 041g
Hepes 4,76g
Gema de ovo 20 mL (0,2%)
Glicerol 25mL (2,5 %)
Sulfato de gentamicina 50 mg
Penicilina G 50.000uni
pH 6,9
Osmolaridade 356 mOsm

Volume final (1 litro)
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ANEXO 3.

PROTOCOLO PARA COLORACAO ESPERMATICA CFDA e PI

Solucao de coloracao

20 pL solucao A

10 puL solugdo B

20 pL solucao C

950 uL sémen
Incubar a 30°C por 8min no escuro. Depositar 3 uL da amostra sobre a 1dmina e sobre esta
a laminula. Observar com aumento de 1000X e 6leo de imersdo (200 esp).

Interpretacio — espermatozdides com membrana plasmatica integra fluorescerdo de
verde e os com membrana plasmaética lesionada corardo de vermelho.
Solucio A
e 1mL DMSO
e 0,46 mg CFDA
e (Congelar a -20°C mantendo no escuro)

Solucido B

¢ ImL de solugdo Salina (0,9% NaCl)

¢ 0,5mgdePI

e (Congelara -20°C mantendo no escuro)
Solucao C

¢ Solucdo Formolcitrato

e (0,725g citrato de sédio

e 25mL 4gua bidestilada

[ ]

Desprezar 1mL e adicionar ImL formalina (37%)
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ANEXO 4.

PROTOCOLO PNA/PI
(Citometria de fluxo)

e  Descongelar a amostra de s€émen a 75°C por 7 segundos, seguido de imersdo em banho-
maria 37°C por mais 30 segundos;

° Diluir 1:20 em PBS filtrado (0,22 um) - 250 pL sémen em 5 mL PBS a 37°C;
(SUSPENSAO)

e  Misturar 200 pL da suspensdo + 15 pL (Conc. final 1,125 pg/mL) da solugdo trabalho
de FITC-PNA diluida 1:2

. Incubar 10 minutos em temperatura (37°C);

e  Adicionar 1 mL PBS + 30 pL PI (1,5 mM) e incubar por mais 10 minutos;
(Temperatura ambiente)

. Fazer a leitura no citometro de fluxo.

Solucao Estoque (PNA-FITC)

1500 pg/mL

Solucao Trabalho

100 pL da solugdo estoque + 1 mL PBS (150 pg/mL)

Acrescentar + 1 mL de PBS e pipetar 15 pL. nas amostras (75 pg/mL).
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ANEXO 5.

PROTOCOLO COM AZUL DE TRIPAN
(Citometria de fluxo)

e  Descongelar a amostra de sémen a 75°C por 7 segundos, seguido de imersdo em banho-
maria 37°C por mais 30 segundos;

o Diluir 1:20 em PBS filtrado (0,22 um) - 250 ul. sémen em 5 mL PBS a 37°C;
(SUSPENSAO)

200 pL da suspensdo (diluida em PBS)

Adicionar ImL PBS + 5 pL. Azul de Tripan 0,4%

Incubar por 10 min (37°C)

Fazer leitura no citdmetro de fluxo
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ANEXO 6.
PROTOCOLO COLORACAO DNA COM ACRIDINE ORANGE (AO)
(Citometria de Fluxo)

e Descongelar a amostra de sémen a 75°C por 7 segundos, seguido de imersdo em banho-
maria 37°C por mais 30 segundos;

Amostra mantida a 37°C

5 uL de sémen diluido em 200 uL do Meio — 1 (37°C)

Adicionar 400 uL do Meio — 2 (37°C)

Ap6s 30 segundos 1.2 mL do Meio - 3 (37°C)

Adicionar 10 uL de AO concentragio inicial de 1mg/mL (37°C)

Avaliacio 3 minutos ap6s a adi¢io do meio — 3 (37°C)

Interpetacao
Verde fluorescente —-DNA integro (fita dupla)
Vermelho fluorescente — Dupla com defeito (fita simples)

Solucées dos meios

Meio -1

(4,380g NaCl; 0,790¢g Tris-HCI; 0,186g EDTA ; em dgua 500mL deionizada pH7,4)
(Concentracao células 1-2 x10° cells/mL)

Meio -2

(1 mL de 2N de HCI; 2,19g NaCl; 0,25 mL Triton X100 ; preparado em 250 mL dgua
deionizada pH7,4)

Meio -3

(3,8869¢g acido citrico; 8,9429g NaHPO,; 0,17 g M EDTA Disodiun ; 4,3850g NaCl ;
Contendo 4pg/mL de (AO) da solucdo estoque 1mg/mL — dgua deionizada 500mL pH 6,0
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ANEXO 7.

vV Vv VY V

PROTOCOLO DE TITULACAO DO IONOFORO DE CALCIO
(Citometria de Fluxo)

Descongelar a amostra de s€émen a 75°C por 7 segundos, seguido de imersao em banho-
maria 37°C por mais 30 segundos;

Adicionar 5 pL (TITULA(;AO) em 50 x 10° sptz (1 palheta);

5 pL do IONO 0,95mM diluida 1: 200 (SuM)

Preparar amostra para avaliacdo (Temperatura 22°C)

5 min; 10 min; 30 min

Preparar amostra para avaliacdo a (Temperatura de 37 °C)

5 min; 10 min; 30 min

Seguir o protocolo do PNA/PI Anexo 2.
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ANEXO 8.

PROTOCOLO DE REACAO ACROSSOMICA INDUZIDA (RAJ)
(Citometria de Fluxo)

e  Descongelar a amostra de s€émen (1 palheta) a 75°C por 7 segundos, seguido de imersdo
em banho-maria 37°C por mais 30 segundos;

. Adicionar 5 pL da solucdo trabalho (5SuM) em 50 x 10° sptz (1 palheta);
° Incubar por 30 minutos;
. Fazer a leitura com PNA/PI no citdometro de fluxo.
Solucio Estoque
Misturar 1 mg de Célcio ion6foro + 2mL. DMSO (Concentragdo: 0,00095 M)
Solucao Trabalho

Misturar 5,26 pL. + 994,77 uL. DMSO (Concentrag¢do: SuM/mL)
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Abstract

Study of the seminal plasma proteinase inhibitors can help discover various changes in protein
functions and protein-protein interactions, which can modulate sperm function, such as
hyperactivation and acrosome reaction. Proteinase inhibitors are present in various glands,
tissues, and secretions of the male reproductive tract. Some of these inhibitors bind to the
acrosomal region of the sperm, and their release during in vitro or in utero incubation suggests
that they may play a role in fertilization process.

The aims of the study were to isolate and identify equine seminal plasma proteinase inhibitors,
to evaluate their inhibitory potential, and to test a correlation between protein concentration in
seminal plasma supernatant (obtained after precipitation with 36% ammonium sulfate) and
stallion sexual maturity. Seminal plasma proteins obtained from six stallions were
chromatographed in a Superose 12 (FPLC system) column followed by C;s HPLC reverse-
phase. Inhibition of trypsin amidasic activity was evaluated in the collected fractions and active
proteins were founded with an average molecular mass of 6.3-7.0 kDa identified by mass
spectrometry. The older stallions showed a tendency the reduction in total seminal plasma
protein concentration, but had similar concentrations of proteinase inhibitor in seminal plasma
supernatant (p>0.05). Different proteinase inhibitor isoforms were found in semen of all
stallions which suggests that the isoforms may be used as biomarkers of individual animals.
Key words: Serine-proteinase inhibitor, seminal plasma, stallion.

1.Introduction

Spermatozoa acquire the ability to fertilize an egg during a complex, sequentially-
ordered process known as post-testicular sperm maturation [1]. Some proteins that are present in
the seminal fluids could act as inhibitors or activators of processes related to the fertilization [2].
The inhibitors of serine proteases are important natural tools to regulate the physiological
activity of the proteinase as well as to signal interactions with receptors [3]. Inhibitors of serine
proteases were discovered and characterized in the seminal plasma of bulls [4], mice [5] and
guinea-pig [6]. The study of inhibitors of serine protease in these seminal plasma can help to
understand the physiological changes that occur during the reproduction as well as in the
protein-protein interactions in the fertilization process. The subsequent phenomena can
modulate functions in the spermatozoon such as training hyperactivation and acrosome reaction
[3,7,8]. Inhibitors of serine protease act as a decapacitation factor [9] that could prevent the
penetration of the spermatozoon "in vitro" in the zona pellucida of oocyte of mammals
[10,11,12]. Considering that this inhibitors acta in the acrosomal membrane of the
spermatozoon, it is suggested that these inhibitors can act in the fertilization process [5].

The aim of the study was to isolate and to partial characterize proteinase inhibitors
from equine seminal plasma to evaluate their possible inhibitory potential. IA correlation
between total protein concentration in seminal plasma (obtained after precipitation with 36%
ammonium sulfate) and serine protease inhibition degree was also performed and stallion
sexual maturity.
2.Materials and Methods
Animals. Ejaculates of six stallions (5, 8, 14 and 20 years old) were collected using an artificial
vagina (model “Hannover”). Semen samples were evaluated for progressive motility with a
bright field microscopy (100x). Ejaculates containing a minimum of 50% of spermatozoa with
progressive motility were used in the study. All samples were cooled down to 5°C with a
cooling rate of 1°C min™ since such a rate does not induce a cold-shock effect [13,14].
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Protein purification. To obtain isolated seminal plasma proteins, semen was centrifuged for 30
min at 4°C (600g). Then, the supernatant was brought to 36% (wt/vol) saturation with
ammonium sulfate adjusted to pH 2.0 with 6 mol L™ HCI, stirred for 30 min, and allowed to
stand at 0'C for 30 min [4]. The samples were centrifuged again (600xg, 4°C, 30 min), the
supernatant and the ammonium sulfate pellet were dialyzed for 24h up to a 8,000 dilution factor
with 0.5% (by volume) aqueous acetic acid solutionusing exclusion membrane of 1,000 Da
cut-off, and finally freeze-dried.

Trypsin inhibitors were further purified (the supernatant) by gel filtration chromatography using
a Superose 12 HR 10/30 column equilibrated with 25 mmol.L"" Tris-HCI, pH 7.4 at room
temperature in a fast performance liquid chromatography (FPLC-system), using a flow rate of
0.5mL.min" and a collected fraction volume of 1.5 mL. The mobile phase was the same
solution used for equilibration.

The fractions containing trypsin inhibitory activity were then applied to a reversed-phase Cig
column Shim-pack CLC-ODS and subjected to a high performance liquid chromatography (RP-
HPLC), the proteins were detected by absorbance at 280nm. Mobile phase A was a aqueous
solution of 0.1% trifluoracetic acid (TFA) and mobile phase B was 80% aqueous acetonitrile
solutioncontaining 0.1% TFA, the loaded sample volume was 50uL and the collected sample
volume was 500 uL. Percentage o solvent B varied from 0 to 80% during 50min at a 1.0
mL.min"' flow rate .

Protein determination. The total protein in the crude extract and in the fractions enriched with
serine protease inhibitor were determined according to the Bradford methodin triplicate [15].
Mass spectrometry. The average molecular mass of the protein was determined by electro spray
mass spectrometry (Q-TOF Micro®, Micromass, UK) in positive ion mode. Mass spectrometer
calibrations were performed by using sodium iodide with cesium iodide in the 100-3000 m/z
range. The protein was solubilised (at final concentration up to 20-50umol.L™") in 100 pL of
50% aqueous acetonitrile containing 0.1% TFA and applied to the mass spectrometer by a
syringe pump system at a flow rate of 10 uL.min"'. The capillary voltages was 2 kV and the
cone voltages was 15 V. The spectrum obtained was the result from twenty combined scans
(2.0s). Original data (m/z) were treated (base line subtraction, smoothing and centering) and
transformed into a mass (Da) spectrum. Data were analysed by the Masslynx® 4.0 software.
Proteinase inhibitory activity. Trypsin activity was used to evaluate proteinase inhibitory
activity of the partially-purified extracts. The trypsin activity was assayed
spectrophotometrically (UV-visible recording spectrophotometer Shimadzu-160A) at 410 nm
by using the synthetic substrate N-a-alpha-benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide (BAPNA) in 25
mmol.L" Tris-buffer, pH 7.4. Each 1 mL assay contained 3 pgmL™" trypsin, 55 mmol.L" DL-
BAPNA, and various amounts of buffered supernatant protein fractions solutions were prepared
at4 ug mL™" . This assay was performed at 37°C [1,9].

Statistical analysis. The statistics of entire work were calculated using the software Origin®
version 7.0 (Originlab — Scientific Graphing and Analysis Software). The statistical analysis T
test was used to compare the trypsin inhibition percentages.

3.Results

Relation between total protein concentration and stallion age. After the preparation of seminal
plasma proteins , the Bradford [15] assay was used to determine the total protein concentration
(Table 1). Results suggest that there is an inverse relation between stallion age and total protein
concentration (Fig.1).
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Figure 1. Fitting of experimental points of protein concentration in seminal plasma supernatant versus stallion age;
Linear regression shows an R value of the 0.978; p<0.001.

Table 1. Total protein and Inhibitor concentration of six animals

Animal Age [Prot] * Sb Inhibitor concentration

(years) (mg.mL") (mg.mL")
1 14 30.20P® 0.27+00"*
2 5 76.5021° 0.25%0012
3 20 7.6°0%¢ 0.40*0*
4 5 80.0**7" 0.20* %2
5 14 36.5% 00 0.30*0*
6 8 29.3*020¢ 0260922

[Prot] = Total protein concentration. The inhibitor concentrations, combined fractions No. 8 and 9 after gel filtration,
are statistically similar in all animals (p<0.05).

Purification of protease inhibitors. After inhibition activity determination of the plasma seminal
sample (supernatant and the reconstituted ammonium sulfate pellet), it was observed that the
unique sample that had inhibitory activity was the supernatant. Seminal plasma supernatant
proteins were submitted into gel filtration (Superosel2) chromatography in FPLC-system.
Fifteen fractions were collected and analyzed. Four main peaks with satisfactory separation
were found (Fig.2).
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Figure. 2. Fast performance liquid chromatography (FPLC) of stallion seminal plasma proteins
using a Superose 12 gel filtration column. Absorbance at 280 nm is presented as a line and the
peaks represent proteins in different retention time. The chromatogram is representative for all
the studied animals.

The same procedure was performed for all six animals and a great similarity was observed

among their chromatograms, and this can be observed in Table 2.

Table 2. Comparison of the retention time values among the main four peaks of gel filtration
chromatography, of samples from six stallions.

Retention Time (min)

Animal Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4
1 14.7 34.8 38.7 40.7
2 15.1 34.5 38.9 40.9
3 15.2 35.0 39.0 40.0
4 14.9 35.7 39.7 40.7
5 14.6 35.1 39.6 40.6
6 14.9 349 39.1 40.1

The protease inhibitor activity was found in fractions 7, 8 and 9 from the gel filtration column
with inhibition in range of the 80-97% (Fig.3). These results were observed in all the studied
animals. Protein concentration in the combined fractions 8 and 9 the mean trypsin inhibitor
concentration were similar in each animal (p>0.05).

Reverse phase chromatography of proteinase inhibitors. The fractions containing trypsin

inhibitors (fractions 8 and 9) were combined and applied to a reverse phase C;s column in order
to obtain proteins with high purity. Four main protein fractions were obtained in all stallions
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samples (Fig. 4). The inhibition potential of all the fractions was evaluated and only fractions
that present inhibitory activity higher than50% were further analyzed by the percentage of peak

area and inhibitory activity (Table 3).
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Figure. 3. Percentage of inhibition of the fifteen fractions, after chromatography of molecular exclusion of the
seminal plasma proteins from six stallions. The inhibition potential was found in fractions 7, 8 and 9 in most of the

animals. The last column is the corresponding control.
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Figure. 4. Reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) of combined
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fractions 8 and 9 obtained after gel filtration (see: fig. 2); this profile is representative for all
animals. Elution was carried out with a linear gradient of 0-80% acetonitrile/0.1%TFA for 50
minutes. The F1 fraction was the only one that has more than 50% inhibitory activity (see Table
3).

Table 3. Characterization of F1 protein fractions obtained by RP-HPLC chromatography.

Animal Retention time Inhibition Peak area Inhibition/Peak area
(min) (%) (%)
1 24.12 97 253 3.83
2 23.45 97 17.5 5.54
3 24.08 96 244 3.93
4 24.09 95 25.6 3.71
5 24.06 98 242 4.04
6 24.07 98 239 4.10

Mass spectrometry results. The ESI-MS spectra showed two distinct distribution patterns of ion
peaks. The presence of one or two trypsin inhibitors in the F1 fraction of the seminal plasma is
shown in Table 4. Each stallion contained inhibitors of different molecular masses in the
seminal plasma.
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Table. 4. Molecular mass of trypsin inhibitors of the F1 fraction detected by mass spectrometry
(ESI-MYS) in individual stallions.

Stallion Molecular mass (Da)
1 6925.14 %02
2 6772.65 **' 7227.48 =03
3 6732.42 =0 7030.19 **%
4 6372.75 *°% 7226.93 *0%
5 6372.71 *0% 7029.42 =¥
6 6372.26 %>

The F1 fraction obtained after RP-HPLC is the only fraction with more than 50% of inhibitory activity.

4.Discussion

In the present study, the results suggest a negative correlation between total semen protein
concentration and stallion age According to Strzezek et al. [16], there are qualitative changes in
protein profiles of boar seminal plasma during the animal aging and quantitative changes in
response to variation of physiological processes maturation. In 4.5 year-old stallions, some
biochemical components of the seminal plasma such as glycerylphosphorylcholine,
ergothioneine and total protein are significantly lower than those of mature stallions [3,17].

Investigations by Fillenberge et al. [18] in horse seminal plasma, using precipitation also
reported the presence of a complex displaying proteinase inhibitory properties (800 kDa). The
proteinase inhibitor was also identified in seminal plasma of boars [19], bulls [4].

The present study, using seminal plasma fractionation by gel filtration chromatography
followed by reverse-phase separation and mass spectrometry identification, proteinase inhibitors
could be identified by assay with bovine trypsin showed was. It was observed that these
proteinase inhibitors are low-molecular weight proteins (6.3-7.0 kDa) in contradistinction to the
high-molecular weight complex found in previous studies. Another important observation is that
the low-molecular weight inhibitor is glycosylated, which is in accordance to previously
described studies [23]. In conclusion, the present is study show that different inhibitor types can
be found in horse seminal plasma, which can be related to physiology or biochemical
parameters such as modification of proteolytic activity in the animal [20]. The own epididimal
sperm maturation could involve changes in proteins domains, mainly due to modifications in
protein structure [21]. Some of these modifications result from very specific proteolytic
processing leading to the disappearance or formation the new proteins. Thus, this suggests that
some physiological regulation occurs, governing the transcription process and the expression of
one or other inhibitor species. Nevertheless, the inhibitor type does not interfere in the overall
trypsin-like specific activity that is kept over 95% in all the samples. The inhibition percentage
of serine protease does not correlate to the total protein concentration, suggesting that this not
this related to the processes of sexual maturation. Thus, this suggests the possibility of using
proteinase inhibitors with other function as biomarkers of stallion semen [22]. Therefore, the
total protein concentration may be related to the sexual maturation, but new studies have to be
accomplished.

5. Conclusion

The chromatography of molecular exclusion and the chromatography in reverse phase came as
excellent technique for the purification of the inhibitor of the equine seminal plasma, not
causing any structural and functional damage to the inhibitor. In the present work it is possible
to verify that that same inhibitor doesn't present direct relationship with the sexual maturity of
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the equine ones. However it is possible to verify for mass spectrometry that there is different
isoform of this inhibitor in the seminal plasma of the studied animals, suggesting changes in the
isoform with the age of the animal.
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