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RESUMO

ALONSO-MARQUES, Vivian. Analises Bioquimicas do Sémen

Congelado Bovino e Interagoes com a Reagao Acrossomica .

Proteinas e ions tém um papel importante na ligagéo do espermatozoéide
ao ovulo no inicio da fertilizagdo. Alteragdes de algumas proteinas e ions no
espermatozéide podem contribuir para a deficiéncia da reag&o acrossémica e
ter consequéncias na fertilidade. O calcio tem um papel integral na capacitagao
e reagao acrossémica e varias proteinas que constituem os espermatozdides ja
foram citadas como sendo proteinas de ligagdo ao 6vulo, dentre elas a D-
manosidase, HIS-50 e HIS-100, galactosiltransferase, receptor tirosina quinase
(ZRK), receptor galactosil, PH20, sp56 e PLA,. Em vista destes aspectos, este
estudo teve por objetivo analisar e correlacionar as proteinas do sémen
congelado bovino de varias ragas, a concentragdo de ions calcio do plasma
seminal e a atividade da fosfolipase A; do espermatozbide com a reacao
acrossémica para encontrar fatores que influenciem no processo de fertilizagéo
bovina. A andlise dos perfis eletroforéticos das proteinas (totais e de
membrana) do espermatozéide e do plasma seminal bovino revelou
variabilidade proteica entre touros, onde foram identificadas diferengas
qualitativas e quantitativas de proteinas que podem ser proteinas de grande
importancia na ligagao do espermatozoide ao ovulo e na indugdo da reagéo
acrossomica. A técnica desenvolvida por espectrofotometria com o uso de
Rodamina 6G e lecitina de ovo detectou atividade da fosfolipase A, de 0,001 a
2,8 unidades/minuto/microlitro. Sua quantificagdo revelou diversidade genética
entre individuos. A concentragdo de calcio do plasma seminal bovino revelou
diferengas significativas entre touros, indicando que deve existir um controle
genético para a liberagéo de calcio extracelular. O coeficiente de correlagio
entre concentragdo de calcio do plasma seminal bovino e proteinas do sémen
com massas moleculares de aproximadamente 31, 27, 20, 18 e 16 kDa do
espermatozéide, bem como as proteinas de 29, 18 e 16 kDa do plasma

_seminal foram significativos, podendo estar atuando na ativagdo do fluxo de



xi

calcio extracelular ou inibigdo, como € o caso das proteinas de 31 kDa do
espermatozoéide e 16 kDa do plasma seminal que apresentaram um coeficiente
de correlagio negativo. A proteina de membrana de 15,7 kDa apresentou
correlagdo positiva significativa (0,71) com a reagdo acrossémica, sendo
provavelmente uma ZRK que é uma proteina importante na ligagdo do
espermatozoéide ao 6vulo. A proteina de 31,1 kDa apresentou um coeficiente de
correlagéo negativo (0,61). A proteina de 15,7 kDa deve ser um fator de maior
importancia podendo ser utilizada como um marcador molecular para a
fertilidade na analise de sémen bovino Como ja descrito, a PLA; e o calcio
possuem grande importancia na rea¢do acrossémica, mas de acordo com os
resultados obtidos n&o existiu correlagéo significativa entre eles, sugerindo que
as quantidades de calcio e PLA;, mesmo significativamente diferentes entre
touros, podem ser suficientes para induzir a RA, tornando-se entdo fatores
secundarios para o processo de fertilizagdo bovina. Com base nestes
resultados observou-se que a fertilizagdo bovina € um processo complexo
muitifatorial, onde seu estudo né&o se limita somente a um controle genético,
mas também a um controle ambiental.



SUMMARY

ALONSO-MARQUES, Vivian. Biochemical analysis of the Bovine Frozen Semen

and interactions with the Acrosome Reaction.

Proteins and ions have an important role in the binding of the spermatozoa to
the ovum in the beginning of the fertilization. Alterations of some proteins and ions
in the spermatozoa can contribute to the deficiency of the acrosome reaction and
consequently to the fertility. The calcium has an integral role in the capacitation and
acrosome reaction. Several proteins that constitute the spermatozoa were already
mentioned as being binding proteins to the ovum, such as: D-manosidase, HIS-50
and HIS-100, galactosyltransferase, receptor tirosine kinase (ZRK), receptor
galactosyl, PH20, sp56 and PLA.. In view of these aspects, the objective of this
study was to analyze and to correlate the proteins of the bovine frozen semen of
several breeds, the concentration of calcium ions of the seminal plasm and the
activity of the enzyme phospholipase A; of the spermatozoa with the acrosome
reaction to find factors that influence in the process of bovine fertilization. The
analysis of the eletrophoretics profiles of the proteins (total and membrane) of the
spermatozoa and of the bovine seminal plasm revealed protein variability among
bulls, qualitative and quantitative differences of proteins were identified in
agreement with its molecular masses of 66 kDa (ZRK or HIS-50), 30-36 kDa
(dimeric form of ZRK), 20 kDa (PH20) and 14-18 kDa (ZRK or PLA) they can be
proteins of great importance in the binding of the spermatozoa to the ovum and in
the induction of the acrosome reaction. The technique developed by
spectrophotometry with the use of Rhodamina 6G and egg lecitin detected activity
of the fosfolipase A; from 0,001 to 2,8 unit/min/ul. Its quantification revealed
diversity among individuals. The concentration of calcium of the bovine seminal
plasm revealed significant differences among bulls, indicating that genetic control
should exist for the release of extracellular calcium. The correlation coefficient
between concentration of calcium of the bovine seminal plasm and proteins of the

semen with molecular masses of approximately 31, 27, 20, 18 and 16 kDa of the



spermatozoa, as well as the proteins of 29, 18 and 16 kDa of the seminal plasm
were significant, and could be acting in the activation of the extracellular calcium
flow or inhibition, as it is the case of the proteins of 31 kDa of the spermatozoa and
16 kDa of the seminal plasm that presented negative correlation coefficients. The
membrane protein of 15,7 kDa presented significant positive correlation (0,71) with
the acrosome reaction, and this could probably be a ZRK an important protein in the
binding of the spermatozoa to the ovum. The protein of 31,1 kDa presented a
negative correlation coefficient (0,61). The protein of 15,7 kDa should be a factor of
great importance, and could be used as a molecular marker for the fertility in the
analysis of bovine semen. As already described, the PLA; and the calcium possess
great importance in the acrosome reaction; however, there was no signigicant
correlation among them and the acrosome reaction, suggesting that the amounts of
calcium and PLA;, although significantly different among bulls, were enough to
induce the acrosome reaction, becoming secondary factors of the process of bovine
fertilization. These results indicate that the bovine fertilization is a complex
multifactorial process, to which the fertilization can not be limited to a genetic
control, but also to the environment.

xiii



1- INTRODUCAO

Fertiizagdo €& uma das mais meticulosas interagdes célula-célula
reguladas no organismo animal. Neste trabalho procurou-se estudar os
mecanismos que originam alteragdes na capacidade de fertilizagdo do
espermatozdide, como a constituigdo de suas proteinas, dando énfase a
fosfolipase A;, a concentragao de ions calcio e suas interagdes com a reagao
acrossémica (RA), que segundo FELICIANO SILVA et al. (1996) tem relagédo com
a fertilidade. As informag¢bes derivadas deste estudo € diretamente importante na
genética e bioquimica do melhoramento animal. A Inseminagéo Artificial,
Transferéncia de Embrides e Fecundagao in vitro sao técnicas que estao sendo
mais e mais utilizadas em reprodugéo bovina para o melhoramento genético
animal. As vantagens da utilizagdo destas técnicas para produgdo animal sao
aumentadas pelo sucesso do congelamento do sémen (RENARD, 1984). Este
processo pode causar uma perda da motilidade do espermatozéide e uma
morfologia anormal acrossémica, que podem parcialmente reduzir o sucesso da
fertilizagdo, sendo assim importante determinar quais os outros fatores
envolvidos nas alteragées do sémen bovino que diminuem a taxa de fertilidade
(KARABINUS et al., 1991).

Proteinas e ions tém um papel importante na ligagdo do espermatozoide e
do 6vulo para iniciar a fertilizagéo. Alteragdes de algumas proteinas e ions no
espermatozéide podem contribuir para a deficiéncia da reagdo acrossdmica e
consequentemente para a fertilidade bovina. Segundo YANAGIMACHI (1988) o

calcio tem um papel integral na capacitagdo e RA. Varias proteinas que

constituem o espermatozéide ja foram citadas como sendo proteinas de ligagéo
do évulo: D-manosidase (TULSIANI et al., 1990), HIS-50 E HIS-100 (DYSON e
ORGEBIN-CRIST, 1873), galactosiltransferase (SHUR e NEELY, 1988), (ZRK)
-receptor tirosina quinase (LEYTON e SALING, 1989), receptor galactosil




(ABDULLAH et al.,, 1991), PH20 (LIN et al., 1995), sp56 (BOOKBINDER et al.,
1995) e PLA; (WEINMAN et al., 1986).

Durante milhGes de anos, a evolugao tem lentamente alterado o codigo de
genes de proteinas da zona pellcida e do sémen. Raposas e gatos por exempio,
herdaram o mesmo grupo basico de genes de um ancestral carnivoro, no qual
estes genes sao ainda similares em seu codigo de DNA (acido
desoxirribonucléico) e performam fungées similares, que lentamente, ao acaso,
acumularam mutagbes durante milhdes de anos produzindo diferengas entre
proteinas em cada espécie.

Os objetivos deste estudo foram:

- analisar o perfil eletroforético de proteinas totais e de membrana do
espermatozoide;
- analisar o perfil eletroforético de proteinas do plasma seminal,
- quantificar ions calcio presentes no plasma seminal e analisar diferencas
significativas entre touros;
- quantificar a atividade fosfolipasica dos espermatozoides e analisar diferengas
significativas entre touros,
- analisar a capacidade de sofrer reagdo acrossdmica em sémen de diferentes
touros;

- correlacionar proteinas do sémen, concentragao de calcio no plasma seminal,

atividade fosfolipasica do espermatozoide e reagéo acrossomica.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1. PROTEINAS DO SEMEN

2.1.1. Proteinas totais do espermatozdéide

A camada externa do 6vulo maduro, esperando que a fertilizagao no trato
reprodutivo feminino aconte¢a, € composto por um complexo de glicoproteinas
chamado de zona pellucida (ZP). Estas proteinas tém uma grande interagéo
bioquimica com as proteinas da cabega do espermatozéide, onde sem esta
interacdo o espermatozoide n&o poderia penetrar a zona pellcida para fertilizar o
ovulo.

Somente limitadas informagdes existem sobre identidades moleculares e
caracteristicas bioquimicas dos componentes da superficie do espermatozéide
envolvidos na ligagdo da zona pelucida. Segundo WASSARMAN (1988)
resultados do clone de cDNA (acido desoxirribonucléico complementar) dos
genes da zona pelucida e analises de sua composigdo em varias espécies,
indicam que ela & constituida de trés glicoproteinas (EPIFANO e DEAN, 1994). A
zona pellacida de o6vulo de rato, uma das mais estudadas, é composta por
glicoproteinas chamadas ZP1, ZP2 e ZP3 (WASSARMAN, 1988 e 1990). No
entanto, a molécula na superficie do 6vulo responsavel por ligar e ativar o
espermatozéide & a maior glicoproteina que constitue a zona pelucida, a ZP3
(FLORMAN e WASSARMAN, 1985; ROSIERE e WASSARMAN, 1992).

Entretanto, a natureza da complementariedade de receptores na superficie
que liga a ZP3 e os eventos bioquimicos de um subsequente sinal de transdug&o,
sdo ainda desconhecidos. E possivel que multiplos receptores proteicos de
ligagao do espermatozodide possam estar envolvidos em mediar agdes biolégicas

da ZP3, a ligagdo primaria do espermatozéide e indu¢édo da reagéo acrossdmica.



Esta multipla interagio da capacidade de se ligar, pode ser devido a diferentes
dominios especializados em ZP3, que estdo na superficie da cabega do
espermatozéide. Cada um destes dominios pode ser estruturaimente adequado
ou especializado para interagir e/ou ativar uma proteina receptora de ligagao do
espermatozéide, permitindo a ligacdo do espermatozoide a ZP3, e
subsequentemente induzindo a produgdo do segundo mensageiro intracelular
que dispara a reago acrossémica. E também possivel que ZP3 interaja e ative
um tipo de receptor do espermatozdide com uma subsequente ativagao de
receptores. Diferentes proteinas receptoras podem juntas, constituir um complexo
funcional receptor sinal-transdugéio que € capaz de traduzir sinais intracelulares
para modular a reacdo acrossémica (MORALES e LLANOS, 1996). A proteina
ZP3 que reage fortemente com as proteinas do espermatozéide esta na regido
molecular 55 kDa (NAZ e AHMAD, 1994). A ZP2 e ZP3, depois da fertilizagao,
sofrem mudancas moleculares que constituem um blogueio para polispermia
(BLEIL e WASSARMAN, 1983).

Uma proteina que pode estar envolvida na ligagdo da ZP e
espermatozoide ¢ a enzima D-manosidase (TULSIANI et al., 1990), que
apresenta atividade em espermatozéides humanos e pode estar envolvida na

ligagao da ZP3 e indugdo da reagao acrossdmica (BENOFF et al., 1988).

2.1.2. Proteinas de membrana do espermatozoide

RIFKIN e OLSON (1985) e EPIFANO e DEAN (1994), caracterizaram em
seus experimentos duas proteinas secretadas pelo epididimo que ligam a
superficie do espermatozobide durante sua maturagdo. Estas proteinas s&o
removidas da membrana plasmatica por meio de solugdes de alta forga ibnica e
podem ser classificadas como proteinas de membrana extrinsica. Elas migram

diferentemente no SDS-PAGE (eletroforese de gel de poliacrilamida

desnaturante), exibindo um alto grau de similaridade imunolégica e estrutural.

DYSON e ORGEBIN-CRIST (1973) detectaram a presenga de

polipepitideos com massas moleculares de 100 e 66 kDa. No mapa peptidico

HIS-50 indica que o polipeptideo pode reassociar e sugere que HIS-100 possa




ser um dimero da forma HIS-50, que ndo é completamente dissociado sobre as
condigbes usadas na eletroforese. As proteinas HIS primeiro aparecem na cauda
proximal do epididimo, que é a regido onde o espermatozoide de rato apresenta
um maior aumento na capacidade de fertilizagdo, podendo ser um evento
significativo no desenvolvimento da capacidade de fertilizacdo pelo
espermatozoide durante a maturagdo epididimal. Esta capacidade do
espermatozoide se ligar a zona pelucida pode estar relacionada com a deposigéo
de proteinas na sua superficie durante o transito através do epididimo (TEZON et
al., 1985; citado por JEAN et al., 1995).

JEAN et al. (1995) extraiu de sémen fértil humano proteinas da superficie
dos espermatozdides com uma solugéo 0,6 M de Cloreto de Potassio, expos este
extrato a espermatozoides inferteis e o incubou juntamente com a zona peltcida
de 6vulos, observando um aumento da capacidade de ligagao do espermatozdide
ao ovulo. Baseados nestes resultados, eles criaram duas hipoteses para mostrar
como estes espermatozdides poderiam estar deficientes destas proteinas: a
primeira hipdtese seria que espermatozoides imaturos néo receberam estas
proteinas durante o transito no epididimo e a segunda seria que sitios receptores
especificos destas proteinas de superficie ndo sao completamente saturadas na
membrana plasmatica do espermatozéide depois do transito atraveés do
epididimo. Usando este extrato de proteinas de sémen fertil, elas se ligariam aos
espermatozoides, aumentando assim sua capacidade de ligagao ao 6vulo.

A respeito de proteinas de ligagdo do espermatozoide e do o6vulo, muitas
hipoteses ainda tém sido propostas, como mostra a Figura 1. Entre elas estao
também a galactosiltransferase, uma proteina tirosina quinase, € um receptor
usual de lectina galactosil (MORALES e LLANOS, 1996).

Galactosiltransferase é uma enzima localizada na membrana plasmatica do
espermatozoide que tem um papel definido no reconhecimento do gameta
feminino em camundongos (SHUR e NEELY, 1988; BENOFF et al., 1988).

Receptor tirosina quinase (ZRK) pertence a uma classe de moléculas que

pode estar relacionada com o reconhecimento e sinal de transducdo da ZP3

(LEYTON e SALING, 1989). Exposicdo de espermatozdides humano e de

camundongo para ZP3 resulta em uma rapida autofosforilagio  de

residuos



tirosina em uma kinase de 95 kDa (ZRK).

LIGAGCAO

espermatozoide-6vulo

N N . ativa complexo
mensageiro  ou sinal-transdugdo

D- manosidase
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galactosiltransferase
receptor galactosil

i sp 56

ZRK

Figura 1. Diagrama esquematico da ligagdo do espermatozéide ao évulo e

inducdo de reagdo acossomica.




Segundo trabalhos realizados por LEYTON et al. (1992) e SALING (1991)
uma proteina de 95 kDa, encontrada na superficie do espermatozoide, estimula
um ligante no espermatozdide humano que € essencial para uma cascata
regulatoria de sinais para exocitose acrossdmica se ligando a ZP3 e possuindo
atividade tirosina kinase. Entretanto, a proteina de 95 kDa contendo fosfotirosina
encontrada em um espermatozéide de camundongo tem sido apresentada como
sendo uma Unica forma de hexokinase fosforilada (KALAB et al.,1994, citado por
BAILEY e STOREY, 1994). NAZ e AHMAD (1994) relataram varias proteinas de
espermatozoide que tem a capacidade de se ligarem a proteinas da ZP com
massas moleculares de 95, 63, 51 e 14-18 kDa. KALAB et al. (1994), citado por
BAILEY e STOREY (1994) isolou e purificou uma proteina de espermatozoéide de
camundongo com SDS-PAGE, onde encontrou propriedades idénticas a proteina
ZRK, com massa molecular de 116 kDa em condi¢cbes nao redutoras e 95 kDa
sob condigbes de redugdo. Estas proteinas apresentaram atividade de
autofosforilagao. Potencialmente, a proteina de 95 kDa corresponde a ZRK
também descrita por BURKS et al. (1995 e 1996).

Receptor galactosil, tipo lectina C (dependente de calcio) no
espermatozoide humano pode ser um receptor de zona pelucida (ABDULLAH et
al., 1991; GOLUBOFF et al., 1995). Esta lectina € uma proteina transmembrana
com dominios de reconhecimento de carboidrato no segmento extracelular C-
terminal e um citoplasmatico N-terminal. Ela foi caracterizada como um
componente de proteina simples de 50 kDa na membrana plasmatica da cabeca
do espermatozdide e sobrepondo o acrossoma (GOLUBOFF et al., 1995).
Segundo resultados obtidos por LOPEZ et al. (1985) a ligagao dos gametas ¢
mediada pela galactosiltransferase da superficie do espermatozéide, que
reconhece e liga ao residuo terminal N- acetilglicosamino na zona pelicida. Em
um trabalho, BOOK-BINDER et al. (1994), descreve o clone e sequenciamento do
cDNA de uma molécula semelhante a lectina, localizada na cabega do
espermatozéide com uma massa molecular de 56 kDa; o cDNA codifica para uma
proteina de 547 aminoacidos.

Em resposta ao sinal ou sinais derivados do 6vulo, na hora de sua




fertilizagdo, o espermatozdide sofre exocitose acrossomal (YANAGIMACHI,
1981). O ponto de vista geralmente aceito € que o espermatozédide atravessa o
cumulus ooforus usando a atividade hialuronidase presente na proteina PH20,
localizada na membrana plasmatica da cabega posterior (LIN et al., 1994). Entao,
os espermatozoides durante a fertilizagao, com seu acrossoma intacto, ligam as
glicoproteinas ZP3 da zona pelicida. Seguindo a estimulagdo por ZP3, o

espermatozoide sofre a reagao acrossémica.
2.1.3. Proteinas do plasma seminal

Muitos estudos sugerem que o plasma seminal, que consiste de uma
complexa mistura de secregbes originadas do testiculo, epididimo e glandulas
secretorias, contém fatores que podem influenciar a capacidade de fertilizagao do
espermatozoide. Interessantemente, as proteinas do plasma seminal bovino
(BSP), também se ligam a heparina que € um glicosaminoglicano presente no
trato reprodutivo feminino e parece participar do processo de capacitagio
espermatica. Estas proteinas também tém a capacidade de se ligar a
fosfolipideos, parecendo participar do metabolismo lipidico do espermatozéide e
podendo ter um papel importante no fendémeno de capacitagdo (CHANDONNET
etal., 1990).

THERIEN et al. (1995), também encontrou no plasma seminal bovino
quatro proteinas acidas (BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 e BSP-30kDa), que sao
secretadas pela vesicula seminal cobrindo a superficie dos espermatozéides
ap6s a ejaculagao, sugerindo que elas tenham participacdo nos fatores
regulatérios de capacitagao.

Estudos bioguimicos e ultraestruturais tém indicado que espermatozoéides
que sofrem capacitagao exibem perda de componentes adsorvidos originaimente
do plasma seminal, modificagdbes da composicao lipidica, aumento da
permeabilidade de calcio, redistribuicao de componentes da membrana e
mudancas na distribuigao intramembrana (LANGLAIS e ROBERTS, 1985). Estas
mudancas estruturais levam o espermatozoide para um segundo mecanismo, a

fusdao da membrana plasmatica e membrana acrossomal externa.



2.1.4. Fosfolipase A; (PLA))

2.1.4.1. Nomenclatura das fosfolipases

A degradagao de fosfolipideos de membrana é um processo catalizado por
diferentes fosfolipases e lisofosfolipases (VAN DEN BOSCH, 1980; DENNIS,
1983). A molécula fosfolipidica & suscetivel a hidrélise enzimatica de diferentes
fosfolipases que sao classificadas em fosfolipases A;, A;, C, D e lisofosfolipases
de acordo com sua especificidade de hidrélise (DENNIS, 1983). A fosfolipase A;

hidrolisa a ligagao éster na posigdo sn-2 da molécula fosfolipidica (DENNIS,
1983).

2.1.4.2. Classificacao da fosfolipase A,

PLA;, sao divididas em enzimas intracelular e extracelular de acordo com
sua localizagao (VAN DEN BOSH, 1980; DENNIS, 1983; DANIEL, 1985). PLA;
extracelulares estdao na forma solluvel e PLA; intracelulares podem estar ligadas a
membrana ou na forma soluvel (VAN DEN BOSH, 1980; DENNIS, 1983). Além
disso, as PLA, intracelulares e extracelulares podem ser enzimas calcio-
dependentes ou calcio-independentes (MARAGANORE et al, 1984,
MARAGARONE e HEINRIKSON, 1986; PIERIK et al., 1988).

As PLA, sao divididas em dois grupos, de acordo com o padrao dos
residuos de cisteinas encontrados na sequéncia, segundo HEINRIKSON et al.
(1977):

-Grupo | sao as enzimas que tem uma Unica ligagdo dissulfeto entre os
residuos de cisteinas 11 e 69, e estdao presentes no pancreas de mamiferos e
venenos de reptéis, como de algumas espécies de serpentes;

-Grupo |l sdo aquelas que possuem uma distinta extensao C-terminal de 5
residuos, terminados por uma cisteina ligada a outra na posi¢ao 49 ou 50. Esta
enzima esta presente no intestino suino (VERGER et al., 1982), liquido sinovial

humano (SEILHAMER et al., 1989) e plasma seminal humano (TAKAYAMA et al.,
1991).
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2.1.4.3. Fosfolipase A; no sistema reprodutivo masculino

PLA; tem sido caracterizada em humano (TAKKAR et al., 1984;: ANTAKI et
al., 1988; GUERETTE et al., 1988; ANTAKI et al., 1989; FRY et al., 1992;
LANGLAIS et al., 1992), suino (ONO et al., 1982) hamster (LLANOS et al, 1982;
ESPONDA et al., 1991), ovinos (ROLDAN et al.,, 1991), caprinos (ATREJA e
ANAND, 1985) e espermatozéide de camundongo (TAKKAR et al., 1983).

Geralmente, estas enzimas tém as mesmas propriedades bioquimicas, um
pH 6timo neutro e requerem calcio. O massa molecular de 16,7 kDa tem sido
obtido para PLA; purificada de espermatozéide humano (LANGLAIS et al., 1992).

Segundo WEINMAN et al. (1986) a PLA, esta presente no plasma seminal,
vesicula seminal, prostata alem das varias partes do espermatozoide bovino,
como a membrana plasmatica, nucleo, acrossoma, flagelo, mitocéndria, e
microtibulos. Segundo RONKKO (1994) a PLA, do liquido da vesicula seminal
bovina foi dissociada em duas bandas proteicas por SDS-PAGE, tendo elas
massas moleculares de 15,0 e 16,0 kDa . Ja no plasma seminal humano a PLA,

pode ser dissociada em 2 subunidades com massas moleculares de 12,2 e 14,0

kDa (WURL e KUNZE, 1985).

2.1.4.4. Papel da fosfolipase A; na reprodu¢ao masculina

O espermatozdide de mamiferos sofre RA antes da fertilizagdo normal
(YANAGIMACHI, 1981; MEIZEL, 1984). Segundo resultados de RONKKO et al.
(1994), PLA, purificadas do liquido da vesicula seminal sdo capazes de
potencializar a reagao acrossémica, ja PLA; purificada de pancreas bovino e
veneno de Crotalus adamanteus nao apresentaram esta propriedade. PLA, causa
esta possivel RA por catalisar a formagao de lisofosfatidilcolina que tem sido
apresentada como um potente fusogénico de membrana (POOL et al., 1970). A
PLA, sendo uma proteina de membrana do espermatozoéide pode participar da

RA na presenca de heparina e possivelmente na sintese de prostaglandina.



2.1.4.5. Regulacgao da atividade da fosfolipase A;

A regulagdo endogena da PLA, € complexa e varios fatores afetam sua
atividade (Figura 2). Um ébvio mecanismo regulatorio € a formagao da forma de
proenzima da PLA; que requer clivagem proteolitica para se tornar ativa, como
demonstrado em PLA; de espermatozdide humano por GUERETTE et al. (1988)
e ANTAKI et al. (1989). Calcio é outro fator regulador de todas as PLA, calcio-
dependentes (CHANG et al., 1987). Calcio aumenta a atividade enzimatica
desde que seja essencial para a ligagao ao substrato (DENNIS, 1983).

De acordo com DYCK e BUHR (1993) o processo de congelamento e
descongelamento do sémen suinc reduz a atividade da PLA; do espermatozéide
para aproximadamente 50% da atividade obtida em sémen fresco.

Muitas moléculas envolvidas na sinalizagao transmembrana podem afetar
a atividade PLA, Apos varios estudos, foi demonstrado que a indugdo da reagao
acrossémica pela zona pelicida humana € mediada por uma proteina G1 do
espermatozéide (LEE et al., 1992, FRANKEN et al., 1996). Isto & verdadeiro
também para a indugéo da reagao acrossémica em bovinos (ENDO e LEE, 1987,
FLORMAN et al.,1989). Deste modo, depois do espermatozoéide se ligar a zona
pellicida, uma proteina G1 pode ser um sinal de transdugao crucial. Ativacao de
uma proteina G1 media a produgdo de sinais intracelulares envolvidos em
eventos celulares e moleculares da reagao acrossémica. Em outras celulas, as
proteinas G1 estdo envolvidas na regulacdo mediada por receptores da

mobilizagdo de calcio, atividade da fosfolipase C e da adenil ciclase (4C)

(SPIEGEL et al., 1988).
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Figura 2. Representagdo esquematica modificada do mecanismo de

regulagdo da atividade PLA; (Chang et al., 1987).

Em muitos espermatozéides mamiferos, incluindo humano, a ativagao de
PKC esta envolvida na reagdo acrossomica (BREIBART et al.,1992; NAOR et al.,
1995). Ao lado da ativagdo de PKC, DAG produzido no espermatozéide ativa uma
fosfolipase C, capaz de hidrolisar fosfatidilcolina e aumentar o nivel de DAG
(ROLDAN e MURASE, 1994). Este alto nivel de DAG modularia uma fosfolipase
A, (ROLDAN e MOLLINEDO, 1991). Esta enzima chave que produz componentes
fusogénicos como lisofosfolipideos e acidos graxos livres, € requerida para o

desenvolvimento da reagéo acrossdmica (LLANOS et al., 1993 e 1995; ROLDAN




e FRAGIO, 1993).

Muitos destes processos ja tém sido envolvidos nos mecanismos que
disparam a reagédo acrossomica (WARD e KOPF, 1993). Exposicdo a ZP3 leva a
fosforilag&o da tirosina de uma proteina de 95 kDa (NAZ e AHMAD, 1994; BURKS
et al.,, 1995 e 1996) e ativagdo de uma proteina ligada a uma guanosina trifosfato
(GTP) (LEE et al, 1992). Fatores como a proteina Kinase C, proteinas
regulatérias nucleotideo guanidina, inositol trifosfato (IPs), diacilglicerol (DAG) e
adenosina monofosfato ciclica (CAMP) também influenciam a atividade PLA;
(CHANG et al.,, 1987). O cAMP pode além de ativar inibir a atividade PLA; ligando
a enzima ou substituindo o calcio livre na forma estocada (VAN DEN BOSH,
1980). Estudos tém demonstrado que a hidrolise de fosfatidilinositol (Pl)
produzem IP3 e liberam calcio, aumentando o caicio livre intracelutar (SCHEUR,
1989). Os outros produtos hidrolisados, como o DAG, ativam a proteina Kinase C,

aumentando sua afinidade por calcio e ativando a PLA; pela fosforilagdo de

lipocortinas (SCHEUR, 1989).

2.2. FLUXO DE CALCIO NO SEMEN

A préstata secreta cations em grande quantidade, sendo os mais
importantes calcio, magnésio e zinco (ELIASSON, 1976, citado por HOMONNAI,

1978).
2.2.1. Canais de calcio

O aumento transitério na concentragdo de ions calcio, age como sinal
celular. Liberagdo de calcio do estoque interno pode ser estimulado por um
aumento na concentragdo de calcio, este processo e chamado CICR (calcio
liberado, calcio induzido). Esta liberagao de calcio parece ser mediada por canais
de calcio no reticulo endoplasmatico. Os canais de calcio relacionados com estas
propriedades s&@o o IP3, receptor inositol trifosfato (IPsR) e receptor rhyanodine
(RyR), que parece ser regulado pelo ciclo adenosina ribose-difosfato (CADPR). De

acordo com o experimento de GALIONE et al. (1993), ovulos de sapos tem um

I3




simples mecanismo CICR que usa IP;R, e em ovuios de ourigo do mar, ambos o
IP;R e o RyR contribuem para a formagao de ondas de calcio. A existéncia de
dois tipos de canais liberadores de calcio € a sugestio da existéncia de varios
modelos para as oscilagdes de calcio, que levam a pesquisar RyR em células

nao musculares, como os espermatozoides.
2.2.2. Modelos de alteragao do fiuxo de caicio no sémen

Pesquisadores do assunto sugeriram alguns modelos para explicar como
essa alteragdo no fluxo de calcio € importante para a fertilizagdo, como mostrado
na Figura 3.

De acordo com BYRNE e HUNGUND (1979) a indugdo da reagao
acrossOmica, que € uma precondi¢ao para fertilizacao de 6vulos mamiferos, foi
sugerida envolver a desestabilizagao da membrana plasmatica através de uma
acao na fase lipidica da membrana pela albumina. De acordo com o modelo, a
desestabilizagdo desta membrana esta associada com o aumento da
permeabilidade para o calcio, que naquelas moléculas fosfolipidicas aniénicas
em bicamada adjacente da membrana lipidica promovem fusao entre a membrana
plasmatica e a membrana acrossomal externa.

Recentemente, a localizagdo seletiva do IP;R no acrossoma de rato,
camundongo, hamster e cdo foi relatada (WALENSKY e SNYDER, 1995).
WALENSKY e SNYDER (1995) também descreveram a presenga de Galphaq/11
e fosfolipase C, e sugeriram que o |P; libera o calcio na reagéo acrossémica do
espermatozdide de mamiferos. FLORMAN et al. (1995) trabalhando com
espermatozoides bovino prépos um modelo que explica porque a proteina G1 é
dependente de um influxo de calcio promovido pela ZP3, depois da interagao
com seu receptor no espermatozéide. Brevemente, este modelo explica que a
ZP3 estimula seletivamente a proteina G1 a sensibilizar canais de calcio
responsaveis pela despolarizagdo da membrana. Estas mudangas ativam um
canal de calcio que causa um massivo influxo deste ion necessario para a reagao
acrossdmica. Com base nos achados, os autores apresentaram um modelo mais

completo, onde uma interagao muitivalente entre ZP3 e proteinas receptoras de




ligagdo da membrana plasmatica do espermatozdide disparam a produgéo de
sinais intracelulares multiplos. Ativagdo de receptores de G1 leva a ativagéo da
fosfolipase C com a subsequente hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
gerando IP; e DAG. Entéo, a ligagao de IP; para IP3R localizado na membrana

acrossomal externa induziria a liberagéo de calcio acrossomal.

calcio extracelular

ALBUMINA desestabilizagao

da membrana

espermatozoiide

Figura 3. Representagdo esquematica de 2 modelos de indugédo da reacdo
acrossomica pelo fluxo de calcio. 1° modelo em verde (albumina
desestabiliza a membrana plasmatica aumentando a
permeabilidade para o calcio); 2° modelo em azul ( ativagao de
receptores G1 pela ZP3 ativam a PLC que hidrolisa fostatidilinositol

liberando IP; e DAG. IP; se liga ao seu receptor e libera calcio).




16

Uma subsequente capacidade de entrar calcio, através de canais focais de
voltagem insensitiva, produziria uma elevagao de calcio intracitoplasmatico,
disparando a despolarizagdo da membrana e ativagdo de canais de calcio
(WALENSKY e SNYDER, 1995). A alta concentracado de calcio livre, junto com a
producdo de DAG seria requerida para eventos molecuiares, disparando a fus&o
de membrana plasmatica e membrana acrossomal externa (FLORMAN et al.,
1995).

No modelo classico, IP; e DAG, produzidos depois da hidrélise de
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato por uma fosfolipase C, estdo envolvidos na
modulag&o da concentragéo de calcio intracelular (NISHIZYKA, 1992).

2.2.3. Variagao do fluxo de céalcio em sémen congelado bovino

Segundo BAILEY e BUHR (1993) o controle do fluxo de caicio através da
membrana do espermatozéide € crucial para o sucesso da fertilizacdo. O maior
acumulo de niveis de caicio intracelular em sémen bovino congelado sugere que
o processo de congelamento danifica mecanismos regulatérios de calcio. O
procedimento de congelamento e descongelamento pode induzir mudangas
ultraestruturais como a separagdo da fase lateral da bicamada da membrana
plasmatica (DE LEEUW et al. ,1991, citado por BAILEY,1993) e redugio da
capacidade de fertilizagéo do espermatozoide bovino congelado por danificar as

proteinas regulatorias do fluxo de calcio através da membrana celular.

2.2.4. Papel do fluxo de céicio no sémen

O calcio tem um papel integral na capacitagdo e reagéio acrossémica
(YANAGIMACHI, 1988, citado por BAILEY, 1993). Durante a capacitagdo ocorre
uma série de eventos bioquimicos na membrana plasmatica aumentando a
permeabilidade para o calcio externo, causando um influxo e induzindo a reagéo
acrossomica (YANAGIMACHI, 1982, citado por BAILEY,1993).

Em espermatozdide mamifero, um influxo do calcio extracelular no citosol

é considerado um evento obrigatério da reacéo acrossémica, como demonstrado
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por indugdo de exocitose acrossomal pelo tratamento com calcio ionoforo
(YANAGIMACHI, 1982, citado por BAILEY, 1993). Reagao acrossdmica ndo tem
sido observada na auséncia de calcio extracelular; similarmente indutores de
reagao acrossémica estdo associados com elevagbes na concentragéo de calcio
intracelular. Experimentos com espermatozoides bovino demonstraram que o
influxo de calcio € tao importante quanto a indugéo da reagdo acrossdmica pela
ZP bovina (CLARK et al., 1993, citado por BAILEY, 1994). Estes resultados
sugerem que uma substancia antagonista de um receptor muscarinico, a QNB (3-
quinuclidiny! benzilate) inibe a reag&o acrossémica induzida pela ZP por um
mecanismo que interfere no influxo de célcio e consequentemente aumenta a
concentragdo de calcio no espermatozoide. Trabalhos prévios (ENDO et al.,
1987; WARD et al., 1992, citado por BAILEY, 1994) tém demonstrado que a ZP
solubilizada e a proteina ZP3 purificada tém o mesmo potencial € d&o resultados
idénticos, iniciando o primeiro sinal de reaglo de transdug&o disparando a
exocitose acrossomal.

Primeiros eventos da reagao acrossémica requerem niveis micromolares
de calcio e eventos mais tardios requerem niveis milimolares de calcio (ROLDAN
e HERRISON, 1983). Estes achados sugerem que este pequeno e rapido
aumento de calcio dependente de IP; é devido a mobilizagdo de calcio
intracelular, que é seguido por um influxo de célcio extracelular.

Ja €& conhecido que um aumento extracelular de calcio dependente da
concentragao de calcio intracelular livre & usualmente requerido para iniciagao da
reagdo acrossdmica. Isto parece ser verdadeiro pelo menos em indugéo de

reagao acrossémica pela zona pelticida em camundongos e bovino (FLORMAN et
al., 1989).

2.3. REAGAO ACROSSOMICA
2.3.1. Estrutura do espermatozéide

Espermatozoides s&o constituidos de cabega, pega intermediaria e cauda,
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tendo cada componente caracteristicas morfolégicas particulares (KRUGER et

al., 1988).
2.3.2. Morfologia da reagio acrossémica

Para ganhar a capacidade de fertilizar, espermatozéides devem in Vivo ou
in vitro, sofrer um processo chamado de capacitagdo. Desde que um marcador
Para capacitagio n&o existe, é considerado que este processo é completado
Quando o espermatozodide é capaz de sofrer a exocitose do acrossoma. Por isso
a RA tem sido um dos eventos mais estudados no processo de fertilizacao
(MORALES e LLANOS, 1996). A ZP é o sitio de interagdo inicial do
€spermatozéide com o ovulo. Esta interag@o inclui a ligagéo do espermatozoide
espécie-especifica com a ZP e indugdo da reag&o acrossdmica, ambas as quais
S0 pré-requisitos para o sucesso da fertilizagio in vivo (YANAGIMACH], 1988).
Em camundongos, somente espermatozéides de acrossoma intacto sao capazes
de ligar a zona pelicida e sofrer a reagdo acrossbmica na superficie deia
(BLACKMORE et al., 1990). Entretanto, em varias espécies, ambos acrossoma
intacto e acrossoma reagido s&o igualmente capazes de se ligar a superficie da
Zona peliicida e penetra-la (KUZAN et al.,1984; MYLES et al., 1987).

As caracteristicas morfolégicas da reagéo acrossémica em espermatozéide
humano s50 similares a de outras espécies investigadas (YUDIN et al., 1988).
Este processo ocorre primeiramente pela descondensag¢ao da matriz acrossomal,
seguida pela sua invaginagdo sozinha ou juntamente com a membrana
plasmatica e finaimente ambas se fundindo (NAGAE et al., 1986). Isto permite a
liberagao de contetidos sollveis do acrossoma que aparentemente facilitam a
passagem do espermatozobide atraves da zona pelicia. Uma subsequente
formagao de vesiculas ocorrem, compostas de membrana acrossomal externa e
membrana plasmatica. Estas vesiculas permanecem fechadas na cabega do
espermatozéide por um curto periodo de tempo e entdo dispersam (MOLLER et

al.,, 1989; MILLER et al., 1993).
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2.3.3. Indutores da reagdo acrossomica

Reagio acrossémica de espermatozéide humano pode ser iniciada por
diferentes moléculas que podem ser classificadas como indutores fisiologicos ou
farmacolégicos. Dentre os indutores farmacolégicos o mais usado é o calcio
ionoforo A23187 e a ionomicina. Componentes fusogénicos como 0s
lisofosfolipideos tém sido relatados como estimuladores de RA em mamiferos,
incluindo o espermatozéide humano (LLANOS et al., 1993 e 1995, PARRISH et
al., 1988). Segundo GAMZU et al., (1997) a taxa molar de colesterol:fosfolipideos
€ um dos maiores fatores que determinam a fluidez da membrana. Esta fluidez
tem um papel importante na capacitagéo e reagéo acrossoémica. Apesar da fluidez
Nao afetar a morfologia das células esperméticas, ela é acompanhada por
réagdes bioquimicas e biofisicas, com a hidrélise de fosfolipideos para
lisofosfolipideos pelas fosfolipases, como citado no trabalho de RONKKO, (1994)
onde espermatozoides incubados com fosfolipase A, durante a reacao
acrossémica in vitro, apresentaram uma exocitose acrossomal aumentada. Estas
réacdes reduzem a taxa molar colesterol:fosfolipideos na membrana plasmatica
do espermatozoide e aumentam sua fluidez. Deste modo, capacitagao resulta em
aumento da fluidez da membrana e consequente tendéncia do plasma e da
membrana acrossomal externa fundirem (LANGLAIS e ROBERTS, 1985). O fluido
folicular preovulatério humano (TESARIK, 1985) e a zona pelicia humana

(CROSS et al., 1988) estdo entre os estimuladores da RA em espermatozdide

humano.

2.3.4. Moduladores da reagido acrossémica

Existem também vérios moduladores da ligagéo do espermatozéide e

da zona pellcida, séo eles:
- progesterona (P). espermatozéides de camundongo tratados

sequencialmente com metade da concentracao maxima de progesterona e zona
Pelucida exibem exocitose aumentada (ROLDAN et al., 1994) Extensivos
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trabalhos tém sido feitos para elucidar as moléculas e mecanismos envolvidos na
indugdo de P na reagao acrossémica do espermatozoide humano (BALDI et al.

1995; MEIZEL, 1995). Existem algumas similaridades entre o caminho de P e a

indugso da reagao acrossémica. Efeitos de P no espermatozdide humano séo

mediados pela presenga de proteinas receptoras de ligagdo localizadas na area

acrossomal da subpopulagao espermatica (BLACKMORE e LATTANZIO, 1991,

TESARIK et al., 1992). P age na superficie do espermatozéide induzindo no

minimo trés diferentes eventos:
1- abertura dos canais de calcio da membrana plasmatica para induzir
um influxo de calcio (BLACKMORE et al., 1990);
2. abertura dos canais de CI' da membrana plasmatica para induzir o

efluxo de calicio;

3- ativagso de uma proteina tirosina kinase (LUCONI et al., 1995;

TESARIK et al., 1993);

Estas hipéteses podem explicar
conciliar resultados experimentais que

a variedade de respostas devido a

agio nao genbmica de esteroides, e ré

parecem contraditorios @ primeira vista (MENDONZA et al., 1995). Segundo

YANG et al. (1994) e PLANT et al. (1995) a progesterona estimula um aumento

dramético na concentrago do calcio intracelular em espermatozéide humano por

ligar a um novo receptor de superficie celular. Isto aumenta a propor¢éo de

espermatozoide exibindo hiperatividade e promove a reagao acrossdémica.

- fucoidina: € um heterop
a subunidades L-fucose sulfato. Tratamento do

olissacarideo consistindo primariamente de

ligacdes alfa e beta ligadas

espermatozbide com fucoidina inibe a ligagdo da zona pelicida e

espermatozoide.

- &cido sialico: T
de espermatozéide e zona pelucida desde que o

emogao do acido sidlico pode também ter um papel

importante na ligagao

tratamento com neuraminidase, uma enzima que cliva alfa ou beta ligacao de

residuos de acido sialico, aumenta a ligagdo do espermatozéide com a zona

peltcida humana (LASSALLE e TESTART, 1994). Remogéo do acido sialico da

superficie do espermatozoéide esta associada com a perda de cargas negativas

(ROSADO et al., 1973) € capacitagdo do espermatozdide (SRIVASTAVA e
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FAROOQUI, 1988).

- D-Manose: Acrosina € um dos candidatos a suportar a ligagao do
espermatozoide a zona pelucida (JONES, 1990; FRANCAVILLA et al., 1994), a
acio da acrosina humana é inibida por uma variedade de monossacarideos,
especialmente D-frutose e D-manose (ANDERSON et al., 1981).

- gema de ovo e leite: foram recentemente sugeridos para aumentar o
numero de espermatozoides que ligam a zona pelicida (BARISIC et al., 1994;
LANZERNDOREF et al., 1992).

- Proteina placental 14. uma glicoproteina sintetizada e secretada pelas
células endometriais, reduz significantemente a ligagao da zona pelicida e do
espermatozoide (OEHNINGER et al., 1995).

- GnRH: e analogos podem modular a ligacao zona pelucida-
espermatozoide em humano (MORALES et al. 1994: OLIVA et al., 1995). GnRH
ou moléculas semelhantes ao GnRH tém sido detectadas em fluido folicular pre-
ovulatério humano (YING et al., 1981) e plasma seminal humano (1IZUMI et al.,
1985; SOKOL et al., 1985).

Foi observado também por NOLAND et al. (1988) que uma elevagao da
cAMP durante a indugdo da zona pelicida a reacdo acrossbmica em
espermatozoides de camundongo, indicam que a zona pelucida modula a
atividade da AC. Maiores estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos
pelo qual a ZP estimula a membrana associada AC e revelar seu papel na reagao
acrossdmica. Uma ligagdo entre ativagao de AC, aumento da concentragao
CAMP, modulacdo dos canais de calcic e desenvolvimento da reagao

acrossémica foram recentemente sugeridas (LECLER e KOPF, 199%5).
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3- MATERIAIS E METODOS

As analises bioguimicas foram realzadas no Laboratério de Genética
Molecular do Departamento de Genética e Bioquimica (DEGEB) da Universidade
Federal de Uberlandia e as analises de reaj8o acrossémica foram realizadas no
Laboratério de Reprodug&o Animal do CENARGEM / EMBRAPA.

3.1. Material bioldgico

Foi avaliado sémen de 37 touros, serdo 14 animais Bos taurus, 15 animais
Bos indicus e 8 animais mestigos. As ragas estudadas foram: Caracu, Gir,
Nelore, Guzera, Dinamarquesa, Holandesa, Aberdeen Angus, Limousin, Simental
e Girolandesa.

As amostras foram gentilmente cedidas pela Lagoa da Serra Inseminagao
Artificial (Sertaozinho-SP), Pecplan ABS Importag&o e Exportagao Ltda (Uberaba-
MG) e Laboratério de Reprodugio da Universidade Federal de Uberlandia. Todas
as amostras de sémen estavam acondicionadas em palhetas contendo 0,5 ml de

sémen congelado e mantidas em nitrogénio liquido.
3.2. Extragédo de proteinas totais do espermatozéide

O procedimento utilizado para extragdo 4acida das proteinas do
espermatozéide foi aquele descrito por RONKKO et al. (1991) e DYCK e BUHR
(1993).

Inicialmente as amostras de sémen dos 37 animais foram descongeladas
em agua a temperatura de 37°C, por 30 segundos. Apos, o material foi
centrifugado durante 30 minutos a 30.000. g e seguido por uma lavagem com

solug&o Tris 0,050 M e sacarose 0,025 M em pH 7,0 com centrifugacdo de 10
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minutos a 30.000 g. Esta etapa foi repetida para uma melhor lavagem das células

espermaticas. Os espermatozoides foram ressuspendidos em 100 ul de uma
solugao de acido sulfarico 0,18 N. Esta solugdo foi incubada a temperatura

ambiente por 30 minutos e em seguida centrifugada a 30.000 g por meia hora,

onde o sobrenadante continha o extrato de proteinas totais do espermatozoide.

3.3. Extragio de proteinas da membrana do espermatozoide

Todas as 37 amostras foram submetidas a extracdo de proteinas da

por JEAN et al. (1995). Uma palheta

membrana seguindo a metodologia descrita
gada a 30.000 g, durante 30

de sémen descongelado de cada touro foi centrifu

minutos objetivando a separagéo do plasma seminal e espermatozdides. Duas

lavagens com solugdo de tampéo salino fosfato (PBS) foram realizadas com
00 g durante 10 minutos. Os espermatozoides foram

centrifugagdes a 30.0
e uma solugao de Cloreto de Potassio 0,6 M e de

ressuspendidos em 400 ul d
PMSF 0,002 M para prevenir possivei
30 minutos no gelo, o extrato de proteina

obtido pela centrifugagao a 30.000 g, durant

s efeitos proteoliticos. Apos incubagéo de
s da membrana dos espermatozoides foi

e 5 minutos.

3.4. Extragio de proteinas do plasma seminal

Ap6s a separagao do plasma seminal e espermatozoides por meio de
centrifugacgao, as proteinas de 0,5 ml de plasma seminal congelado de 37 touros,
foram precipitadas utilizando 3.6 ml de Acetona analitica. Em seguida foi
realizada uma centrifugagao a 12.000 g por 5 minutos, o precipitado foi

ressuspendido em 1 ml dé solugao Tris 0,1 M, pH7.5.

3.5. Quantificagao de proteina

Ap6s as extragoes, as amostras foram submetidas a uma quantificacao de

escrito por BRADFORD (1976). O método envolve a ligacédo do

proteina, como d
Brilliant Blue G-250 a proteinas, resultando em coloragao

corante Coomassie
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azul que foi detectada por leitura espectrofotométrica, no comprimento de onda

de 595 nm. Foi usado como padréo a proteina BSA (soro albumina bovina).

3.6. Estudos eletroforéticos

As proteinas foram separadas em SDS-PAGE a 14%.

A dimensao do gel de poliacrilamida era de 21 cm x 19 cm x 0,75 mm.

A preparagao do gel de poliacrilamida desnaturante foi realizada segundo
ALFENAS et al. (1991). Na eletroforese descontinua os reagentes utilizados
foram: 4,7 ml de Tris-HC! 2 M, pH 8.8, 7,8 ml de agua deionizada, 250 ul de
acido etilenodiaminotetra acético sal dissédico (EDTA) 200 mM, 250 ul de Sédio
Dodecil Sulfato (SDS) 10%, 11,7 ml de Acrilamida 30% e NN-
metilenebisacrilamida 0,8%, 30 ul de N,N,'N,'N-tetrametiletilinediamino (TEMED)
e 150 ul de Persulfato de Amdnio 10% em um volume total de 25 ml.

As solugdes Trizma base 0,1 M, EDTA 7,8 mM, Glicina 0,77 M e SDS
0,3%, pH-8,3 foram utilizadas como solugéo eletrodo para &nodo e catodo.

Amostras contendo 5 ug de proteina foram dissociadas em seus
polipeptideos pelo aquecimento a 100°C, trés minutos, na presencga de tampéo
da amostra 1x (Tris-HCl 0,187 M, pH- 6,8, glycerol 27,6%, SDS 6%, EDTA 6 mM
e azul de bromofenol) e B-mercaptoetanol nas proporgées de 1. 0,5 0.1
respectivamente.

A eletroforese foi conduzida a uma temperatura de 10°C, numa voltagem
constante de 100 volts até atingir o gel de separagéo e 200 volts até o final da
eletroforese, que durava em média 4 a 7 horas.

Apbs a corrida eletroforética, a coloragao do gel foi realizada de acordo
com o método descrito por BLUM et al. (1987). Inicialmente o gel foi fixado
durante a noite em uma solugao 12% de acido acético, 50% de etanol e 0,05% de
formaldeido. Ap6s, foram realizadas trés lavagens durante vinte minutos cada,
em uma solugéo de 50% de etanol. Em seguida foi feito um pré-tratamento com
tiossulfato de sédio 0,02% durante um minuto, e uma lavagem com &gua
destilada por dois minutos. A coloragao foi realizada durante vinte minutos com

200 mg de Nitrato de Prata e 75 ul de formaldeido em 100 ml de 4gua destilada.



25

Esta etapa foi seguida por uma lavagem durante dois minutos com agua destilada
© a revelagio foi realizada com uma solugio gelada de 3 g de Carbonato de
Sédio, 50 ul de formaldeido e 2 mi de tiossulfato de sé6dio 0,02% em 100 mi de
agua destilada. A reacéo foi parada com uma solugéo de acido acético 10%.

A secagem dos géis foi baseada no método de POPESCU (1983),
adaptado para secagem em bastidores. Os géis foram prensados entre duas

folhas de papel celofane poroso e deixados a temperatura ambiente por vinte e

Quatro horas para a secagem.

3.7. Atividade fosfolipasica

Para determinagédo da atividade da fosfolipase A, foi realizada a extracdo
acida de proteinas totais de duas palhetas de sémen congelado bovino em um
lote de 31 animais. Em cada palheta de sémen foi extraido uma média de 30 a 80
Ug de proteinas totais.

Foi desenvolvido um método colorimétrico para detecgio da atividade da
fosfolipase A,. Este método consistiu em detectar acidos graxos liberados apos a
clivagem enzimatica da fosfolipase A; em um fosfolipideo, onde este produto foi
Corado com o uso da Rodamina 6G e a leitura realizada em espectrofotémetro.

Inicialmente realizou-se a otimizagdo do método pelo uso de diferentes

Substratos:

-Tris 0,1 M, pH 7,4 e CaCl; 20 mM,
- 15% de uma solugdo de gema de ovo, Deoxicolato de Sédio 0,3 M e

CaCl, 0,006 M;
- filtrado com papel, 15% de uma solug@o de gema de ovo, Deoxicolato de

Sédio, CaCl, 0,006 M e 10% de cloroférmio.
O tempo de incubagéo utilizado foi de trés minutos, vinte minutos e durante

a noite (aproximadamente 10 horas).
A quantidade do corante Rodamina 6G (0,12%) variou de 5 ul, 10 yl e 20

ul em um volume total da reagéo de 1.900 ul.
A leitura da reagéo foi feita em espectrofotometro (SPEKOL) a 530 nm
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Na curva padrio utilizou-se veneno bruto de serpente (Bothrops
neuwideae) cristalizado que foi dissolvido em solugéo salina 0,9%. Em seguida
foi centrifugado & baixa rotagao por 10 minutos & temperatura ambiente e no
sobrenadante foi feita a dosagem de proteinas pelo método do microbiureto
(ITZHAKI e GILL, 1964). Em seguida o veneno foi submetido & quantificacdo de
atividade da fosfolipase A, pelo método potenciométrico (DE HAAS et al., 1968).

Foram feitas duas repetigdes da curva, bem como de cada touro analisado.

3.8. Dosagem de calcio no plasma seminal bovino

Em 0.5 ml de plasma seminal dos 37 touros obtido apds descongelamento

e centrifugagéo do sémen a 30000 g por 30 minutos, foi realizada uma digestéo

nitroperclérica (2 mi de acido nitrico e 1 ml de &cido perclorico) durante duas

horas em um bloco digestor a uma temperatura média de 200°C.

digestao, o plasma seminal foi ressuspendido em 50 ml de 6xido

Apbs a
(1978) modificado. A leitura

de lantanio 0.5%, de acordo com HOMONNAI et al.
do material foi realizada 12 a 24 horas apés a digestao em espectrofotdmetro de

absorgao atdmica (GBC-932AA), em um comprimento de onda de 422,7 nm.

3.9. Reagdo acrossomica

Duas palhetas de sémen (1 ml) foram descongeladas a 37°C por 30
segundos. Apo6s centrifugagéo O sobrenadante foi descartado e foi adicionado

aos espermatozoides 2 ml de meio TALP modificado (PARRISH et al., 1988),

contendo:Cloreto de Calcio 1 M, Cloreto de Potassio 1 M, Cloreto de Magnésio

0.1 M. Cloreto de Sodio 1 M, Fosfato de Sédio 0,1 M, acido D-L latico 21,6 mM,
Hepes 10 mM, Bicarbonato de Sodio 25 mM, Soro Albumina Bovina 0,6% e acido
piravico 1 mM, aquecido a 37°C.

A motilidade e o vigor dos espermatozoides
a incubagéo de quatro horas. A

foram analisados logo apoés o

descongelamento, antes da incubagao e apos
motilidade & medida pela porcentagem de espermatozoides moveis em relacao
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aos iméveis variando de 0 a 100%. O vigor é a observagéo do movimento em

massa dos espermatozbide que varia de 0 a 5 sendo que: 0- nenhum

Movimento: 1- movimentos leves; 2- movimentos claros e sem ondas; 3- inicio da

formagao de ondas: 4- ondas claras; 5- turbilthonamento.
Foram adicionados mais 7ml do meio TALP objetivando uma diluicdo de

1:10 (sémen : TALP). Foi realizada uma centrifugagao a 1.800 RPM durante 10

Minutos e este processo foi repetido quando necessario para uma melhor

lavagem dos espermatozoides. ApOs, foi adicionado 1ml de meio TALP e
homogeneizado. Novamente foram verificados a motilidade e o vigor. Com o uso
de uma camara de Neubauer foi determinado a concentragio dos

€spermatozodides.
Em seguida foram preparad

espermatozéides em um volume final de 1ml:

os 3 tubos contendo em cada um 20x10° de

* primeiro tubo - sémen e meio TALP;

* segundo tubo - sémen , meio TALP e heparina;
* terceiro tubo - sémen, meio TALP, heparina e LPC (lisofosfatidilcolina) que foi
adicionada ap6s 4 horas de incubagao € deixado agir durante 15 minutos.

Os tubos foram incubados durante 4 horas e 15 minutos a 37°C e

terminado este tem

po foram verificados a motilidade e vigor dos
espermatozoides. Foram preparados esfregagos de lamina de cada tubo antes e

apos a incubacgao.

A coloragéo das jaminas foi realizada de acordo com o método descrito por
LENZ et al. (1983). Ap6s o esfregago € secagem da l4mina, ela foi deixada em
o e acido acético 1% em agua destilada

Uma solugsio de 4cido flavianico 0,1

durante 30 minutos. As laminas foram secas com
ovamente as laminas foram secas

papel toalha e lavadas com

acido acético 1%, durante 10a 15 segundos. N
e colocadas em uma solugéo de acido flavianico 0,2% e eritrosina B 0,2% por 13
estilada duas vezes. Apos secarem ao

Minutos e novamente lavadas com agua d
xileno e em seguida colocado uma gota

ar durante 1-2 horas, foram lavadas com
de permount e coberto com uma laminula. Por meio de microscopia em objetiva

rmatozdides em ldminas preparadas antes e

de imersao foram contados 200 espe
apés a incubagao e com estes numeros foi calculado um indice do aumento da



taxa de RA do inicio da incubagdo até 4 horas e 15 minutos de incubagdo do

sémen. Este indice é o numero de espermatozdides que sofreram RA apos a

Incubagao com LPC dividido pelo nimero de espermatozéides que sofreram a RA

antes da incubag#o de 4 horas.

3.10. Analises dos géis

A massa molecular dos produtos dissociados foi determinada pelo
drées de massas moleculares

Programa IMVDS (Pharmacia), baseados nos pa

Utilizados na eletroforese das proteinas, sendo eles: SDS-6H de alta massa
Molecular (anidrase carbbnica, 29 kDa; albumina de ovo, 45 kDa; soro albumina

bovina, 66 kDa: fosforilase b, 87.5 kDa; p-galactosidase, 116 kDa e miosina, 205
kDa) e Dalton Mark de baixa massa molecular ( a-lactalbumina, 14,2 kDa; inibidor
de tripsina, 20,1 kDa; tripsinogénio, 24.0 kDa; anidrase carbonica, 29,0 kDa;
dliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, 36 kDa albumina de ovo, 45 kDa e
albumina bovina, 66 kDa). A densitometria das bandas proteicas detectadas nos

géis de poliacrilamida foram obtidas também através da analise pelo programa

IMVDS (Pharmacia).

3.11. Analises estatisticas

padrées foram realizadas por meio

As analises para obtengao das curvas
Statistica, versao 4.5, 1993).

de regressao linear do programa STAT (
ividade fosfolipasica dos diferentes touros

Para a dosagem de calcio € at
foi realizada analise de variéncia por meio do teste de Duncan, pelo programa
SAS (versso 5.0, 1989).

O coeficiente de correla
atividade da fosfolipase Az

Programa STAT (Statistica, vers#o 4.5, 1993).

¢éo das proteinas do sémen, dosagem de calcio,

e reagao acrossémica foram analisadas pelo
¥
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil eletroforético das proteinas do sémen

Para obtengao de resultados confiaveis e reprodutiveis, foi fundamental a
Padronizagso das técnicas de extragdo das proteinas do plasma seminal, da
eletroforese e da coloragdo dos géis. Nas proteinas do plasma seminal foi
utilizado um solvente organico (acetona) que diminuiu a solubilidade das
proteinas a ponto de precipita-las; com isso reduzindo a quantidade de
impurezas existentes e facilitando a eletroforese destas proteinas. Na
eletroforese, foram utilizadas inicialmente concentragdes de acrilamida de 12 e
14%, sendo que na ultima foram obtidos melhores resultados, permitindo a
avaliagio de um maior nimero de bandas.

Para obter uma quantidade padréo de proteinas aplicadas de cada animal
nos géis, foi quantificado e aplicado 5 ug de proteinas de cada animal. A
Coloragsio dos géis foi feita inicialmente com Coomassie Brilliant Blue R-250, mas
pela pequena quantidade de proteinas extraida, principaimente da membrana dos
espermatozdides, obteve-se melhores resultados com a coloragéo por ions prata,
Onde a coloragio de nanogramas de proteina é possivel pela redugao quimica
especifica de fons prata aumentada pelo uso de tiossulfato de so6dio, que
solubiliza os sais de prata e aumenta a sensibilidade da coloragéio. A

sensibilidade desta técnica ¢ somente superada pela marcacdo radioativa e de

quimioluminescéncia.
dos perfis eletroforéticos das 37 amostras dos touros, mostrou

A analise
que existe polimorfismo entre individuos, onde pode-se observar diferengas de
natureza qualitativa e quantitativa, representadas pela presenga e ausenga de

bandas especificas, bem como pela maior ou menor concentragdo de

determinadas bandas polipeptidicas.
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O polimorfismo encontrado em todas as proteinas que possam estar
relacionadas com a ligagdo do évulo ao espermatozéide mostra que nas
diferengas quantitativas, uma proteina estd presente em maior ou menor
quantidade em um animal em relag&o a outro. Estas diferengas podem ser devido
a alteragdes na expressdo desta proteina, tanto a nivel transcricional como
traducional. Nas diferengas qualitativas, as proteinas est3o presentes em um
animal e ausentes em um outro animal. Estas variagbes a nivel de DNA
(mutagao, delegéo) podem impedir a transcrigdo e/ou a tradugao desta proteina.

Na analise da massa molecular dos perfis eletroforéticos de proteinas
totais do espermatozdide e a sua densitometria nas 37 amostras dos touros,
foram encontradas 45 bandas proteicas diferentes, variando de 205 kDa a 6,3
kDa. As diferengas quantitativas foram observadas principalmente nas bandas de
massas moleculares menores que 35 kDa (31,8; 29,7; 25,4; 20,9; 20,2; 18,4; 16,2
e 16 kDa) e diferengas qualitativas também foram observadas em proteinas de
baixa massa molecular- 27,5; 21,4; 16,8 e 16,2 kDa. Na Figura 4, estdo

apresentados os perfis eletroforéticos de proteinas totais do espermatozoide de
onze animais de diferentes racas.
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Figura 4. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteinas totaijs dos
espermatozoides bovinos. (PM) Padrdo de Massa molecular SDS-

6H. (1) Guzera; (2) Holandesa; (3) Holandesa : (4) Holandesa -
(5) Gir; (6) Holandesa; (7) Simental; (8) Limousin : 9) Gir:

(10) Nelore ; (11) Nelore.

Na membrana do espermatozdide foram encontradas 35 diferentes bandas
Proteicas de massas moleculares variando entre 2338 kDa e 12,7 kDa.
Observou-se que no perfil eletroforético das proteinas da membrana do
€spermatozoide também foi detectado polimorfismo entre individuos. Diferencas
Qualitativas foram encontradas nas proteinas de massas moleculares estimadas
em 31,1 e 16,7 kDa e diferencas quantitativas nas proteinas de 66; 60; 45: 36:
29 27,3; 20,9; 202; 18,8; 17.3; 163 e 157 kDa. Na Figura 5 estzo

representadas oito amostras mostrando algumas das diferencas proteicas

encontradas nas 37 amostras dos animais analisados.
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kDa
66
60

45
36

= 311
29
27,3

20,9
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18,8
17,3
16,3
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Figura 5. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteinas da membrana dos
espermatozoéides bovino. (PM) Padrao de Massa molecular SDS-6H.
(1) Nelore ; (2) Nelore ; (3) Limousin, (4) Simental; (5) Nelore; (6) Gir,
(7) Holandés; (8) Limousin.

No gel de proteinas do plasma seminal, 21 bandas proteicas de massas
moleculares diferentes foram encontradas. Diferencas quantitativas foram
encontradas nas bandas proteicas de 94,5; 29.9; 24.9; 18,1; 17,4 e 16,2 kDa e
diferencas qualitativas nas proteinas de 24,9 e 21,5 kDa. Na Figura 6
encontraram-se perfis eletroforéticos de amostras de oito animais e do diluente
utilizado no sémen para o congelamento. O diluente possui uma grande

quantidade de proteinas que no momento da analise foram excluidas.
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Figura 6. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteinas do plasma

seminal bovino. (PM1) Padrao de Massa molecular SDS-6H e

(PM2) Dalton Mark. (1) Gir; (2) Gir; (3) Gir; (4) Nelore;
(5) Simental; (6) Aberdeen Angus; (7) Holandesa; (8)

Holandesa; (9) Diluente do sémen.

Das proteinas analisadas dos espermatozdides de 37 touros que
& interessante notar aquelas de massas moleculares
ma proteina HIS-50 (DYSON e ORGEBIN-CRIST

1994), ambas de grande importancia na

apresentaram polimorfismo

de 66 kDa que podem ser u
1973) ou uma proteina ZRK (NAZ et al.,
o avulo durante a fertilizacado. De acordo com NAZ et

ligacao do espermatozdide a
pém podem se apresentar com massas

al. (1994) as proteinas ZRK tam
polimorfismo foi observado em proteinas

moleculares entre 14 e 18 kDa. Grande
imilares nos touros analisados, sugerindo um

com massas moleculares S
importante papel na fertilizagao, sendo possivel

nas de 20 kDa encontradas nos perfi
analisados apresentaram diferencas

mente proteinas ZRK.

ASIpoLE] s eletroforéticos de proteinas
do espermatozéide dos animais
roteinas possuem massas moleculares semelhantes a PH20

quantitativas. Estas p



34

que tem atividade hialuronidase, encontrada na membrana plasmatica do

espermatozéide (LIN et al., 1994).

Segundo WEINMAN et al.

(1986) a PLA; bovina esta presente no plasma
ca do espermatozéide. De acordo com RONKKO

seminal e membrana plasmati
(1994), a PLA, do plasma seminal e espermatozoéide bovino apresentam massas

moleculares de 15 e 16 kDa. Nos perfis eletroforéticos de proteinas totais,

Proteinas de membrana do espermatozbide & do plasma seminal encontrou-se

grandes diferengas qualitativas € quantitativas em proteinas de massas

moleculares de 15 e 16 kDa, bem como de proteinas de 30 a 36 kDa que podem

ser dimeros de PLA; ou ZRK, onde as cadeias polipeptidicas podem nao ter sido

dissociadas completamente sob as condigtes usadas na eletroforese.
Somente na regi&o da proteina sp56 citada por BOOKBINDER et al. (19995)
importantes na ligagao do oOvulo ao

como sendo uma das proteinas
o foi detectado polimorfismo nos perfis

espermatozodide de camundongo, na
eletroforéticos das proteinas do espermatozoide dos 37 touros.

4.2, Analise da atividade da fosfolipase Az

quena quantidade de atividade enzimatica

Pela existéncia de P€
ado, nao foi possivel detecta-la por metodos

encontrada no sémen congel
iométrico (DE HAAS, 1968), e pela impossibilidade

convencionais como o potenc
de utilizagao de métodos radioativos, foi desenvolvido um método colorimetrico

onde foi possivel detectar @ atividade da PLA2 quando esta & maior que 0,001
o. O metodo foi otimizado e padronizado. Melhores

unidade/minuto/microlitr
contendo 15% de solugéo

s com a utilizagao do substrado

resultados foram obtido
M, 1% de CaCl, 0,006 M e

da gema do ovo, 10% de Deoxicolato de Sédio 0,3
10% de Cloroférmio, completando-se o volume com agua destilada e sendo

do e ajustado © pH para 8,
ema de ovo para outra, para tanto

posteriormente filtra 0. Este substrato mostrou grande
variacaio de absorbancia de uma solucao de g
utilizou-se uma mesma solugao de gema de ovo para fazer a curva padréo e

todas as andlises, conjuntas. Utilizou-se também 10 ul de Rodamina 6G (0,12%)
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com um volume final da reagéo de 1.900 ul. O tempo de incubac&o ideal foi de
vinte minutos.

O espectro de absorciao do produto da reagédo foi determinado em
espectrofotdometro na faixa de 350 nm a 750 nm. Como mostrado na Figura 7, o

comprimento de onda de maior absorbancia foi 530 nm.

25 fhds

1,5‘_‘.,

Absorbancia

05 L

0 100 200 A0 400 8500 (50 0] 700 800
Comprimento de Onda

Figura 7. Determinacao do comprimento de onda para medir a atividade da

fosfolipase A; por meio de espectrofotometria.

Uma solucao contendo 200 ul de proteinas totais obtidas através da
extragdo acida de duas palhetas de sémen (neutralizada com 25 ul de Tris pH
8,8), 1.565 ul de substrato, 100 ul de agua destilada e 10 ul de Rodamina 6G
(0,12%) foi incubada a temperatura ambiente durante vinte minutos e a reagao foi
parada com banho de gelo.

Pelas dificuldades de leitura da solugio em suspensdo, centrifugou-se

durante cinco minutos a 30.000 g obtendo assim um precipitado contendo a
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Rodamina 6G ligada aos acidos graxes linerados apos @ clivagem enzimatica da
PLA, na lecitina do oVO- @) preciptado foi ressuspendido primeiramente em 15 ul
de hidroxido de sodio 0,1208 M para solubilizé-lo,

a leitura da absorb

e apos adicionou-s€ 1 ml de

ancia a 530 nm.

agua destilada. Em seguida foi feita
a com uma fosfolipase A, de veneno de

com atividade previamente determinada pelo

A curva padrao foi preparad

serpente (Bothrops neuwideae),

As diluicoes daa a variaram de 0,0001

tividade enzimétic

metodo potenciométrico.
ervou-se gueé © minimo detectavel por

olitros onde obs
e 30 unidades/minutos/microlitros

320 unidades/minutos/mict

este meétodo foi de 0,001 € © maximo d
NaOH necessario para titular em

(unidade corresponde @ microe
pH 8.0 os acidos graxos libera

Com estes dados da curva obteve-

dos durante @ reagao a temperatura ambiente).

-se por meio de regressao linear uma equacgao,

rbancia, cujo coeficente de

onde atividade enzimatica= 4,2
culada pela equagao da

correlagéo foi 0,9985.
esso em unldadelmlnuto/mlcrohtro

curva padrao e 0 resultad

28
22 [

1.6 F 2

atividade enzimatica

0.4 bt

_O.g 06 oA 0.14 0.18 0.22 0.26 0.3 § 0.38
' absoméncia

30 da atividade enzimatica da PLA; de veneno de

Figura 8. Curvd padr

serpente-
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BUHR (1993) o processo de congelamento €

ade da PLA, de espermatozbides suino em

ncontrada em sémen fresco. Observou-se gque
elas nao foi possivel

De acordo com DYCK e
descongelamento reduz a ativid
aproximadamente 50% daquela €
das 31 amostras dos animais an

detectar a atividade enzimatica PO

alisados, €m cinco d

r este método, mostra
1 udi/min/ul.

ndo assim que estas

amostras possuem uma atividade enzimatica inferior 0,00

para a atividade da enzima fosfolipase

Tabela 1. Anélise de variancia

A; do espermatozélde

bovino.

repetiges
individuos 1,053975
0.29740736
erro
% de probabilidade.

*Significativo pelo Teste F ao nivel de 1
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Tabela 2. Comparagiao de médias da atividade da fosfolipase A,

em sémen de 31 touros.

*Média da atividade

Raca do touro

-—:‘—_—'-5__‘ PLA; (udi/min/ul)
20 2814 A
Suzerg 2 — 1862 A B
Simental 3 11.569 B_C
Simental 1 11,568 B C
Holandesa 5 [1.446 B C D
Nelore 3 [1.352 B C D E
Nelore 2 [1.187 B C D E_F
-2ir 3 [1.108 B C D E F
Girolandesa 3 [0.804 B C D E F
~Nelore 4 [0.752 B cC D E F
Holandesa 3 [0.576 B C D E F
Imental |0.456 ¢c. D E F
Girolandesa 5 [0.434 C D E F
Irolandesa 4 |0.375 C D _E 5
Gir 6 [0.295 C D E
Holandesa 6 [0.188 D £ E
-Holandesa 4 [0.188 D E F
Dinamarquesa [0.096 E F
-Guzera 1 [0.087 E f:
-Girolandesa 1 [0.006 :
—Pog] [0.005 E
Girq 10,004 :
Laragy [0.003 .
Limousin 2 [0.002 2
Girolangesa 2 [0.001 £
Nelore 1 [0.001 :
Gir2 5] =
~Limousin 71 [0 5
-Simental 4 [0 :
“Aber 0 ;
;héd?arg seezgidas pela mesma le’tg Ao diferem estatisticamente a0 nivel de 5% de probabilidade

"Pool de 5 touros com alteragdes morfologicas espermaticas
A média encontrada da atividade enzimatica dos 31 touros analisados foi
973 Unidade/minuto/microlitro, 0 minimo detectado de 0,001 e o maximo de

2,814' E importante enfatizar que 3u/min/ul ¢ o maximo detectavel por este
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metodo, p0|s apos este ||m|te a curva atingé m 'p\ateau". O touro Gir 5 atingiu
este limite podendo apresentar atlvidade superior ectado |
[ :ancia da atividade da enzima

As diferencas encontrada snaad
PLA, foi significativa com P <1%. O teste 9€ puncan
entre os touros foi dé 0.08 2
espermaticas mostraram possuir * ogias ¢

i ologias
provavelmente pela grande quant ge com P2 J
acrossoma.

A variagao das médias
devido a fatores reguladores como
espermatozoide, uld

protemasr egu . :
IP, DAG e cAMP (CHA NG et al. 987), bem como moléculas envo\wdasPna
al., 1996). ela
sinalizagao transmembrana, como o ¢! FRAN: Ec:leedtizer gque a)\ém do
grande variabilidade encontr rada dentro 9€ c’> = _quencia de fatores
fator genético relativo a ativida ipas tamber™ e

ambientais.
4.3, Analise da concentra

A digestao nitr operdéﬂca L
matéria organica presen nte N neste 5% aue utilizado
ions calcio, bem coM° o cloreto & . a ter;\Pefatura ge 60°C P
plasma seminal apos 2 digesta® | .
que nao houvesse formagao

Foi feito com calcio o padra® ma . teve-s€ uma €9
Através do caleulo por ° y
concentragao de calcio © “ |adas aS
coeficiente de correlagao e 0, ~ Foram Ca\CUhmen congelado
calcio das amostras de animais © 2 o .

Para obter uma €O :
subtraiu-se a concentra(}éo

sémen.
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ente signiﬂcativas

S estatisticam
a Tabela 3.

A analise de yariancia jndicou diferenc@
(P< 0.01%) tanto para repeticoes como P mostra
A — .

grande variabilidade intrinseca o se dev

diferentes lotes de gémen

indi .
icam que ha um controle
30 de calcio do

As diferengas observa
necessario um maior numero d repetico®
concentragoes com um menor erro.

A analise das medias com mostrado na Tabela 4 revela diferencas
significativas entré touros oM p< 05%, onde revaléncia entre touros foi de
130-400ug/m, cendo O minimo detectado de 92 € o maximo de 585 ug/ml de
calcio no plasma seminal. »

O pool de touros \teragbes morfoiégicas espermatlcas apresentou no
plasma seminal bovino paixa cO" entracao ge calcio 9 e provave\mente devido @
acrossoma\ odem ter O rrido alteragoes no fluxo de

rana

defeitos na memb

calcio extracelular
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Tab
ola 4, Comparagio de médias das concentragdes de célcio no

Plasma seminal bovino de 37 amostras.

—
Ra“ d° touro [ *Médla da concentraclo do célclo ug/ml
:" Sirolandezaz | 585 A
#ﬂﬂ‘iﬁiﬁ [ 533 A
H; U | 403 B
andeza 1 | 401 B
golandeza 2 [ 3888 B C
Troara 2 I 383 B C
—1%landeza 3 ] 357,8 B C D
Sirolandeza 4 | 295 B C D E
Girolandeza1 | 265 cC D E F
ol Sirolandeza 7 | 250 D E F G
Hll‘:’)enta| 4 l 2233 E F G H
GP gndeza 4 | 215,3 E F G H
Gir E F G H
2! ( 204,8
A: s | 19 E F G H
Nelerdeen | 1947 E F G H
H Ore 3 | 194,3
Olandezag | 193,3 E F G H
g"m'andeza 6 | 188 E E g :
2rS [ 186
S'mental 2 I 173.7 E E g :
i
e SE=
Nelore 2 g 160,3 E F C H
Limousine2 | 159 EF G H
aracu 156,3 E F G H
Dir | F G H
~Namarqueza | 133,7 e
Girolandeza 3 | 131
~Pool g 130 F & H
Gir 3 y 14,7 G 4
Gir4 ; 110,7 =
Limousine 7 | 108 —
Simental 1 | 107 —a
Suzera 1 [ 106.7
Gir 6 ( 105.7 et
Holandézas | 92,7 .
Nelore 4 92 - _
nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade.

"Médias seguidas pela mesma letra n
"Pool de 5 touros com alteragbes morfologicas esper maticas
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4.4. Analise da Reagao Acrossbmlcﬁ

Quatorze das 37 amostre® . itro. ESt@ técnica foi esco\h‘\da.
capacidade de sofrerem reagao acrossbm'\ca in vitro-
pois as condigoes Jtilizadas $3° as e Jariag0es P" esentes MO
variagao de fémeas, 05 resultados apr

sémen.

Durante a técnica de RAIN vitro fortam

sémen apos desconge\amento. antes d@

ou seja antes da adigao de LPC, c0

Tabela 5. Motilidade @ Vig®* d

W
ol T\

T

Simental 4 1 ~80

Simental 3 \ 90

Simental 1 90

Nelore 4 60

Nelore 3 90

Holandesa 6 | w0 03

Gir7 \ 90 02

e |9 04

W—-l g

W—'T g0

Girs 80 04 /% = .

e e S :

Caracy > e | =
= = 70

Aberdeen 80



rinci
principalmente por sua rap!

reaca
agao acrossomica (

apr
presentar a regiao do ac

(RA negativo), comMo

Foi feito 2 conta

m
ostrado na Tabela 6.

rossoma

mostra @ Figurd 9.




Tabela 6. Indice de reagao acrossémica do sémen de 14 amostras.

I
msa 6 i 56
Simental 4 [ 4,6
Simental 3 ] 46
Aberdeen ! 43
Gir6 I 35
Girs l 2,6
Gir4 25
Girz , 23
Nelore 4 ] 2,05
Simental 1 I 2,0
Nelore 3 JI 1,9
Caracu ;[ 1,5

ice variando de 1,5 4 10,
AS 14 amostras analisadas apresentaram um Indice varia

I. (1996).
fendo Como média 3,9, que est4 de acordo com FELICIANO et al. (

i lasma seminal,
- c°"°'3¢50 das proteinas do espermatozéide, do p

a¢do acrossomica.
Mividage da fosfolipase A., céicio do plasma seminal e reag

m polimorfismo nos
Foram analisadas todas as protelnas que apresentaram p il
ossam possuir
'S Cletroforéticos dos 37 touros estudados e que p

!fmortancia no processo de fertilizagdo bovina. el
A correlagzo entre as proteinas detectadas por e
rrelagao en

icado por varios fatores

a ividade da PLA, no foi significativa. Isto pode ser exp.h ;Mdade i
2 13

Que ge acordo com CHANG et al. (1987) podem influenciar na LA

Mo jam a proteina Kinase
° ° icao e traduggo. Estes fatores seriam a p
apos a sua transcri



guanidind: \P3,
i calcio livre n

?n'i:::’:e:é'.s regulatorias nucleotide®
ividade PLA: ligando-S€ a enzim@
o (VAN DEN BOZT

. 3 da PLA2 que

al para sua @
éa formagac da proe
o em PLA2 de

estoca
da, que € essencl
ir sua ativid@ e

. como dé

n
ismo que pode iniP
para s€

requ i
quer clivagem proteolitica
o por GL.IERE-i ‘
men tam

congel
i amento € desconge\amemo do
sul .
nos em aproxumadamente %
e calcio no Pl ma seminal

(D
YCK e BUHR, 1993)-
Correlagao entre s e concentra99°
i

Ino m
OStTOU que

es
permatozobide human

existe u
an'\ma'\S. s€

anali
lisadas nos perfis €
as prese

no
espermatozoide € tr

indic As proteinas ° apresentar m
am que elas podem estar atuand® jreta
roteinas que apresentaram
a liperd de calcio extrace\u\ar, por

Py 8§ gy
o .
"°rmatozblde.
. AN
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serem
provavelm
ente protein o danificadas pelo

Proce
880
de congelamento.
e correlagao positivo

presentou um coeficiente d

roteind d

A
reagao acrossomica 2
espermatozbide de

a membrana do

significati

\{

vo ( 0,71) somente com 2 p
com 2 proteina da

15
me':“:r[::aed:m coeficiente de correlagao negativo (0,61)
£ o — eSpermatozbide de 311 kDa, o mostra 2 Tabela 8. A proteina
amente 15,7 kDa p protelna ZRK (NAZ et al., 1994)
te a proteina

provavelmen

import
ant: ;
e na ligagéo do esperma
rma de dimero nao

de 31
A
kDa & também uma ZRK que PO’ se

estimul

a :

um ligante nO espermatozbide hu mano, que
yTON etal. 1992).

regulatoria de sinais N2 reagao a8 Cf055°
e gra ande im mportancia para @ RA

Se
2 g gundo LLANOS et al (1995
acordo com RONKKO et al. tem fundamnta‘

apresentar em fo

e essenmal para uma

pLA; 1@ ambém
mostraram correlagao

importa

dos ncia na RA, mas 08 resultado r

0 : .
e ns célcio, atividade 02 cosfolipase Az® £ provavel aué @ quantid
¢i . .

o e de atividade da PLA? dispo permatozblde povino Mesmo

Signiﬁ .
cat .
ivamente diferente entre touros: s

nd
>-se portanto, fatores cecundarios para ©

8me

n .

o bovino, resultados que se
). Os autores afirmam que

e di ferenc&am do

QXtrace
lular & condigao para @ indugao '
e CO elacionara

na co
n
centragao do calcio extraceluid’

-
abela 8. Correlac;ao entre Pro
ag de ions calci

b‘.m o A
oteina de Membrand 15,7 kD@
. 0,61

Pr
oteina de Membrand 31,1 kD
Atividade da PLA:

Co
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5.
CONCLUSOES

os das proteinas (totais € da membrana) do

A ané R
lise dos perfis eletroforétic
uma variabilidade

| bovino revelou

eésper -
i matozéide e do plasmad gemina
eica i
= entre touros. Foram iderrt'r.ﬂcad_as diferengas qualitativas €
ntitati
= tativas de proteinas Qué podem Se€r importantes N3 ligagao do
er i
matozéide ao 6vulo e nd indugao da RA.
6G e lecitina

o uso de Rodamina
de 0,001 a 28

iversidade entre

rofotometria com
da fosfolipase Az
cao revelou U

A :
técnica criada por espect

de
ovo detectou atividade
0. Sua quantiﬁca

unij :
dades/minuto/microlitr L
touros.

a seminal povino revelou diferengas

A y
quantificagao de calcio do plasm
um controle genético

significati
icativas entre touros, indicando
alcio extracelular.

que deve existir

Para a liberagsio de ¢

alcio do plasma seminal

ncentragao de C
m que proteinas culares
esperm
nal apresentaram um

ativagao do

de massas mole
atozoide, bem como

Coeﬁ .
ciente de correlagao entre &

bOv'
ino e proteinas do sémen indica
18 e 16 kDa do

pa do plasma semi

podendo
o caso

de ]
aproximadamente 31, 27, 20

as
proteinas de 29, 18 € 16 K
ativo,

i¢a0, como é das protein

sentaram um

Coefici
iciente de correlagao signific

ﬂUX
o de calcio extracelular ou inib
a do plasma@ s

do
espermatozéide € 16 kD

COeﬁ :
ciente de correlagao negativo:

e apresentou correlagao positiva

A )
proteina da membrand de 15.7 kDa qu
proteina é importante na ligagao do

signi !
gnificativa com a RA suger® que esta
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espermatozdide ao ovulo, podendo ser uma proteina ZRK. A proteina de 31,1
kDa que apresentou um coeficiente de correlagdo negativo com a RA pode
atuar na ligagao do espermatozdide com a ZP do évulo. A proteina de 15,7
kDa que apresentou correlagéo significativa (0,71) com a RA deve ser um
fator de grande importancia podendo ser utilizada como um marcador

molecular para a fertilidade na analise de sémen de touros.

Como ja descrito, a PLA; e o cdlcio possuem grande importéncia na RA, mas
de acordo com os resultados obtidos n&o existiu correlagdo significativa entre
eles, revelando que as quantidades de calcio e PLA; mesmo
significativamente diferentes entre touros, podem ser suficientes para induzir
a RA, devendo ser entéo fatores secundarios para o processo de fertilizagao
bovina. A fertilidade bovina € um processo complexo multifatorial, onde seu

estudo nao se limita somente a um controle genético, mas também a um
controle ambiental.
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