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RESUMO

E relatado o efeito favoravel de proteinas do plasma seminal de touro na célula
espermatica, incluindo capacitacdo, interacdo com o epitélio do oviduto com efeitos
positivos na fertilizacdo. Este trabalho teve como objetivo purificar o Binder of SPerm 1
(BSP1), proteina presente no fluido seminal de touros pela técnica de precipitacdo por
sulfato de aménio e observar o efeito da adicdo dessa proteina na congelabilidade de
sémen de garanhdes. Para tal, no experimento 1 foi realizada purificacdo parcial da
proteina BSP1, atraves da precipitacdo com sulfato de amonio. Fluido seminal foi
extraido das glandulas vesiculares de dez touros em abatedouro comercial. Apds
extracdo do fluido, foi utilizado um inibidor de proteases e um pool de todas as
amostras foi armazenado a -20°C, reservando-se uma aliquota para se determinar a
concentracdo de proteina. Para acompanhar o processo de purificacdo, foram realizados
SDS-PAGE e Western blot confirmando a presenga de BSP1. Foi observada presenga
da proteina em todas as fracdes, em média 98%. De posse dessa proteina, foi realizado o
experimento 2 avaliando-se o efeito da adicdo do BSP1 em sémen de garanhdes nas
concentragdes de O (Controle), 10, 20 e 40 pg/mL ao diluente comercial
(BOTUCRIO®), no sémen de 4 garanhdes da raca quarto de milha, totalizando 5
ejaculados por reprodutor. Apds avaliacdo, sémen foi centrifugado, diluidos para
congelamento, acrescidos da proteina BSP1, e criopreservados com auxilio de maguina
de congelacdo programavel (TK 3000®). Houve diferenca significativa nos parametros
de velocidade espermatica (ALH, BCF, WOB) tanto no tempo Oh como tempo 1 hora (P
< 0.05). Houve ainda diferenga quanto ao potencial de membrana mitocondrial dos
espermatozoides, quando adicionada a proteina na concentragdo de 10 pg/mL, sendo
inferior as demais concentragdes e controle. A adi¢do do BSP1 ndo provocou nenhuma
alteracdo de IAC ou IMP, mesmo se tratando de espécies heter6logas comprovando que
ndo houve dano a celula espermatica do garanhdo. Como o bovino apresenta uma alta
fertilidade em relacdo ao garanhdo, esse estudo possibilita uma perspectiva do uso de

proteinas de espécies heterdlogas na melhoria da qualidade seminal em garanhdes.

Palavras-chave: BSP1, plasma seminal, garanh&o, criopreservacao.



ABSTRACT

It is reported a beneficial effect of seminal plasma proteins from bulls in
cryopreservation of several species. Some seminal plasma proteins has a positive effect
on sperm cell, including sperm capacitation, interaction with oviductal epithelium with
a positive effect on fertilization. This work aimed to purify the Binder of SPerm 1
(BSP1), protein present in the seminal fluid of bulls by ammonium sulfate precipitation
and observe the effect of addition of this protein in stallion semen congelability. In
experiment 1, BSP1 purification was performed by precipitation with ammonium
sulfate technique. Seminal fluid was extracted from vesicular glands obtained from ten
bulls in a commercial slaughterhouse. After extraction, a protein inhibitor was used and
a pool of all samples were stored at -20°C, separating a portion to determine
concentration. To check process of purification, SDS-PAGE and Western blot was
performed confirming presence of BSP1. Protein presence was observed in all the
fractions on average of 98%. With this protein, experiment 2 was conducted to evaluate
the effect of addition of BSP1 to stallion semen at concentrations of O (control), 10, 20
and 40 pg/mL to a commercial extender (BOTUCRIO®), in the 4 quarter horse
stallions, in a total of 5 ejaculate by sire. After evaluation, semen was centrifuged,
diluted to freeze adding BSP1 protein, in a freezing programmable machine (TK
3000®). Significant difference was seen in sperm kinetic parameters (ALH, BCF,
WOB) both in “0” time and “1 hour” incubation time as well (P < 0.05). There was also
a difference in mitochondrial membrane potential, when added the protein at a
concentration of 10 pg/mL, being lower than the other concentrations and control. The
addition of the BSP1 did not cause any damage in acrosomal or plasma membrane
integrity, even being from heterologous species. As the bull presentes a high fertility
compared to stallion, this study provides a good perspective on the use of heterologous

proteins in order to improve seminal quality in stallions.

Keywords: BSP1, seminal plasma, Stallion, cryopreservation.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia de criopreservacdo tem apresentado desenvolvimento notorio,
tanto no melhoramento da qualidade do sémen apds seu processamento (JOBIM, 2011).
Durante o processo da criopreservacdo e/ou descongelamento, sdo observados alguns
danos, como a formacdo de cristais de gelo intracelulares; aumento da concentracédo
intra-celular de solutos; e alteracbes resultantes da desidratacdo celular durante a
congelacdo. As lesbes celulares podem ter causas diretas, afetando estruturas celulares
(ruptura de membranas); ou indiretas, alterando as fun¢des celulares através do processo
metabdlico (HOLT, 2000).

Dentre os danos ocorridos na célula espermética durante o processo de
criopreservacao estdo incluidas também injdrias e perdas de proteinas da superficie
espermatica (LASSO et al., 1994). A diferenca entre a composicdo da membrana
espermatica do sémen fresco e congelado pode ser a base molecular para as diferencas
observadas na fertilidade do sémen criopreservado (OLLERO et al., 1998).

Apesar dos grandes progressos alcancados com as técnicas da criopreservagédo
do sémen equino, ainda sdo obtidas perdas em torno de 50% de espermatozoides viaveis
durante o processo (WATSON, 2000). Adicionalmente, sabe-se que grande parte dos
garanhdes ndo respondem bem ao uso desta biotécnica, havendo assim, um aumento
significativo no numero de pesquisas nesse sentido, com o objetivo de superar essa
variacdo individual (VIDAMENT, 2005).

De acordo com Sullivan et al (1975) e Voss (1993) a espécie equina possui um
dos menores indices de fertilidade, quando comparada com as demais espécies de
producdo. Parte desse resultado esta correlacionado com o fato de que, os garanhdes ndo
sdo selecionados por sua fertilidade, como ocorre na selecdo de reprodutores bovinos
(MERKT, 1986; HUGUES, 1991).

Diversos estudos relataram efeitos benéficos da utilizacdo do plasma seminal na
criopreservacao de diversas espécies tais como equinos (KATILA et al, 2002), bovinos
(RONCOLETTA et al, 2002), humanos (BEM et al, 1997), suinos (METZ et al, 1990) e
ovinos (GHAOUI et al, 2007). Aurich et al, (1996) relataram que espermatozoides de
garanhBes com baixa motilidade pds-descongelamento (<20%) apresentaram melhora
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quando foram criopreservados com plasma seminal de garanhdes que produziam
espermatozoides com alta motilidade p6s-descongelamento.

A expectativa de dispor de marcadores moleculares que auxiliem a indicacdo da
fertilidade potencial do animal tem sido objeto de inUmeras pesquisas nas ultimas
décadas, que provavelmente poderdo contribuir significativamente na escolha de
reprodutores superiores (JOBIM et al, 2009; MOURA et al, 2011). Pardmetros como
motilidade e morfologia espermatica sdo bastante utilizados como método de avaliacao
dos aspectos da reproducdo dos machos, mas ainda apresentam limitada relacdo com os
indices de fertilidade “in vivo” (KILLIAN et al, 1993; MOURA, 2005; MOURA et al,
2006a, b, 2010). No entanto, os resultados mais significativos envolvendo tais indices
indicam proteinas como potenciais candidatas a marcadores (JOBIM et al, 2009).

Segundo Moura et al, (2009), todas estas linhas de estudo pressupdem a hipdtese
de que os componentes moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que 0s cercam,
influenciam a capacidade fecundante de tais células, e as diferencas de fertilidade
observadas entre os animais, ndo explicadas pelos testes de rotina para avaliacdo da
qualidade do sémen, relacionam-se com esses componentes.

Portanto, a avaliacdo protedmica dos fluidos reprodutivos fornece informacées
importantes para a compreensdo dos mecanismos que determinam a capacidade
fecundante dos gametas masculinos e, consequentemente, dos reprodutores (MOURA et
al, 2011). Com o estudo da protedbmica, é possivel identificar e analisar as funcdes das
proteinas presentes em diversos tipos celulares, incluindo os espermatozéides (MOURA
et al, 2013).

As BSPs sdo uma das proteinas do plasma seminal mais estudadas nas espécies
de mamiferos. Além de serem abundantes em ruminantes, os estudos realizados em
touros confirmam o efeito diverso no espermatozoide, que incluem capacitacao,
interacdo com o epitélio do oviduto e fertilizacdo. Esses estudos indicam que essas
proteinas podem se tornar possiveis alvos para o desenvolvimento de novos marcadores
de fertilidade, além de poder melhorar os resultados das Biotécnicas de reproducéo

assistida que ainda estdo abaixo do desejavel. (MOURA et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da adi¢do Binder of SPerm 1 (BSP1) de bovinos na congelabilidade de

sémen de garanhéo.

Objetivos Especificos

e Purificar a BSP1, proteina presente no fluido seminal de touros utilizando-se a

técnica de precipitacdo por sulfato de aménio;

e Avaliar se a adicdo da proteina recombinante BSP1 com atividade homologa ao
sémen equino pode ser correlacionada com a preservacdo da congelacdo do

sémen;

e Avaliacdo espermética pos-descongelamento com diluidor acrescido de BSP1
nas concentrac@es de 0, 10, 20 e 40ug/mL através dos parametros in vitro pelo
sistema computadorizado CASA e integridade de membrana plasmaética,

acrossomal e atividade mitocondrial através de microscopia de epifluorescéncia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Vesicula seminal e fluido das glandulas vesiculares

As vesiculas seminais (Figura 1) se encontram lateralmente as ampolas,
proximas a bexiga. Em bovinos, ovinos e caprinos, esses 6rgdos sdo firmes e lobulados
apresentando lumen estreito, enquanto em equinos e suinos, assemelham-se a uma bolsa
(CUNNINGHAM, 2014). Os pares de vesiculas seminais secretam um fluido viscoso e
amarelado com 70% frutose. Embora este liquido também seja constituido de
aminoéacidos, citratos, prostaglandinas e proteinas, a frutose é o principal componente,
uma vez que ela atua como fonte de energia para os espermatozoides (GARTNER,
2007). Por sua vez, o fluido apresenta a funcdo de nutrir e facilitar a motilidade dos
espermatozoides, e devido sua natureza alcalina, ajudar a neutralizar o ambiente &cido
da uretra masculina e trato genital feminino (STABENFELDT; EDQVIST, 1996).

Figura 1 - Vista anterior da vesicula seminal de touro.

Bexiga urinaria

Ureter

Ducto deferente

Vesicula seminal

Fonte: Netter (2000).
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A identificacdo dos componentes proteicos do ejaculado j& mostravam o fluido
seminal como uma complexa mistura de diferentes proteinas (LARSON; SALISBURY,
1954). Contudo, o aperfeicoamento de métodos na area de protedbmica permitiu novas
analises do contetdo do plasma seminal (GEORGIEV, 1978), sendo que uma das
principais colaboracGes, foram as indica¢fes de que determinadas proteinas presentes
no fluido das glandulas vesiculares poderiam servir como possiveis marcadores de
fertilidade e até da congelabilidade do sémen bovino (JOBIM et al., 2004; MOURA et
al; 2006b).

Proteinas presentes no fluido das glandulas vesiculares estdo envolvidas na
motilidade e metabolismo espermatico, equilibrio osmotico, além de exercerem diversas
outras fungdes nos diferentes estagios do processo de fertilizacdo (SHIVAJ et al., 1990;
SOUSA, 2015).

3.1.1 Proteinas do fluido da vesicula seminal associadas a fertilidade

O plasma seminal (PS) consiste em um fluido produzido pela rede testis,
epididimo e glandulas anexas, sendo expelido em fragdes durante a ejaculacdo através
de contracbes (KARESKOSKI, 2008). O PS exerce diversas funcbes sobre o
metabolismo espermatico e o processo de fecundacgdo, tais como: ativacdo da motilidade
espermatica, acdo antimicrobiana, neutralizacdo dos metabdlitos espermaticos, protecédo
contra a acrosina por meio de inibidores de proteases, capacitacdo espermatica, entre
outros (ELZANATY, 2002; TROEDSSON et al, 2005)

Considerando a funcdo do PS, a analise dos fluidos reprodutivos fornece
informacdes cruciais para a compreensdo dos mecanismos que determinam a capacidade
fecundante dos gametas masculinos (MOURA et al., 2011). As glandulas sexuais
acessOrias produzem as secrecdes do ejaculado que entram em contato com 0s
espermatozoides produzindo ambiente nutritivo e de protecdo para que 0 mesmo entre
em contato com o trato reprodutivo da fémea.

Dessa forma, as proteinas presentes no PS quando adsorvidas a superficie da
membrana espermatica sdo capazes de modular a capacitacdo espermatica
(MANJUNATH et al., 1994) e desempenham um papel importante na estabilizacdo dos

espermatozoides, uma vez que conferem estabilidade a membrana plasmatica e
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participam de processos como formacdo de reservatorios espermaticos e interacdo
espermatozoide-oocito, JUYENA; STELLETTA, 2012).

Proteinas especificas ja sdo utilizadas como marcadores de fertilidade para
humanos e quase todos os animais de producdo (MEMILI, 2016). A proteina acida do
fluido seminal bovino (aSFP), a BSP1, a clusterina, a albumina e a osteopontina (OPN),
foram as proteinas do PS bovino relacionadas com a alta congelabilidade seminal;
podendo assim, serem indicadas como possiveis marcadores (JOBIM et al, 2009). Nos
equinos algumas proteinas também ja foram identificadas, como a familia de proteinas
ricas em cisteina (CRISPs), a familia das espermadesinas e a familia de proteinas com
namero variavel de dominios de fibronectina do tipo 1l (Fn-2) (MURADAS et al, 2013).

A albumina apresenta peso molecular de 66,0 kDa e pl 5,4, e quando adicionada
ao sémen favorece sua motilidade (JOBIM et al, 2009), possuindo também uma
capacidade de absorver perdxidos de lipidios, contribuindo assim com um efeito
protetor na membrana esperméatica (ALVAREZ & STOREY, 1983; JOBIM et al.,
2004). Segundo Elzanaty et al, 2007, a albumina apresenta correlacdo positiva entre a
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais no ejaculado de bovinos.
Consequentemente, a maior quantidade de albumina no PS dos reprodutores de alta
congelabilidade do sémen, pode estar relacionada a capacidade da albumina em
participar de modifica¢cdes de permeabilidade da membrana espermatica (JOBIM, 2001;
JOBIM et al, 2002).

Outra proteina com funcdes protetoras do espermatozoide € a clusterina, que
atua solubilizando proteinas parcialmente desestruturadas diminuindo a citotoxicidade
da precipitacdo proteica induzida por estresses celulares (HUMPHREYS et al, 1999).
Por sua vez, a clusterina possui atividade de chaperona, interagindo com proteinas
danificadas e corrigindo-as ou levando-as a sua degradacédo, protegendo assim as células
do efeito citotdxico oriundo da precipitacdo proteica (IBRAHIM et al., 1999; BAILEY
et al., 2002).

A clusterina também tem sido associada & inibicdo da lise pelo sistema
complemento presente no epididimo e nas secrecBes uterinas, auxiliando assim a
viabilidade do espermatozoide durante o trajeto no trato reprodutor feminino (MERI &
JARVA, 2001). A correlacdo positiva entre clusterina do plasma seminal e a

congelabilidade do sémen sugere que esta proteina exerce efeito sobre o transporte e
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redistribuicdo de lipidios no plasmalema, o que reduziria os danos a membrana
espermatica durante a criopreservacdo (JOBIM et al, 2004). Segundo Souza et al, 2008,
a quantidade de clusterina e albumina no fluido das glandulas sexuais anexas de touros,
estd correlacionada com a capacidade fecundante de espermatozoides epididimario
tratados com este fluido, “in vitro” (SOUZA et al, 2008).

Tendo em vista a localizacdo da clusterina na membrana espermatica e seu papel
no transporte e redistribuicdo de lipideos, esta proteina poderia apresentar funcdes
bioldgicas semelhantes as da BSP na protecdo da funcdo da membrana espermatica, no
processo da criopreservacdo do sémen (JOBIM et al, 2004).

A proteina aSFP é secretada pelas vesiculas seminais, ampolas e epididimo.
Além disso, € conhecida por ser membro da familia das espermadesinas (12 - 26 kDa)
(ROMERO et al., 1997). A aSFP liga-se a superficie do espermatozoide ejaculado
(HAASE et al., 2005).

Dessa forma, acredita-se que ela atue como fator decapacitante do
espermatozoide e ndo como molécula de ligacdo da zona pelicida (DOSTALOVA et
al., 1994).

Ressalta-se uma alta atividade antioxidante associada a aSFP devido a presenca
de pontes dissulfeto, que auxiliam na manutencdo das membranas plasmaticas integras e
funcionais (EINSPANIER et al., 1993; MOURA et al., 2007). A adicdo de aSFP
purificada ao sémen bovino apresenta influéncia significativa nas caracteristicas
seminais, no qual foi observada reducdo na motilidade dos espermatozoides, utilizando
concentracdo de 6,0 g/L, além de reducdo da atividade mitocondrial com a adicdo de 4,0
g/L (SCHONECK; BRAUN; EINSPANIER; 1996).

A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina acida, que possui diversas fungoes,
detectada em varias espécies, onde se liga aos espermatozdides por ocasido da
gjaculacdo (SOUZA et al, 2008). Essa glicoproteina de pl 4,5, foi inicialmente
identificada na matriz 6ssea bovina, estando associada a grande quantidade de &cido
aspértico e glutdmico na matriz 6ssea (FRANZEN; HEINEGARD, 1985). A presenca
da OPN no plasma seminal de touros se refere principalmente a secre¢Ges da ampola e
vesicula seminal e possivelmente pelo epididimo e prostata (RODRIGUEZ; DAY:;
KILLIAN, 2000).
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A OPN possui fungbes como adesdo celular, o que sugere sua participacdo na
interacdo entre espermatozoide e o6cito (GONCALVES et al, 2007), no remodelamento
de membranas, nas alteracbes no citoesqueleto e na modulacdo imunoldgica
(DENHARDT, 2004).

Uma hip6tese para 0 mecanismo de a¢do da OPN no processo de fertilizacéo,
apoia-se no conceito de que, durante a ejaculagédo, a OPN proveniente do fluido das
glandulas sexuais acessoOrias liga-se a membrana espermatica através das integrinas e
esse complexo OPN-integrinas interage com receptores na membrana oocitaria
(MOURA, 2005).

A OPN também induz a capacitacdo do espermatozdide bovino, através de
mecanismos indeterminados, tendo igualmente um efeito positivo na viabilidade
espermatica, provavelmente por meio de bloqueio de vias apoptéticas (ERIKSON et al,
2007). A andlise protedmica do plasma seminal de animais Bos taurus mostrou que a
expressdao da OPN apresentou significativa correlagdo com os indices de fertilidade
avaliados por meio das taxas de ndo retorno ao cio de vacas inseminadas e em sistemas
de fertilizacdo in vitro (MOURA et al, 2006).

A TIMP-2 (Metalloproteinase inibitor 2 precursor) se liga ao espermatozoide de
touros logo apds a ejaculacdo, 0 que sugere que a mesma participe do processo de
interacdo entre gametas (CORREA et al., 2000; REGO, 2014). Essa proteina atua de
modo a integrar um sistema proteolitico envolvido na reacdo acrossémica e interacao
entre gametas (MCCAULEY et al., 2001). Ela apresentou sua expressao de RNAm
detectado em todos os tecidos das glandulas sexuais acessorias de touros, e
posteriormente foi identificada no fluido das glandulas vesiculares (MCCAULEY et al.,
2001; MOURA et al., 2007; REGO, 2014).

3.1.2 Binder of Sperm Proteins (BSP)

As proteinas BSPs compreendem a maior parte do PS bovino (KELLY et al.,
2006; MOURA et al., 2007). Nos ruminantes se originam principalmente das glandulas
sexuais acessorias, enquanto que a sua expressao em camundongos e humanos ocorrem
no epidididimio (MANJUNATH et al., 2009). As proteinas de ligacdo de fosfolipideos,

pertencentes a familia das BSPs estdo presentes no plasma seminal de varias espécies,
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incluindo touros, carneiros, homens, roedores e garanhdes (MOURA et al, 20073;
SOUZA et al, 2012; MANJUNATH et al, 2009; PLANTE et al, 2016), como também
proteinas homologas as BSP’s foram identificadas no plasma seminal de equinos
(HSP1, HSP2, EQ12) (CALVETE et al, 1995).

As proteinas que fazem parte dessa familia possuem a capacidade de interagir
com fosfolipidios, contendo colinas, presentes na membrana dos espermatozoides no
momento da ejaculacdo. Vale ressaltar que elas sdo capazes de se ligar ao LDL de forma
rapida e saturavel, e essa interacdo tem efeitos consideraveis na preservacdo da funcao
espermatica (BERGERON et al., 2004).

As BSPs sdo compostas de peptidios de cadeia Unica e apresentam dois
dominios semelhantes a fibronectina tipo Il, caracteristica que lhes proporcionam
capacidade de ligacdo a fosfolipidios (CALVETE et al, 1996). Estudos tém
demonstrado que as BSPs ligam-se aos espermatozoides no momento da ejaculacéo,
promovendo a remocao de fosfolipidios e colesterol (THERIEN et al, 1998; 1999), o
que implica na diminuicdo da proporcdo colesterol/fosfolipidio, um dos requisitos a
capacitacdo do espermatozoide (MOURA et al, 2011).

Além disso, estas proteinas permanecem ligadas a membrana espermatica
durante o trajeto no trato reprodutor feminino e, ao atingirem o oviduto, auxiliam na
interacdo entre os espermatozoides e o epitélio do oviduto, além de atuarem como
chaperones sob condicbes de estresse (GWATHMEY et al, 2006; SOUZA et al, 2008;
REGO, 2014; SUAREZ, 2016).

O fato de as BSPs interagirem com componentes dos extensores de sémen
sugerem que essas proteinas sdo possiveis alvos para o desenvolvimento de novos
marcadores de fertilidade e biomoléculas que podem melhorar as tecnologias de
reproducdo assistida (MOURA; MEMILLI, 2016).

3.2 Purificacdo de proteinas

O processo de purificacdo de proteinas tem como objetivos principais a obtencao
da amostra pura para melhor compreensdo de suas caracteristicas estruturais e
bioguimicas, além de um produto com maior atividade especifica para aplicacdo em
diversos processos (KOBLITZ et al., 2004). A metodologia de purificacdo de proteinas
utiliza como ponto de partida as caracteristicas de cada proteina para separa-las. Em que
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essas caracteristicas envolvem o peso molecular, carga de superficie, hidrofobicidade e
afinidade por alguns ligantes. Essas metodologias utilizadas, tais como centrifugacéo,
dialise e cromatografias sdo realizadas em sequéncia de modo a obter a amostra
purificada (MORAES et al., 2013).

A solubilidade de uma proteina pode variar de acordo com a concentragao de sal
a qual ela é submetida. Quando submetida a baixa concentragdo de sal, observa-se um
aumento na solubilidade das proteinas com a presenca de ions. Este fendbmeno é
denominado de salting in, onde ocorre uma interacdo entre os ions salinos e 0s
grupamentos carregados das proteinas diminuindo as interacBes eletrostaticas
intermoleculares proteina-proteina (responsaveis pela diminuicdo da solubilidade
proteica). Por outro lado, em elevadas concentragdes salinas, ocorrem reducdo na
solubilidade das proteinas. Este processo € chamado de salting out, em que alguns sais,
ao interagirem com a agua, removem a camada de solvatagdo das proteinas, facilitando
a formacéo de agregados levando a sua precipitacdo (MORAES et al., 2013).

A precipitacdo por este sal, € um método usado para purificar proteinas alterando
sua solubilidade, através da técnica conhecida como salting out. O sulfato de amonio é
comumente usado porque sua solubilidade é tdo alta que sdo permitidas soluces salinas
com elevada forca ionica (MORAES et al., 2013).

Dois efeitos distintos sdo observados: em baixas concentracdes de sal, a
solubilidade da proteina aumenta com o aumento da concentracdo de sal (aumentando a
forca ibnica), um efeito conhecido como salga. A medida que a concentracio salina
(forca ibnica) é aumentada, a solubilidade da proteina comeca a diminuir. Em forca
ibnica suficientemente alta, a proteina sera quase completamente precipitada da solucéo
(salting out). O sal comumente usado é sulfato de amdnio, como € muito solGvel em
agua, é geralmente utilizado como uma solucdo aquosa saturada que é diluida para a
concentracdo necessaria, expressa como uma concentracdo percentual da solugdo
saturada (uma solucéo a 100%) (JUMP, 2013).

A concentracdo de sulfato de aménio é aumentada passo a passo, e a proteina
precipitada é recuperada em cada estagio. Esse processo geralmente é feito pela adigdo
de sulfato de amonio solido, com objetivo de encontrar a concentragdo de sulfato de
amonio que ird precipitar a propor¢do maxima de proteina indesejada, deixando a maior

parte da proteina ainda em solucéo ou vice-versa (JUMP, 2013).
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A proteina precipitada é entdo removida por centrifugagdo e depois a
concentracdo de sulfato de aménio é aumentada para um valor que ira precipitar a maior
parte da proteina de interesse enquanto deixa a quantidade maxima de contaminantes
proteicos ainda em solucdo. A proteina de interesse é recuperada por centrifugacao e
dissolvida em tampé&o fresco para o proximo passo de purificacdo (JUMP, 2013).

Esta técnica é til para remover rapidamente grandes quantidades de proteinas
contaminantes, como primeiro passo em muitos esquemas de purificacdo. E também
frequentemente utilizado durante os Gltimos estagios de purificacdo para concentrar a
proteina a partir da solucdo diluida seguindo procedimentos tais como a diélise (JUMP,
2013).

A técnica de centrifugacdo torna possivel a obtencdo de fracbes subcelulares
e/ou organelas. Nesta técnica, a separacdo de pequenas e grandes particulas ocorre pela
aplicacdo de diferentes forcas centrifugas ao extrato celular. As particulas maiores e
mais densas sedimentam primeiro, ficando no sobrenadante as particulas pequenas e
menos densas (figura 2) (ROSA, 2012).

Figura 2 — Esquematizacao do processo sedimentacéo diferencial por centrifugacao de
homogeneizado celular com diferentes forgas centrifugas relativas (em g).
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H = homogeneizado; S = Sobrenadante; P = precipitado.
Fonte: Rosa, 2012.

A dialise é um método utilizado para separar moléculas através do seu tamanho
utilizando uma membrana semipermeavel com tamanho do poro definido, de maneira a

permitir a passagem seletiva de moléculas. Na pratica, uma mistura heterogénea
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composta por moléculas grandes e pequenas € colocada em um saco de dialise, no qual
é posteriormente imerso em um grande volume de solvente aquoso. As pequenas
moléculas podem atravessar a membrana para o fluido externo e as moléculas maiores
ficam retidas (Figura 3). O fendmeno pelo qual favorece a passagem de moléculas
pequenas através da membrana é a difusdo, propiciada pela diferenca de concentragédo
destas entre a solucdo presente no interior do saco de diélise e no seu exterior. O fluxo
de difusdo das particulas ocorre de acordo com o seu gradiente de concentracdo, indo da
regido de maior concentracdo para uma de menor concentracdo até que se atinja o
equilibrio, ou seja, com concentra¢Ges iguais nos dois compartimentos (HABERT et al,
2003).

Figura 3 — Esquema de separacdo de moléculas por saco de dialise, composto por uma

membrana semipermeével, contento uma mistura de proteinas imersa em tampao.
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Fonte: Habert et al, 2003.

A eficiéncia de uma dialise depende, da razéo entre os volumes dos compartimentos
na diluicdo do soluto no equilibrio, onde utilizam-se compartimentos externos com
grandes volumes (da ordem de 1 litro) para amostras contidas em sacos de dialise
pequenos (da ordem de 1 mL); da permeabilidade da membrana, onde quanto mais
permeavel a membrana as particulas do soluto em questdo, maior sera a taxa de difusao
destas para 0 compartimento externo; da natureza do solvente, onde, solventes muito
viscosos tendem a apresentar taxas de difusdo menores; da temperatura, pois quanto

maior a temperatura maior a taxa de difusdo; do gradiente de concentracdo, em que,
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quanto maior a diferenca entre as concentracbes nos dois compartimentos, maior sera a
taxa de passagem de particulas do soluto; do nimero de trocas do tampéo e diluicdo,
onde, quanto maior 0 numero de trocas da solugdo externa, maior serd a remocao das
particulas do soluto, pois ocorrera uma diluicdo seriada, e por fim da agitacdo do
solvente, no qual é absolutamente necessario que o solvente no compartimento externo
esteja em agitacdo, para que o equilibrio entre os dois compartimentos seja atingido em

um tempo razoavel (algumas horas) (HABERT et al, 2003).

3.3 Criopreservacao

A criopreservacdo de sémen equino vem crescendo por proporcionar a
possibilidade de um melhor aproveitamento genético de animais de grandes valores
econbmicos e zootécnicos, devido a facilidade de transporte e armazenamento do
material genético de garanhdes por longo periodo de tempo (OLIVEIRA et al., 2013a).

Entretanto, a fertilidade do sémen congelado ainda é baixa e isto dificulta a sua
utilizacdo em larga escala, pois 0 uso do sémen equino congelado encontra dificuldades
pelas diferencas individuais de congelabilidade espermatica existente entre garanhdes,
ejaculados do mesmo individuo e também pela reduzida capacidade dos
espermatozoides equinos de resistirem aos danos causados pelos processos de
congelamento e descongelamento (CANDEIAS, 2010).

No entanto a utilizacdo da criopreservacdo de sémen equino apresenta vantagens
como armazenamento do sémen congelado por tempo indeterminado; utilizacdo do
sémen de animais excepcionais mesmo apds a perda da capacidade reprodutiva ou
morte; maximizag¢do do numero de descendentes de um Unico reprodutor; controle de
doencas sexuais e facilidade no transporte a longas distancias (DE VITA et al., 2011).

De acordo com KEITH (1998), no processo de criopreservacao o sémen deve ser
resfriado da temperatura corporea (37 °C) a temperatura ambiente (aproximadamente 20
°C), 0 que parece ndo ocasionar maiores danos ao espermatozoide, desde que seja
diluido em meio adequado. O estresse comeca quando o espermatozoide atinge a
temperatura de 5 °C, passando do estado liquido para a fase de gel (DE VITA, 2006).

Vérias técnicas tém sido testadas para a criopreservacdo espermatica utilizando

diferentes velocidades e meios de centrifugacdo, curvas e meios de congelamento,
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crioprotetores e suas concentrac6es, bem como protocolos de descongelamento, embora
ainda ndo haja uma metodologia de congelamento universalmente especifica para a
espeécie (Oliveira, 2013).

O processo de descongelamento depende do método em que o sémen foi
congelado, a curva de aquecimento deve acompanhar a velocidade com que ocorreu o
congelamento. Assim se a curva de congelamento utilizada foi lenta, a de
descongelamento também deve ser lenta, permitindo a reidratacdo da célula e quebrando
os cristais de gelo intracelulares. E vice-versa, caso 0 sémen tenha sido congelado
rapidamente, também deve ser descongelado na mesma velocidade possibilitando assim
que o gelo intracelular formado n&o tenha tempo de recristalizar (AMMAN E
PICKETT, 1987).

As maquinas de congelamento automatico e programaveis surgiram com o
intuido de facilitar e objetivar o processo de criopreservagdo. Estdo sendo utilizadas por
serem convenientes para o congelamento de grandes quantidades de palhetas de sémen,
além de controlar a taxa de congelamento. O beneficio do congelamento automatizado €
que a curva de refrigeracdo pode ser programada, por exemplo, 4 a 5° C por 4 min., de -
5a-110° C por 25 min. e de -110 a -140° C por 35 min. e, somente entdo, as palhetas de
sémen sdo mergulhadas em nitrogénio liquido (PURDY, 2006).

Para diminuir os danos causados pelo frio deve-se atentar ao controle da taxa de
resfriamento entre 19 °C e 8 °C e, também, pela adicdo de lipideos e lipoproteinas ao
diluente, além da utilizacdo de curvas lentas de resfriamento e uso de crioprotetores
(FURST, 2006). Entre -5 °C e -10 °C inicia-se a formac&o de cristais extracelulares que
permanecem super-resfriados; logo, ocorre a troca de &gua entre os meios intra e
extracelulares para manter a osmolaridade, levando assim a desidratacdo das células
(FURST, 2006; DE VITA, 2006).

A perda de &gua e a desidratacdo celular sdo eventos desejaveis, pois estes
reduzem a probabilidade de formar cristais de gelo dentro da célula, o que ocasionaria
danos as estruturas internas e/ou a membrana plasmatica (SQUIRES et al, 1999). No
entanto, a desidratacdo severa promove desnaturacdo de macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula, ocasionando um colapso da membrana (MEDEIROS,
2002).
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Portanto, nesse ponto a curva de congelamento deve ser rdpida o suficiente para
evitar o contato do espermatozoide desidratado com o meio hiperosmotico, porém lenta
o suficiente para que a agua intracelular ndo congele (FURST, 2006; DE VITA, 2006).

Apesar de apresentar baixa eficiéncia, por mostrar diferencas individuais com
relacdo a sua preservacdo (LAGARES et al., 2000) a criopreservacdo de sémen equino
faz-se necessaria devido as exigéncias do mercado, pois viabiliza a criacdo de bancos de
armazenamento de material genético de alto valor agregado por longos periodos
(TERRACIANO et al., 2008).

3.3.1 Danos causados pela criopreservacao

Os espermatozoides sdo susceptiveis a danos durante toda a etapa de
criopreservacao, desde a colheita até a inseminacdo (GRAHAM, 1996; DE VITA,
2006). O processo de criopreservacdo induz uma diminuicdo da viabilidade da célula
espermatica no pds-descongelamento, condicionando alteragbes ultra-estruturais,
bioguimicas e funcionais determinadas pelo processamento seminal, como, a diluigdo, o
resfriamento, o0 armazenamento, 0 congelamento e 0 reaquecimento espermatico
(MARTINS, 2009).

Logo, as lesdes ocasionadas sdo advindas de vérios fatores, tais como: a
formacao de cristais de gelo intracelular devido a mudanca de temperatura, alteracdao na
permeabilidade da membrana do espermatozoide, toxicidade dos crioprotetores e o
estresse osmotico, associado a adi¢do ou a retirada de crioprotetores (WATSON, 2000;
FURST, 2006).

O uso de crioprotetores € de fundamental importancia; no entanto, este também
possui efeitos toxicos, podendo ocorrer efeitos deletérios como aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica (DE VITA, 2006).

3.3.2 Componentes dos crioprotetores

Como maneira de otimizar a qualidade do sémen, precisa-se acrescentar
crioprotetores com funcéo de proteger as celulas e tecidos, independente das técnicas ou
protocolos utilizados, dos efeitos deletérios causados na morfologia dos
espermatozoides durante o congelamento e descongelamento (ALVARENGA et al.,
2005).
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Um crioprotetor ideal deve proporcionar: pressdo osmética compativel com a
dos espermatozoides; apropriado equilibrio mineral e adequada combinagdo de
nutrientes; capacidade de neutralizar catabdlitos espermaticos; substancias com
capacidade protetora para as mudancas de temperatura, principalmente para o frio;
capacidade de estabilizar membranas e sistema enziméatico; ambiente livre de
microorganismos patogénicos; baixo custo; ndo oferecer toxicidade ao espermatozoide;
baixa irritabilidade ao sistema genital e facil aquisicdo (CANISSO et al., 2008; AIDAR,
2013).

3.3.2.1 Crioprotetores ndo penetrantes

Classificam-se nesta categoria os agucares (lactose, frutose, rafinose ou trealose)
e os polimeros sintéticos (metil celulose). Os crioprotetores ndo penetrantes protegem as
células basicamente por meio de efeitos osmaticos, onde que, em suspencdo em meio
hipertdnico, as células perdem seu conteddo de agua, 0 que reduz a possibilidade de
formagéo de cristais de gelo intracelular, onde que esses componentes agem como
soluto ou coldides, ndo servindo como solventes (GRAHAM, 1996).

Algumas substancias, dentre as quais os lipideos, proteinas e macromoléculas,
sdo eficientes na protecdo da célula espermatica durante o processo de criopreservacao,
sem que para isto precisem penetrar no espermatozoide. Sao estes a gema de ovo, leite,
alguns acucares e a albumina sérica bovina (KEITH, 1998).

A gema de ovo é comumente utilizada nos diluentes para criopreservacao de
sémen de mamiferos com o intuito de proteger contra o choque térmico (MOUSSA et
al, 2002). Sua acdo se dar pela presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que
aderem a membrana celular durante o processo de criopreservacdo, preservando a
membrana do espermatozoide atuando na superficie da membrana plasmatica,
restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente induzindo a uma alteracdo
transitoria de sua composicdo, consequentemente prevenindo a ruptura da membrana
plasmatica (MOUSSA et al, 2002).

3.3.2.2 Crioprotetores penetrantes

S&o substancias que atuam tanto no meio intracelular como no extracelular. Os

mais rotineiramente utilizados sé&o o glicerol, o etilenoglicol, o DMSO e as amidas
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(KEITH, 1998). WATSON (2000), sugere que estas substancias atuem através de
propriedade coligativa com a agua, ou seja, reduzindo seu ponto de congelamento. Uma
solucdo que contem glicerol, por exemplo, dispora de mais agua ndo congelada do que
outra sem o glicerol, aumentando o volume dos canais de solventes ndo congelados,
diminuindo a concentracdo de sais das por¢des ndo congeladas. Portanto, atuam tanto
como solvente quanto como soluto.

A descoberta da acdo do glicerol foi de grande importancia na criopreservagédo
de sémen, pois até entdo este evento ndo era possivel e ainda é o agente mais utilizado
(HOLT, 2000). O glicerol penetra na membrana celular por meio de difusdo passiva,
permanecendo na membrana e no citoplasma (PARKS & GRAHAM, 1992), reduz o
estresse osmatico através da reposicao de agua necessaria para manutencdo do volume
celular, das interacbes com ions e macromoléculas, assim como pela reducéo do ponto
de congelamento da &gua (MEDEIROS et al., 2002).

O uso do glicerol na criopreservacdo do sémen equino pode estar relacionado a
baixa motilidade p6s-descongelamento e reducdo da fertilidade (GOMES et a., 2002). O
efeito toxico do glicerol tem sido relatado por muitos autores (WATSON, 1995; AGCA
& CRITSER, 2002), onde sua toxicidade parece causar desnhaturacdo das proteinas,
alteracdo nas interacbes de actina, além de ocasionar mudancas nos eventos
citoplasmaticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular,
modificagdes na polimerizacdo da tubulina, na associacdo de microtibulos, atuacao
direta na membrana plasmatica, alteracdes no glicocalix e nas proteinas da superficie
celular (ALVARENGA et al., 2000a).

A concentracdo de glicerol ideal para a sobrevivéncia do espermatozoide é
espécie dependente, e varia de acordo com a curva de congelamento, de outros
componentes do diluente e ainda do método de envase. Em bovinos, varia entre 7 a 9%,
nos caprinos, de 3 a 4%, em cées varia de 2 a 10% e em humanos é congelado com 5 a
10 % (FARSTAD, 1996). Em equinos, existem grandes varia¢fes nas concentra¢fes de
glicerol utilizadas, mas se considera necessario o uso de um percentual inferior ao que é
utilizado para bovinos (KEITH, 1998).

Em estudo comparativo do glicerol e outros crioprotetores, dentre eles etileno
glicol, dimetil formamida e dimetil suféxido, em que foram utilizados 10 ejaculados de

10 garanhdes, constatou-se a equivaléncia no uso dos crioprotetores, com excegdo do
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dimetil sufoxido, que apresentou resultado inferior (ALVARENGA et al., 2000b).
Outro estudo comparativo entre etilenoglicol e glicerol demonstrou atuagdo semelhante
destes, que quando combinados, possibilitou a redfucdo do teor de glicerol, reduzindo
assim o seu efeito toxico (ALVARENGA et al., 2000a).

Dimetilformamida e metilformamida sdo crioprotetores que vem sendo
utilizados com grande sucesso no congelamento de sémen equino. Seu uso para
congelamento de sémen de garanhdes com boa congelabilidade ndo proporciona
aumento da motilidade e sim resultados semelhantes ao glicerol (KEITH, 1998).

Porém, a utilizacdo desses agentes em garanhdes com baixa resisténcia ao
processo de criopreservacdo, manifestou melhores resultados quando comparados com o
glicerol. O uso combinado de crioprotetores confere maior protecdo em relacdo ao seu
uso isolado (GOMES et al., 2002).
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Purificacdo de fracdo enriquecida de Binder of SPerm Protein 1 (BSP 1) do fluido

seminal bovino atraves da técnica de precipitacao por sulfato de aménio
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Resumo

O fluido seminal obtido das glandulas vesiculares de touros tem sido objeto de estudo
de diversas pesquisas devido a sua importancia para a fisiologia espermatica de bovinos.
Esses estudos nos fornecem informacdes sobre 0os mecanismos de atuacdo de proteinas
associadas a membrana espermatica no momento da ejaculacdo. Objetivou-se no
presente estudo realizar purificacdo parcial da proteina Binder of SPerm 1 (BSP1),
proteina de 15 kDa presente no fluidos das glandulas vesiculares de bovinos, por meio
de precipitacdo com sulfato de amdnio. O fluido seminal foi extraido das glandulas
vesiculares obtidas de dez touros Bos indicus em abatedouro comercial de Fortaleza,
Ceara. As glandulas foram transportadas em recipiente refrigerado e foram processadas
no Laboratério de Fisiologia Animal da Universidade Federal do Ceara. Apos a
extracdo do fluido, foi utilizado um coquetel inibidor de proteases, adicionado na
proporcao 1:1000 e posteriormente submetido a centrifugagéo (700 x g, 4°C, 15 min). O
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sobrenadante foi pipetado e novamente centrifugado (5000 x g, 4°C, 60 min). Um pool
de todas as amostras foi armazenado a — 20 °C e uma aliquota foi reservada para
determinar a concentracdo de proteina. Para a precipitacdo de proteinas, foram
adicionadas diferentes concentracGes de sulfato de aménio, em seguidas dessalinizadas
por meio de diélise, realizando oito trocas de &gua destilada a cada 1h. As amostras
foram liofilizadas a — 50° C em pressdao minima de 0,035 mBar e depois ressuspendidas
em solucdo tampdo de Tris-HCI 0,1 M e pH 7,6. Para acompanhar o processo de
purificacdo da fracdo enriquecida, foram realizados SDS-PAGE e Western blot com
anticorpo especifico confirmando a presenca de BSP1. Foi observada presenga da
proteina em todas as fracdes, porém, a fracdo 40-60% foi a que apresentou a maior
concentracdo de BSP1, em média 98%. A técnica utilizada foi altamente eficaz e a
purificacdo dessas proteinas possibilita uma aquisicdo de uma matéria prima a ser
testada para melhoria qualidade seminal in vitro, assim como avaliar o potencial de

fertilidade de reprodutores.

Palavras-chave: Bos indicus, proteina, plasma seminal, sulafo de aménio

Abstract

Seminal fluid obtained from vesicular glands of bulls has been subject of several studies
due to its importance in the spermatic physiology of bovine. These studies provide
information on mechanisms of action associated with sperm membrane proteins at the
time of ejaculation. The objective of the present study was to perform partial
purification of protein Binder of SPerm 1 (BSP1), a 15 kDa protein present in the
vesicular gland fluids of bulls, through precipitation with an ammonium sulfate
technique. Seminal fluid was extracted from vesicular glands obtained of ten Bos
indicus bulls in a commercial slaughterhouse in Fortaleza, Ceard. Glands were
transported in refrigerated container and were processed at the laboratory of Animal
Physiology at the Federal University of Ceard. After fluid extraction, a protease
inhibitor cocktail was used, added in the proportion 1:1000 and subsequently subjected
to centrifugation (700 x g, 4 C, 15 min). Supernatant was pippeted and centrifuged
again (5000 x g, 4 C, 60 min). A pool of all samples was stored at-20° C and a portion

was reserved to determine protein concentration. For protein precipitation, different
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concentrations of ammonium sulfate were added, followed by unsalt steps through
dialysis, making eight changes of distilled water every hour. Samples were freeze dried
to — 50° C in a minimum pressure of 0.035 mBar and then, resuspended in Tris-HCI
buffer, pH 7.6 0.1 M. To monitor purification process, SDS-PAGE and Western blot
was performed to confirm the presence of BSP1. Protein presence was observed in all
fractions, however, 40-60% fraction was presented at the highest concentration of BSP1
(98%). The technique used was highly effective and purification of these proteins
enables acquisition of a rich material to be tested for seminal quality improvement in

vitro, as well as evaluating the fertility potential of sires.

Keywords: Bos indicus, protein, seminal plasma, ammonium sulafo

Introducéo

O plasma seminal (PS) exerce diversas fungdes sobre o metabolismo
espermatico e o processo de fecundacdo (ELZANATY, 2002; TROEDSSON et al.,
2005). Considerando a funcdo do PS, a analise dos fluidos reprodutivos fornece
informacdes cruciais para a compreensdo dos mecanismos que determinam a capacidade
fecundante dos gametas masculinos (MOURA et al., 2011).

O fluido da vesicula seminal contém proteinas que participam de eventos
relacionados a protecdo dos espermatozoides (KRAUS et al., 2005) durante o transito
epididimario e 0o armazenamento na cauda do 6rgdo, como também no momento da
ejaculacdo e no trato reprodutor da fémea (HINTON et al., 1995).

Algumas proteinas presentes no PS modulam eventos de ligacdo a membrana
espermatica e servem como marcadores moleculares para diferentes mecanismos de
fertilizacdo (CHACUR et al., 2003).

Dentre essas moléculas, a binder of sperm (BSP) trata-se de uma familia de
proteinas presentes no PS de diferentes espécies. Sdo produzidas nas vesiculas seminais
de touro (MANJUNATH et al., 1987), garanhdo e cachaco (CALVETE et al., 1997),
bode (VILLEMURE et al., 2003) bufalo (ARANGASAMY et al., 2005), carneiro
(BERGERON et al., 2005), e no epididimo de ratos (LEBLOND et al., 1993) e
humanos (LEFRIEVE et al., 2007).
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As proteinas BSPs compreendem a maior parte do plasma seminal bovino
(KELLY et al., 2006; MOURA et al., 2007), originando principalmente das glandulas
sexuais acessorias (MANJUNATH et al., 2009).

O processo de purificacdo das proteinas tem como principal objetivo a obtencao
de uma amostra pura para melhor compreensdo de suas caracteristicas estruturais e
bioguimicas, além de um produto com maior atividade especifica para aplicacdo em
diversos processos (KOBLITZ et al., 2004). Essas metodologias utilizadas, tais como
centrifugacdo, didlise e cromatografias sdo realizadas em sequéncia de modo a obter
uma amostra mais purificada possivel (MORAES et al., 2013).

A solubilidade de uma proteina pode variar de acordo com a concentracdo de sal
a qual ela é submetida. A precipitacdo por sulfato de aménio é um método usado para
purificar proteinas alterando sua solubilidade, através da técnica conhecida como salting
out. O sulfato de am6nio é comumente usado porque sua solubilidade é tdo alta que sdo
permitidas solugdes salinas com elevada forca ibnica (MORAES et al., 2013).

A solubilidade das proteinas pode variar de acordo com a forca idnica da solucéo
e, portanto, de acordo com a concentracdo de sal (MORAES et al., 2013). O sal
comumente utilizado é o sulfato de amoénio, e por ser muito solivel em &gua, €
geralmente utilizado como uma solucdo aquosa saturada que é diluida até que atinja
concentracdo necessaria, expressa como uma concentracdo percentual da solugédo
saturada (uma solucdo a 100%) (JUMP, 2013).

A concentracdo de sulfato de amoénio é aumentada passo a passo, e a proteina
precipitada é recuperada em cada estagio. Esse processo geralmente é feito pela adigdo
de sulfato de amdnio sélido, com objetivo de encontrar a concentracdo de sulfato de
amonio que ird precipitar a proporcdo maxima de proteina desejada. Esta técnica € Util
para remover rapidamente grandes quantidades de proteinas contaminantes, como
primeiro passo em muitos esquemas de purificagdo. E também frequentemente utilizado
durante os ultimos estagios de purificacdo para concentrar a proteina a partir da solugéo
diluida seguindo procedimentos tais como a dialise (JUMP, 2013).

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de purificar o Binder do SPerm
Protein 1 (BSP1), uma proteina de 15 kDa presente no liquido da vesicula seminal de
touros Bos indicus, através da precipitacdo por sulfato de amonio.
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Material e Métodos

Coleta e processamento do fluido seminal bovino

O fluido seminal foi obtido de glandulas vesiculares colhidas de dez touros Bos
indicus em um abatedouro comercial da regido metropolitana de Fortaleza, Cear3,
Brasil. As glandulas foram transportadas em recipiente refrigerado para o Laboratério
de Fisiologia Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara.

Apds dissecadas, uma incisdo longitudinal de 2 cm foi feita em cada glandula
com o auxilio de um bisturi. Em seguida, as glandulas foram gentilmente massageadas
na inciséo para extracdo do fluido, que foi armazenado em tubos Falcon de 15 mL.

Imediatamente apds a extracdo, um coquetel de inibidor de protease (Sigma
Aldrich, USA) foi adicionado na proporcdo 1:1000 ao fluido das glandulas vesiculares
e, em seguida centrifugado (700 x g, 4°C, 15 min), para separacdo dos artefatos
celulares do sobrenadante. O sobrenadante foi pipetado em tubos Falcon limpos de 15
mL e centrifugados novamente (5000 x g, 4°C, 60 min).

Entéo, foi realizado um pool de todas as amostras para uniformizar o conteudo e
foram feitas aliquotas de 1,0 ml, armazenando-as a -20°C. Uma aliquota foi utilizada
para determinar a concentracdo de proteina seguindo metodologia descrita por Bradford
(1976).

Precipitacéo das proteinas do fluido seminal bovino com sulfato de aménio

Imediatamente ap6s a extracdo, adicionou-se uma mistura de inibidores de
proteases numa proporcao de 1: 1000 no fluido e depois centrifugou-se (9000 x g, 4°C,
15 min) para separar os artefatos celulares do sobrenadante. Para precipitar as proteinas,
foram adicionadas concentracfes de sulfato de aménio de acordo com o volume da
amostra. Essas fragdes foram ressuspendidas (solucdo: tampao tris-HCI 0,1 M , pH 7,6),
em seguida, foram entdo dessalinizadas por meio de dialise, no qual foram realizadas
oito trocas de 4gua em intervalo de uma hora cada, seguida de uma liofilizagdo por 48h
a -50°C e pressdo minima de 0,035 mBar. Para verificar o processo de purificacéo,
foram realizados a Dodecil-sulfato de sodio-Eletroforese em gel de poliacrilamida
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(SDS-PAGE) e Western blot com anticorpo especifico para confirmar a presenca de

BSP1 na amostra.

Eletroforese unidimensional

Amostras liofilizadas da fracdo enriquecida de BSP1 obtidas através de
precipitacdo com sulfato de amdnio, foram ressuspendidas em 200 pl de tampao Tris-
HCI 0,1 M, e as proteinas quantificadas por meio do método de Bradford (1976). Para a
eletroforese, foram utilizados 20 pg de proteinas do fluido das glandulas vesiculares
(controle positivo), a fracdo enriquecida saturada em concentragdo 0 — 20% de sulfato
de aménio, 20 — 40%, 40 — 60%, 60 — 80% e 80 — 100%, respectivamente, adicionados
de tampdo de corrida (0,125 M Tris—-HCI, pH 6,8, 4% SDS, 20% (v/v) glicerol, 0,2 M
DTT, 0,02% azul de bromofenol). As amostras foram aquecidas por 90 segundos, e
pipetadas nos pogos do gel de concentracdo (4% de acrilamida), colocado sobre um gel
de corrida de 12,5% de acrilamida. Para a corrida eletroforética foi utilizado o seguinte
padrdo da eletroforese (SE600 Ruby, GE Healthcare): 500V, 25mA/gel, 90W. O gel foi
corado com Coomassie Brilliant Blue (CBBR250) “overnight” e descorado ap0s
lavagens com solucBes contendo etanol (40%), &cido acético (10%) e agua destilada
(50%). Os géis foram digitalizados com o auxilio do ImageScaner (GE Healthcare,
USA) a 300 dpi.

Western blot

O fluido das glandulas vesiculares e as fracGes precipitadas foram avaliados
através de Western Blot. Em resumo, 20 pg de proteinas totais do fluido das glandulas
vesiculares, seguido das fragcdes enriquecidas de BSP1, foram separados de acordo com
seu peso molecular por meio de SDS-PAGE em gel de acrilamida (12,5%). Proteinas
foram transferidas do gel para uma membrana de PVDF (Hybond-P, GE Lifesciences,
USA) utilizando uma unidade de transferéncia (TE 70, GE Lifesciences, USA). As
membranas foram bloqueadas “overnight” a 4°C submersa em mistura de 30 ml de
PBS-T (PBS + 0,5% de Tween20) e 5% de leite desnatado, seguidas de uma hora de

incubagdo com anticorpo primario contra a BSP1 bovina (1:6000) cedido pelo Dr.
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Puttaswamy Manjunath (Departamento de Medicina, Universidade de Montreal,
Canadd). A membrana de PVDF foi lavada trés vezes com PBS-T por dez minutos,
seguida de 1h de incubacdo com anticorpo secundario (1:5.000 Dnk pAb to Rb I1gG;
Abcam or Donkey anti-rabbit) e entdo enxaguados trés vezes com PBS-T por dez
minutos. A imunorreacdo foi visualizada apds a exposi¢do da membrana ao substrato
fosfatase alcalina BCIP/NBT (Sigma Aldrich, USA). A reagéo foi parada apos lavar a

membrana com agua Mili-Q.

Resultados

Nesse estudo foi possivel se obter uma fracdo altamente purificada (em torno de
98%) e enriquecida de BSP1 a partir do fluido das vesiculas seminais de touros,
utilizando-se a técnica de precipitacdo por sulfato de amonio.

Por meio da analise do perfil proteico da BSP1, a SDS-PAGE demonstrou que
esta proteina estd presente em todas as fracGes. Porém, a fracdo 40-60% foi a que
apresentou a maior concentracdo de BSP1, se comparado com as demais fracoes.

No entanto, ainda foi possivel observar a presenca, mesmo que em pequenas
quantidades da BSP5 (figura 1).

Discussao

Ha fortes evidéncias de que as proteinas provenientes do PS modulam a funcéo
espermatica. As relacGes entre algumas destas proteinas associadas a indices de
fertilidade em determinadas espécies indicam que elas sdo potenciais marcadores
moleculares da capacidade reprodutiva (MOURA et al., 2011).

As proteinas ligadoras de fosfolipidios denominadas de BSPs (Binder of Sperm
Proteins) compreendem a maior parte do plasma seminal bovino (MOURA et al., 2007),
além de encontrar-se presente em Vvarias outras espécies tendo supostamente uma fungéo
vital nos mais diversos processos reprodutivos. Essas proteinas sdo compostas de
peptidios de cadeia Unica apresentando dois dominios semelhantes a fibronectina tipo II,
caracteristica que lhes confere a capacidade de ligacao a fosfolipidios (CALVETE et al.,
1996). E sabido ainda que as BSPs ligam-se aos espermatozoides no momento da

ejaculagdo, promovendo a remocao de fosfolipidios e colesterol (THERIEN et al., 1998;
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1999), resultando na diminuicdo da proporcéo colesterol:fosfolipidio, um dos pre-
requisitos a capacitacdo espermatica. Além disso, estas proteinas tem uma funcao
protetora @ membrana espermatica ja& que encontra-se intimamente ligada durante o
trajeto no sistema genital feminino (SOUZA et al., 2008) e, ao atingirem 0 oviduto,
auxiliam na ligacdo espermatozoide-epitélio ovidutal (GWATHMEY et al., 2006). As
BSPs apresentam uma alta correlagéo com fertilidade de touros (seja in vivo ou in vitro)
e estes estudos nos permite hipotetizar que as BSPs podem servir como proteinas
adjuvantes na qualidade seminal, além de potenciais indicadores da reproducao dos

machos.

Conclusodes

Com os resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que a técnica de
precipitagdo por Sulfato de Amonio foi altamente eficaz para purificacdo da proteina
BSP1, demonstrando assim que, esta técnica pode ser utilizada para obtencdo de
amostras altamente enriquecidas de BSPs.

Os setores responsaveis pela producdo animal demandam maiores indices de
produtividade. A purificacdo das proteinas demonstrada nesse estudo possibilita uma
matéria prima proficua e pode servir como base para diferentes experimentos avaliando
tanto a qualidade seminal quanto o seu efeito na qualidade espermaética in vitro, assim

como o potencial de fertilidade dos reprodutores.
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MW P1 P2 P3 P4

BSP5——>

FIGURA 1- Fracdes de BSP1 bovino detectadas pelo Dodecil-sulfato de sédio-
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), em diferentes concentragdes de
Sulfado de Am6énio. MW= Marcador; P1= Fracdo 0-20%; P2= Fracdo 20-40%; P3=
Fracdo 40-60% e P4= sobrenadante. Fonte: Autor
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho, avaliar a congelabilidade de semen de garanhd com
diluidor acrescido de Binder of Sperm Protein 1 (BSP1) de bovinos. Utilizou-se a
proteina sintetizada de bovino, BSP1, que foi isolada no Laboratério do departamento
de ciéncia animal da Universidade Federal do Ceara com a técnica de sulfato de
amonio. Apos isolamento e liofilizacdo, testamos o efeito da adi¢do dessa proteina em
sémen de garanhdes nas concentragdes de 0 (Controle), 10, 20 e 40 pg/mL ao diluente
comercial (BOTUCRIO®), no sémen de quatro garanhBes da raga quarto de milha,
totalizando cinco ejaculados por reprodutor. As amostras seminais foram avaliadas nos
parametros de volume, motilidade total, progressiva, vigor e concentragdo espermatica
por microscopia de contraste de fase. Em seguida o sémen foi centrifugado para retirada
do plasma seminal a 1200g por 15 minutos, logo apds foi acrescido a proteina BSP1,

como descrito anteriormente e criopreservado com auxilio de maquina de congelacao
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programavel de sémen TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacdo LTDA, Uberaba —
MG). Apds a descongelacdo (37°C/30 segundos), as amostras foram submetidas a
analise de cinética espermatica através no CASA (no tempo 0 hora e TTR 1 hora). No
tempo Oh apresentou diferenca significativa no WOB nas concentracdes de 20 ug/mL ¢
40 pg/mL de BSP1, e na maior concentragdo (40 ug/mL) (P < 0.05) para ALH e BCF.
Ap6s o TTR 1h, a concentragdo de 40 ug/mL continuou apresentando diferenga
significativa. A analise da funcdo mitocondrial apresentou diferenca significativa na
concentragdo de 10 pg/mL da proteina, sendo inferior as demais concentragdes e
controle. Com relacdo a avaliacdo da IAC e IMP, a adigdo do BSP1 ndo provocou
nenhuma alteracdo, indicando que mesmo se tratando de espécies heterlogas ndo houve
dano a célula espermatica do garanhdo. Como o bovino apresenta uma alta fertilidade
em relacdo ao garanhdo, esses resultados além do ineditismo do trabalho, possibilitam
maiores estudos utilizando-se proteinas de espécies heterdlogas com o intuito de
melhoria da qualidade seminal em garanhdes. Foi possivel observar também que esta
proteina pode ter um efeito antioxidante com relacdo ao potencial mitocondrial da
membrana plasmatica do espermatozoide e efetivamente ha uma alteracdo na cinética

espermatica que necessita de maiores estudos para compreender as consequéncias.

Palavras chave: Proteina, plasma seminal, bovino, sémen, criopreservacao.

ABSTRACT

The aim with this work, was to evaluate the effect of Binder of Sperm Protein 1 (BSP1)
from seminal vesicle of bulls on semen quality of stallions, and watch your action in the
congelability of this semen. The BSP1 protein was isolated at laboratory of Animal
Science Department of Federal University of Ceard using the ammonium sulfate
technique. After isolation and lyophilization, the effect of addition of BSP1 in semen of
stallions was tested at concentrations of 0 (control), 10, 20 and 40 pg/mL added to a
commercial extender (BOTUCRIO®), in semen from 4 quarter horse stallions, in a total
of 5 ejaculates per stallion. Samples were evaluated in the seminal parameters of
volume, total and progressive motility, sperm concentration using phase contrast
microscopy. After evaluation, semen was centrifuged to remove seminal plasma 1200 g

for 15 minutes, and then were added BSP1 protein, as described earlier and
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cryopreserved using a semen programmable machine (TK 3000® - Freezing
Technology LTDA, Uberaba-MG). After thawing (37° C / 30 seconds). Samples was
submitted to sperm kinetics analysis at CASA (time 0 hour and TTR 1 hour). At time Oh
there was a significant difference in WOB at concentrations of 20 pug / mL and 40 pg /
mL BSP1, and at the highest concentration (40 pg / mL) (P <0.05) for HLA and BCF.
After TTR 1h, the concentration of 40 pg / mL continued to present a significant
difference. The analysis of mitochondrial function showed a significant difference in the
concentration of 10 ug / mL of the protein, being lower than the other concentrations
and control group, indicating a possible antioxidant action. Regarding the evaluation of
IAC and IMP, the addition of BSP1 did not provoke any alteration, indicating that even
when dealing with heterologous species there was no damage to the sperm cell of the
stallion. As the bovine has a high fertility in relation to the stallion, these results,
besides the novelty of the work, allow further studies using proteins of heterologous
species with the purpose of improving seminal quality in stallions. It was also possible
to observe that this protein may have an antioxidant effect with respect to the
mitochondrial potential of the sperm plasma membrane and there was a significant

change in sperm kinetics that requires further studies to understand the consequences.

Key words: Protein, seminal plasma, bovine, semen, cryopreservation.

INTRODUCAO

A biotecnologia do sémen proporciona diversas vantagens, como aumento da
disponibilidade de espermatozoides, facilitando os trabalhos de reproducdo assistida.
Outras vantagens observadas é a otimizacdo no uso de garanhdes com comprovada
superioridade genética, como também a possibilidade do armazenamento de sémen,
mesmo fora da estacdo de monta, além da quebra das barreiras geogréaficas, tornando
possivel o envio de sémen para qualquer parte do mundo (BARRETO et al., 2008).

O desenvolvimento da biotecnologia de criopreservacdo tem apresentado grandes
avancos na area de reproducdo animal, tanto no melhoramento da qualidade quanto na

fertilidade do sémen ap0s seu processamento (JOBIM, 2011).
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Diversos estudos relataram efeitos benéficos da utilizacdo do plasma seminal na
criopreservacao de diversas espécies tais como equinos (KATILA et al., 2002), bovinos
(RONCOLETTA et al., 2002), humanos (BEM et al., 1997), suinos (METZ et al., 1990)
e ovinos (GHAOQUI et al., 2007). Aurich et al., (1996) relataram que espermatozoides de
garanhdes com baixa motilidade pds-descongelamento (<20%) apresentaram melhora
quando foram criopreservados com PS de garanhdes que produziam espermatozoides
com alta motilidade pés-descongelamento.

O PS exerce diversas funcbes sobre o metabolismo espermatico e o processo de
fecundacdo, tais como: ativacdo da motilidade espermatica, agdo antimicrobiana,
neutralizacdo dos metabdlitos espermaticos, protecdo contra a acrosina por meio de
inibidores de proteases, capacitacdo espermatica, entre outros (ELZANATY, 2002,
TROEDSSON et al., 2005).

As proteinas presentes no PS desempenham um papel importante na
estabilizacdo dos espermatozoides, uma vez que conferem estabilidade a membrana
plasmatica e participam de processos como formacdo de reservatorios espermaticos e
interacdo espermatozoide-odcito (JUYENA; STELLETTA, 2012). E sabido que o
impacto da fertilidade do touro no desempenho reprodutivo dos rebanhos é fundamental
e que esses animais sdo selecionados baseado na capacidade fertilizante. Em
contrapartida na espécie equina a selecdo dos reprodutores nao é realizada baseada nas
caracteristicas reprodutivas, mas através de fatores fenotipicos e performance atlética
(ALVARENGA et al, 2017).

As proteinas BSPs compreendem a maior parte do plasma seminal bovino
(KELLY et al., 2006; MOURA et al., 2007). As proteinas que fazem parte dessa familia
possuem a capacidade de interagir com fosfolipidios, contendo colinas presentes na
membrana dos espermatozoides no momento da ejaculacdo. Vale ressaltar que elas sdo
capazes de se ligar ao LDL de forma rapida e saturavel, e essa interacdo tem efeitos
consideraveis na preservacao da funcdo espermatica (BERGERON et al., 2004).

Essa familia de proteinas estd correlacionada com indices de fertilidade em
touros, além de constituirem o principal grupo de proteinas do plasma seminal de
ruminantes, onde apresentam-se como potenciais indicadores de fertilidade na
reproducdo de machos (MOURA et al., 2011).
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Além de serem abundantes em ruminantes, os estudos realizados em touros
confirmam que as BSPs tém amplo efeito no espermatozoide do ejaculado, incluindo
capacitacdo, interacdo com o epitélio do oviduto e fertilizacdo. O fato de as BSPs
interagirem com componentes dos extensores de sémen sugerem que essas proteinas sao
possiveis alvos para o desenvolvimento de novos marcadores de fertilidade e
biomoléculas que podem melhorar as tecnologias de reproducdo assistida (MOURA,;
MEMILI, 2016).

Segundo Moura et al., (2011), todas estas linhas de estudo pressupdem a hipdtese
de que os componentes moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que 0s cercam,
influenciam a capacidade fecundante de tais células, e as diferencas de fertilidade
observadas entre os animais, ndo explicadas pelos testes de rotina para avaliacdo da
qualidade do sémen, relacionam-se com esses componentes.

Dentro desse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
proteina BSP1 do plasma seminal bovino em sémen de garanhdo, observando se a
adicdo da mesma podera favorecer a elaboracdo de meios extensores com o objetivo de

melhoria pds-descongelamento.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos, envolvendo animais foram realizados apo6s aprovacgédo
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (CEUA-UFRPE), sob licenca n° 013/2019 CEUA/UFRPE.

O experimento foi desenvolvido no haras Monte Verde que encontra-se no
municipio de Sairé - PE, a 6 km da BR 232, onde localiza-se a uma latitude
08°19°39°’Sul, altitude de 663 metros, com populacdo estimada de 11.242 habitantes,
pertencente ao Agreste de Pernambuco. As amostras foram processadas no Laboratério
de Reproducéo Animal de Pernambuco (LABRAPE) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE ) Unidade Académica de Garanhuns (UAG) e o Laboratdrio de
Andrologia (ANDROLAB) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE ).

No estudo foi utilizada uma fracdo enriquecida de BSP 1, obtida do
Departamento de Fisiologia Animal da Universidade Federal do Ceara, sendo

adicionada nas concentragdes de 0 (Controle), 10, 20 e 40 pg/mL ao diluente comercial



66

Botu-crio® (Biotech Botucatu, Botucatu- SP, Brasil) (gema de ovo, glicerol,
metilformamida), no sémen de quatro garanhdes da raga quarto de milha.

Coleta de sémen

O sémen dos garanhdes da raca quarto de milha foram obtidos através de coleta
com o emprego de vagina artificial modelo Botucatu, em copo coletor graduado, para
medicdo do volume seminal, com filtro estéril para filtragem do sémen e descarte da
fracdo gel, preparada com agua aquecida a 45°C; como manequim foi utilizada uma
égua em estro, totalizando cinco ejaculados por reprodutor. Imediatamente apds a
colheita, o processamento dos ejaculados ocorreram de acordo com (MARTINS, L.T. et
al., 2009).

Congelamento de sémen

O sémen dos garanhdes foram analisados no laboratdrio do haras Monte Verdes,
visualmente, o volume, o aspecto e a cor e, sob microscopia convencional, a motilidade
total e o vigor, segundo Manual do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal-CBRA.
Uma aliquota de 10uL de sémen de cada ejaculado foi diluido em 1 mL de citrato de
sodio formalizado, para determinacdo da concentracdo espermatica, por meio a camara
de Neubauer (espermatozoide/mL) e realizou-se a andlise morfoldgica, através da
técnica da camara Umida. Apds avaliacdo, centrifugou-se o sémen para retirada do
plasma a 1200g por 15 minutos. Os ejaculados foram diluidos para congelamento,
sendo acrescido nas concentragdes de 0 (Controle), 10, 20 e 40 pug/mL ao diluente
comercial Botu-crio®, e criopreservados com auxilio de maquina de congelacédo
programavel de sémen nacional TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacdo LTDA,
Uberaba — MG). Por fim, as amostras foram transportadas para 0 ANDROLAB da
Universidade Federal Rural de Pernambuco para posteriores avaliagdes no tempo 0 hora
e também pelo teste de termo resisténcia (TTR) com 1 hora, no CASA software Sperm
Class Analyser (SCA® — Microptics Barcelona, Espanha); integridade de membrana

plasmaética; integridade do acrossoma; fun¢do mitocondrial.
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Descongelacgéo e avaliagdo in vitro dos espermatozoides

As amostras de sémen criopreservadas foram descongeladas (37°C por 30
segundos) apos 30 dias de armazenamento em botijdo de nitrogénio e submetidas a
andlises de cinética espermaética, integridade de membrana e acrossoma, funcéo

mitocondrial.

Cineética espermatica

Para determinacdo da cinética espermatica, uma palheta de cada grupo foi
descongelada em banho-maria, na temperatura de 37°C, por 30 segundos. A analise foi
realizada utilizando-se o sistema CASA. Onde uma aliquota (2,5 pL) de cada amostra
foi colocada sobre ldmina, coberta por laminula, pré-aquecida a 37°C, avaliada por
microscopia de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon,Japan) e as imagens foram
captadas por uma camara de video (Basler Vision Technologies,A312FC,
Ahrensburg,Germany).

As avaliacGes de motilidade espermatica foram realizadas em cinco campos
aleatdrios e ndo consecutivos para cada amostra, pelo mesmo operador, analisando as
seguintes variaveis: motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP; %),
velocidade de trajeto (VAP; um/s), velocidade em linha reta (VSL; um/s), velocidade
curvilinear (VCL; pm/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH; pum),
frequéncia de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), indice de oscilacdo
(WOB; %); linearidade (LIN; %). As variaveis do sistema CASA foram mensuradas
com as seguintes configurac@es: temperatura 37°C, magnificacdo (100x), imagens por
segundo (25), area de cabeca (20 a 70 pm?), VAP (lentos 10 pm/s < médios 45 pum/s
< répidos 75 um/s), progressividade (80% STR) e circular (50% LIN).

Integridade de membrana plasmatica

Para essa avaliacdo, as amostras foram coradas com o método de coloracdo
dupla com Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO,
USA) e lodeto de Propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) modificado por
Coleto et al, 2002. Aliquotas de 50 uL. de sémen foram diluidas em 150 uL de Tris
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(3,605 g de Tris; 2,024 de &cido citrico; 1,488 g de frutose, 100 mL de agua bidestilada;
pH 6,8), contendo 5 puLL de DCF (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 uL de IP (0,5 mg/mL em
PBS), incubadas por 10 minutos a 37°C e ficadas com PBS contendo 0,5 de
glutaraldeido. Um total de 200 espermatozoéides foi avaliado em microscopio de
epifluorescéncia (Cal Zeis, Gottingem, Alemanha), com aumento de 400x, usando filtro
de imersdo DBP 580-630 nm e excitagio DBP 485-520 nm, e classificado com
membrana intacta, quando se apresentava corado em verde, e com membrana

plasmatica danificada, quando corado em vermelho.

Integridade acrossomal

Para avaliacdo desse pardmetro, 0s espermatozoides foram corados com
Isotiocianeto de Fluoresceina conjugado a Peanut agglutin (FITC-PNA Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO, USA) de acordo com técnica descrita por Roth et al, (1998).
Aliquotas de 5 pL de sémen foram preparadas para esfregaco e secadas ao ar. Uma
aliquota de 100 pL da solucdo estoque de FITC-PNA (1mg/mL) foi descongelada e
adicionada a 900 uL de PBS para obter a concentracdo final de 100 pg/mL. Aliquotas
(10-20 pL) desta solugdo foram colocadas sobre laminas, as quais foram incubadas por
15 minutos em camara Umida a 4°C, na auséncia de luz. Apos a incubacéo, as laminas
foram enxaguadas duas vezes por PBS refrigerado a 4°C e colocadas para secar na
auséncia de luz. Imediatamente antes da avaliagdo, 5 uL de meio de montagem (4,5 mL
de glicerol, 0,5 mL de PBS e 5 mg de p-phenylenediamine) foi colocado sobre a lamina
e coberto com laminula.

Foram avaliados 200 espermatozoides por lamina, com aumento de 1000x sob
6leo de imersdao em microscopia de epifluorescéncia, usando filtro de emissdo LP 515
nm e BP 450-490 nm para excitacdo. Os espermatozoides foram entdo classificados
como portadores de acrossomas intactos, quando apresentavam regido acrossomal
corada com fluorescéncia verde, ou acrossomas reagidos , quando apresentavam faixa
verde fluorescente na regido equatorial da cabeca espermética ou ndo apresentavam

fluorescéncia ver em toda cabeca da celula.
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Funcéo mitocondrial

A funcdo mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de fluorocromo catiénico
lipofilico JC-1 (GUTHERIE e WELCH, 2006). Aliquotas de 50 uL de sémen foram
diluidas em 150 uL de Tris contendo 5 puL de JC-1 (0,5 mL em DMSO), incubadas por
10 minutos a 38°C e fixadas com PBS contendo 0,5% de Glutaraldeido. Duzentos
espermatozoides foram avaliados em microscopia de epifluorescéncia, com aumento de
1000x sob oleo de imersao, usando filtro de emissdo LP 515 nm e BP 450-490 nm para
excitacdo. As células que apresentavam a peca intermediaria corada em laranja foram
classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto que aquelas

coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana mitocondrial.

Avaliacdo da longevidade dos espermatozoides pos-descongelamento

A longevidade dos espermatozoides pds-descongemanto foi avaliada pelo teste
de termo resisténcia (TTR), que consistiu no acondicionamento de 1,0mL da amostra de
sémen em tubos plasticos de 1,5mL em banho-maria a 37°C por 60 minutos. Foram
realizadas avaliacdes de cinética espermatica atraves do CASA, sendo as leituras
realizadas nos tempos 0 e 60 minutos de incubag&o.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores de percentagem foram submetidos a transformacdo angular
(Y~'=arcoseno(VY)) e analisados de acordo com o modelo:
Y_ijk=p+T_i+G_j+ [(ES)] _ij+C_jk+e_ijk

Em que: Y _ijk, resposta; p, constante; T, efeito do tratamento; G _j, efeito do
garanhdo; [(TG)] _ij, interacdo; C_jk, efeito da coleta, assumido N(0,6_C"2 ); e ijk,
erro, assumido N(0,6"2 ); C_jk e e_ijk foram assumidos serem independentes.

Para clareza, os resultados dos dados transformados foram apresentados em

percentagem. As médias foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Foram avaliados os parametros cinéticos no tempo “0” e com 1 hora de
incubacdo (TTR). Os resultados relacionados a velocidade espermatica (ALH, BCF,
WOB,) dos espermatozoides ap0s a criopreservacdo diferiram estatisticamente nas
andlises tanto no tempo Oh como no TTR 1h. A adi¢do de BSP1 nas concentra¢Ges de
20 ug/mL e 40 pg/mL aumentaram (P < 0,05) os indices de oscilacdo (WOB) no tempo
“0”, e este efeito se manteve aumentado no TTR na maior concentra¢do (40 ug/mL).
Enquanto que houve uma redugdo significativa (P < 0.05) para os indices de amplitude
de deslocamento da cabeca (ALH) e na Frequéncia de Batimento Flagelar Cruzado
(BCF) (tabela 1) na concentragéo de 40 pg/mL em ambos tempos avaliados (tabela 2).

As motilidades total e progressiva ndo apresentaram alteracdes significativas (P
< 0.05) apds a adigdo da BSP1 nas diferentes concentragdes.

Os resultados referentes a potencial de membrana mitocondrial dos
espermatozoides apos a descongelagdo, foram inferiores (P < 0.05) na concentracdo de
10 ug/mL, o qual foi inferior as demais concentracdes e controle (tabela 3).

Com relagdo aos resultados relacionados a IAC e IMP ndo apresentaram
diferenga significativa independente da concentragdo do BSP1 adicionado (tabela 3).

DISCUSSAO

Uma de nossas expectativas era com relacdo a um possivel efeito de
hiperativacdo espermatica do BSP1 visto que ha relatos de um amplo efeito no
espermatozoide do ejaculado, incluindo capacitacdo, interacdo com o epitélio do
oviduto e fertilizacdo (MOURA; MEMILI, 2016). Sabe-se ainda que a hiperativacdo é um
fendmeno caracterizado por um aumento no ALH e no BCF possivelmente por um
aumento do influxo de célcio (MARQUEZ et al, 2007). Nossos resultados indicaram
exatamente o inverso havendo uma reducgdo significativa nesses dois parametros
detectados pelo sistema CASA. Enquanto que houve um aumento no WOB que é um
dos indicativos de hiperativacdo. Esses dados diferem dos dados publicados em bovinos
e demais espécies (MARQUEZ et al, 2007). Levando-nos a crer que na espécie equina

possivelmente a proteina BSP1 age modulando esse influxo de célcio, portanto
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necessitando maiores estudos avaliando-se as concentragdes intracelulares da célcio a
partir da adigdo dessa proteina.

Os resultados relacionados a IAC e IMP demonstram que apés a adicdo de BSP
1 ndo provocou nenhuma alteracdo ou dano, embora existam diferencas consideraveis
na composicdo da membrana plasmatica entre as espécies de mamiferos (FLESH, F.M.
e GADELLA, B.M., 2000). A adi¢cdo de uma proteina de uma espécie heteréloga ndo
provocou nenhum dano a célula espermatica do garanhao.

A necessidade de organismos aerobicos utilizarem a respiracdo é consequéncia
da demanda de oxigénio para a mitocondria que por meio da fosforilagdo oxidativa
produz grande parte (90%) da energia celular, na forma de ATP onde a energia €
armazenada para posterior utilizacdo. Durante essa a¢do da mitocéndria no metabolismo
celular ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Eventuais
desequilibrios entre a produgdo de EROs e 0s mecanismos antioxidantes caracterizam o
estresse oxidativo, que pode afetar diretamente as células espermaticas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Estudos vém demonstrando correlacGes negativas tanto entre o
estresse oxidativo e a integridade de DNA quanto com a alta atividade mitocondrial, o
que indica que tais varidveis estdo interligadas, formando possivelmente um mecanismo
patogénico Unico (BLUMER et al., 2012). Nesse estudo foi observado (P < 0,05) no
PMM na concentracdo de 10 pg/mL, o qual foi inferior as demais concentracGes e grupo
controle (tabela 3). O funcionamento mitocondrial de maneira ordenada e aprimorada é
fundamental para os espermatozoides de mamiferos, sendo altamente relacionado com
altas taxas de funcionalidade da célula espermatica. O efeito observado ap6s a adi¢do da
BSP1 na concentracdol10 ug/mL, pode sugerir uma agdo antioxidante e possivelmente
favoravel na melhoria da qualidade seminal pos criopreservacdo e consequentemente

em uma melhor selecdo de animais de interesse reprodutivo.

CONCLUSAO

Como o touro apresenta alta fertilidade comparado ao garanhdo, em virtude da
selecdo genética dessa espécie estd voltada para eficiéncia reprodutiva, foi possivel
observar que a BSP1 ndo provoca dano a célula espermatica mesmo sendo de uma

espécie heterdloga.
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Em virtude do ineditismo dessa pesquisa utilizando-se proteinas de espécies
heter6logas, a importancia do presente trabalho € evidente e abre perspectivas para
futuros estudos com o intuito da melhoria da qualidade seminal pds descongelamento de
espermatozoides na espécie equina.

Foi possivel observar também que esta proteina pode ter um efeito antioxidante
com relacdo ao potencial mitocondrial da membrana plasmética do espermatozoide e
efetivamente hd uma alteracdo na cinética espermatica que necessita-se de maiores

estudos para compreender quais as consequéncias.
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Tabela 1 - Cinética espermética pds-descongelacdo de sémen equino criopreservado no
tempo Oh, nos diferentes tratamentos com fracdo enriquecida com BSP1.

Tratamentos
Variavel Controle 10 ug/mL 20 pg/mL 40 pg/mL
MT (%) 67,41+235° | 63,88+270° | 63,38 +3,20° | 61,30 +2,77°
MP (%) 41,15+ 2,51* | 39,12 +251° | 40,25+2,97 | 37,07 +2,49°
VAP (um/s) 60,33+ 1,64° | 63,32£2,26° | 63,75+2,25* | 63,85+ 1,80°
VSL (um/s) 52,01 +1,24° | 53,83+1,69° | 54,48+1,77% | 54,49 +1,36°
VCL(um/s) 75,76 +2,48° | 79,26 +3,04: | 7851 +3,14* | 77,69 + 2,63®
ALH (um) 2,53+0,08> | 245+0,06* | 2,51+0,08 | 2,40+0,07°
BCF (Hz) 11,12 +0.29° 10,70 +0.29* | 10,77 +0.282 | 10,24 + 0.27"
STR (%) 86,43 £0,72° | 85,31+0,922 | 85,63+0,69° | 85,35+ 0,88
WOB (%) 79,95 +0.90° [81,33+0,86*| 81,51+0,94 | 82,55+ 0,80°
LIN (%) 69,18 +1,20° [69,45+1,27* | 69,89 +1,27= | 70,73 + 1,332

MT- Motilidade total; MP- Motilidade progressiva; VAP- Velocidade média da trajetéria; VSL-
Velocidade linear progressiva; VCL- Velocidade curvilinea; ALH- Amplitude deslocamento de
cabeca; BCF- Frequéncia de batimento flagelar cruzado; STR- Retilinearidade; WOB- indice de
oscilacdo; LIN- Linearidade;

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P < 0.05)
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Tabela 2 - Cinética espermética pds-descongelacdo de sémen equino criopreservado no

TTR 1h, nos diferentes tratamentos com fracdo enriquecida com BSP1.

Tratamentos
Variavel Controle 10 ug/mL 20 pg/mL 40 pg/mL
MT (%) 58,49 +3,24° | 55,64 +3,03* | 56,48 +3,17 | 55,53 + 3,552
MP (%) 32,97 2,76 | 32,05+3,04° | 31,14 %295 | 31,62 +2,382¢
VAP (um/s) 58,20 +£2,09° | 57,33+2,24° | 57,80+ 2,03® | 57,99 +1,86°
VSL (um/s) 4958 +1,71* | 48,92+ 186° | 48,85+ 1,70° |49,31 +1,54°
VCL (pm/s) 71,16 +2,48° | 69,50 2,65 | 69,75+ 2,70* | 68,35 + 2,502
ALH (um) 2,39+0,09° | 2,40+0,08° | 2,28+0,09® | 2,15+ 0,09"
BCF (Hz) 10,23 +0.26° | 9,88+0.20° | 9,87+0.20® | 9,29 +0.23"
STR (%) 85,22 +0,74° | 8549+0,922 | 84,73+1,30° | 85,21 + 0,96
WOB (%) 82,33 +£0.99° | 82,28+1,02° | 83,30 +1,06% | 85,15+ 0,702
LIN (%) 70,29 + 1,20 (70,66 +1,36° | 70,79+ 1,83 | 72,62 +1,22°

MT- Motilidade total; MP- Motilidade progressiva; VAP- Velocidade média da trajetéria; VSL-
Velocidade linear progressiva; VCL- Velocidade curvilinea; ALH- Amplitude deslocamento de

cabeca; BCF- Frequéncia de batimento flagelar cruzado; STR- Retilinearidade; LIN-

Linearidade;

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P < 0.05).

Tabela 3 - Os resultados das analises pos-descongelamento referentes a integridade de

membrana plasmatica e acrossomal.

Tratamentos
Variavel Controle 10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL
IMP (%) 4180+1,12> | 39,78+1,39° | 38,95+1,40° | 38,83+1,51°
PMM (%) 49,95 +5872 | 36,85 +4,93° | 4585+5,12% | 49,05+ 4,96°
IAC (%) 75,28 £2,72* |69,35+3,37* | 70,50+ 4,77 | 73,45+ 3,02°

IMP - Integridade de membrana plasmatica; PMM - Potencial de membrana mitocondrial; IAC -

Integridade de acrossoma. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P < 0.05).
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