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RESUMO

ALONSO-MARQUES, Vivian. Análises Bioquímicas do Sêmen 

Congelado Bovino e Interações com a Reação Acrossômica .

Proteínas e íons têm um papel importante na ligação do espermatozóide 

ao óvulo no início da fertilização. Alterações de algumas proteínas e íons no 
espermatozóide podem contribuir para a deficiência da reação acrossômica e 

ter consequências na fertilidade. O cálcio tem um papel integral na capacitação 
e reação acrossômica e várias proteínas que constituem os espermatozóides já 

foram citadas como sendo proteínas de ligação ao óvulo, dentre elas a D- 

manosidase, HIS-50 e HIS-100, galactosiltransferase, receptor tirosina quinase 

(ZRK), receptor galactosil, PH20, sp56 e PLA2. Em vista destes aspectos, este 

estudo teve por objetivo analisar e correlacionar as proteínas do sêmen 

congelado bovino de várias raças, a concentração de íons cálcio do plasma 

seminal e a atividade da fosfolipase A2 do espermatozóide com a reação 

acrossômica para encontrar fatores que influenciem no processo de fertilização 

bovina. A análise dos perfis eletroforéticos das proteínas (totais e de 

membrana) do espermatozóide e do plasma seminal bovino revelou 

variabilidade proteica entre touros, onde foram identificadas diferenças 

qualitativas e quantitativas de proteínas que podem ser proteínas de grande 

importância na ligação do espermatozóide ao óvulo e na indução da reação 

acrossômica. A técnica desenvolvida por espectrofotometria com o uso de 

Rodamina 6G e lecitina de ovo detectou atividade da fosfolipase A2 de 0,001 à 

2,8 unidades/minuto/microlitro. Sua quantificação revelou diversidade genética 

entre indivíduos. A concentração de cálcio do plasma seminal bovino revelou 

diferenças significativas entre touros, indicando que deve existir um controle 

genético para a liberação de cálcio extracelular. O coeficiente de correlação 

entre concentração de cálcio do plasma seminal bovino e proteínas do sêmen 

com massas moleculares de aproximadamente 31, 27, 20, 18 e 16 kDa do 

espermatozóide, bem como as proteínas de 29, 18 e 16 kDa do plasma 

seminal foram significativos, podendo estar atuando na ativação do fluxo de 



cálcio extracelular ou inibição, como é o caso das proteínas de 31 kDa do 

espermatozóide e 16 kDa do plasma seminal que apresentaram um coeficiente 
de correlação negativo. A proteína de membrana de 15,7 kDa apresentou 

correlação positiva significativa (0,71) com a reação acrossômica, sendo 
provavelmente uma ZRK que é uma proteína importante na ligação do 

espermatozóide ao óvulo. A proteína de 31,1 kDa apresentou um coeficiente de 

correlação negativo (0,61). A proteína de 15,7 kDa deve ser um fator de maior 

importância podendo ser utilizada como um marcador molecular para a 
fertilidade na análise de sêmen bovino Como já descrito, a PLA2 e o cálcio 

possuem grande importância na reação acrossômica, mas de acordo com os 

resultados obtidos não existiu correlação significativa entre eles, sugerindo que 

as quantidades de cálcio e PLA2, mesmo significativamente diferentes entre 
touros, podem ser suficientes para induzir a RA, tornando-se então fatores 

secundários para o processo de fertilização bovina. Com base nestes 

resultados observou-se que a fertilização bovina é um processo complexo 

multifatorial, onde seu estudo não 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 

concequently 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 PLA2. 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 A2 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 PLA2) 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 A2 from 0,001 to 2,8 unit/min/ul. Its quantification revealed 

diversity among individuais. 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 PLA2 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 PLA2, 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.



1-INTRODUÇÃO

Fertilização é uma das mais meticulosas interações célula-célula 

reguladas no organismo animal. Neste trabalho procurou-se estudar os 

mecanismos que originam alterações na capacidade de fertilização do 

espermatozóide, como a constituição de suas proteínas, dando ênfase a 

fosfolipase A2, a concentração de íons cálcio e suas interações com a reação 

acrossômica (RA), que segundo FELICIANO SILVA et al. (1996) tem relação com 

a fertilidade. As informações derivadas deste estudo é diretamente importante na 

genética e bioquímica do melhoramento animal. A Inseminação Artificial, 

Transferência de Embriões e Fecundação in vitro são técnicas que estão sendo 

mais e mais utilizadas em reprodução bovina para o melhoramento genético 

animal. As vantagens da utilização destas técnicas para produção animal são 

aumentadas pelo sucesso do congelamento do sêmen (RENARD, 1984). Este 

processo pode causar uma perda da motilidade do espermatozóide e uma 

morfologia anormal acrossômica, que podem parcialmente reduzir o sucesso da 

fertilização, sendo assim importante determinar quais os outros fatores 

envolvidos nas alterações do sêmen bovino que diminuem a taxa de fertilidade 

(KARABINUS et al., 1991).

Proteínas e íons têm um papel importante na ligação do espermatozóide e 

do óvulo para iniciar a fertilização. Alterações de algumas proteínas e íons no 

espermatozóide podem contribuir para a deficiência da reação acrossômica e 

consequentemente para a fertilidade bovina. Segundo YANAGIMACHI (1988) o 

cálcio tem um papel integral na capacitação e RA. Várias proteínas que 

constituem o espermatozóide já foram citadas como sendo proteínas de ligação 

do óvulo: D-manosidase (TULSIANI et al., 1990), HIS-50 E HIS-100 (DYSON e 

ORGEBIN-CRIST, 1973), galactosiltransferase (SHUR e NEELY, 1988), (ZRK) 

receptor tirosina quinase (LEYTON e SALING, 1989), receptor galactosil 
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(ABDULLAH et al., 1991), PH20 (LIN et al., 1995), sp56 (BOOKBINDER et al., 
1995) e PLA2 (WEINMAN et al., 1986).

Durante milhões de anos, a evolução tem lentamente alterado o código de 
genes de proteínas da zona pelúcida e do sêmen. Raposas e gatos por exemplo, 

herdaram o mesmo grupo básico de genes de um ancestral carnívoro, no qual 
estes genes são ainda similares em seu código de DNA (ácido 
desoxirribonucléico) e performam funções similares, que lentamente, ao acaso, 

acumularam mutações durante milhões de anos produzindo diferenças entre 
proteínas em cada espécie.

Os objetivos deste estudo foram:
- analisar o perfil eletroforético de proteínas totais e de membrana do 

espermatozóide;

- analisar o perfil eletroforético de proteínas do plasma seminal;
- quantificar íons cálcio presentes no plasma seminal e analisar diferenças 

significativas entre touros;

- quantificar a atividade fosfolipásica dos espermatozóides e analisar diferenças 

significativas entre touros;
- analisar a capacidade de sofrer reação acrossômica em sêmen de diferentes 
touros;

- correlacionar proteínas do sêmen, concentração de cálcio no plasma seminal, 

atividade fosfolipásica do espermatozóide e reação acrossômica.
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2- REVISÃO DE LITERATURA

2.1. PROTEÍNAS DO SÊMEN

2.1.1. Proteínas totais do espermatozóide

A camada externa do óvulo maduro, esperando que a fertilização no trato 

reprodutivo feminino aconteça, é composto por um complexo de glicoproteínas 

chamado de zona pelúcida (ZP). Estas proteínas têm uma grande interação 

bioquímica com as proteínas da cabeça do espermatozóide, onde sem esta 

interação o espermatozóide não poderia penetrar a zona pelúcida para fertilizar o 

óvulo.
Somente limitadas informações existem sobre identidades moleculares e 

características bioquímicas dos componentes da superfície do espermatozóide 

envolvidos na ligação da zona pelúcida. Segundo WASSARMAN (1988) 

resultados do clone de cDNA (ácido desoxirribonucléico complementar) dos 

genes da zona pelúcida e análises de sua composição em várias espécies, 

indicam que ela é constituída de três glicoproteínas (EPIFANO e DEAN, 1994). A 

zona pelúcida de óvulo de rato, uma das mais estudadas, é composta por 

glicoproteínas chamadas ZP1, ZP2 e ZP3 (WASSARMAN, 1988 e 1990). No 

entanto, a molécula na superfície do óvulo responsável por ligar e ativar o 

espermatozóide é a maior glicoproteína que constitue a zona pelúcida, a ZP3 

(FLORMAN e WASSARMAN, 1985; ROSIERE e WASSARMAN, 1992).

Entretanto, a natureza da complementariedade de receptores na superfície 

que liga a ZP3 e os eventos bioquímicos de um subsequente sinal de transdução, 

são ainda desconhecidos. É possível que múltiplos receptores proteicos de 

ligação do espermatozóide possam estar envolvidos em mediar ações biológicas 

da ZP3, a ligação primária do espermatozóide e indução da reação acrossômica. 
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Esta múltipla interação da capacidade de se ligar, pode ser devido a diferentes 

domínios especializados em ZP3, que estão na superfície da cabeça do 

espermatozóide. Cada um destes domínios pode ser estruturalmente adequado 

ou especializado para interagir e/ou ativar uma proteína receptora de ligação do 

espermatozóide, permitindo a ligação do espermatozóide à ZP3, e 

subsequentemente induzindo a produção do segundo mensageiro intracelular 
que dispara a reação acrossômica. É também possível que ZP3 interaja e ative 

um tipo de receptor do espermatozóide com uma subsequente ativação de 

receptores. Diferentes proteínas receptoras podem juntas, constituir um complexo 

funcional receptor sinal-transdução que é capaz de traduzir sinais intracelulares 

para modular a reação acrossômica (MORALES e LLANOS, 1996). A proteína 

ZP3 que reage fortemente com as proteínas do espermatozóide está na região 

molecular 55 kDa (NAZ e AHMAD, 1994). A ZP2 e ZP3, depois da fertilização, 

sofrem mudanças moleculares que constituem um bloqueio para polispermia 

(BLEIL e WASSARMAN, 1983).
Uma proteína que pode estar envolvida na ligação da ZP e 

espermatozóide é a enzima D-manosidase (TULSIANI et al., 1990), que 

apresenta atividade em espermatozóides humanos e pode estar envolvida na 

ligação da ZP3 e indução da reação acrossômica (BENOFF et al., 1988).

2.1.2. Proteínas de membrana do espermatozóide

RIFKIN e OLSON (1985) e EPIFANO e DEAN (1994), caracterizaram em 

seus experimentos duas proteínas secretadas pelo epididimo que ligam à 

superfície do espermatozóide durante sua maturação. Estas proteínas são 

removidas da membrana plasmática por meio de soluções de alta força iônica e 

podem ser classificadas como proteínas de membrana extrínsica. Elas migram 

diferentemente no SDS-PAGE (eletroforese de gel de poliacrilamida 

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

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

polipepitídeos com massas moleculares de 100 e 66 kDa. No mapa peptídico 

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



ser um dímero da forma HIS-50, que não é completamente dissociado sobre as 

condições usadas na eletroforese. As proteínas HIS primeiro aparecem na cauda 
proximal do epidídimo, que é a região onde o espermatozóide de rato apresenta 
um maior aumento na capacidade de fertilização, podendo ser um evento 

significativo no desenvolvimento da capacidade de fertilização pelo 

espermatozóide durante a maturação epididimal. Esta capacidade do 
espermatozóide se ligar a zona pelúcida pode estar relacionada com a deposição 

de proteínas na sua superfície durante o trânsito através do epidídimo (TEZON et 

al., 1985; citado por JEAN et al., 1995).

JEAN et al. (1995) extraiu de sêmen fértil humano proteínas da superfície 
dos espermatozóides com uma solução 0,6 M de Cloreto de Potássio, expôs este 

extrato a espermatozóides inférteis e o incubou juntamente com a zona pelúcida 

de óvulos, observando um aumento da capacidade de ligação do espermatozóide 
ao óvulo. Baseados nestes resultados, eles criaram duas hipóteses para mostrar 
como estes espermatozóides poderíam estar deficientes destas proteínas: a 

primeira hipótese seria que espermatozóides imaturos não receberam estas 

proteínas durante o trânsito no epidídimo e a segunda seria que sítios receptores 
específicos destas proteínas de superfície não são completamente saturadas na 
membrana plasmática do espermatozóide depois do trânsito através do 

epidídimo. Usando este extrato de proteínas de sêmen fértil, elas se ligariam aos 

espermatozóides, aumentando assim sua capacidade de ligação ao óvulo.

A respeito de proteínas de ligação do espermatozóide e do óvulo, muitas 

hipóteses ainda têm sido propostas, como mostra a Figura 1. Entre elas estão 

também a galactosiltransferase, uma proteína tirosina quinase, e um receptor 

usual de lectina galactosil (MORALES e LLANOS, 1996).
Galactosiltransferase é uma enzima localizada na membrana plasmática do 

espermatozóide 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 transdução da ZP3 

(LEYTON e SALING, 1989). Exposição de espermatozóides humano e de 

camundongo para ZP3 resulta em uma rápida autofosforilação de 

resíduos
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tirosina em uma kinase de 95 kDa (ZRK).

Figura 1. Diagrama esquemático da ligação do espermatozóide ao óvulo e 

indução de reação acossômica.
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Segundo trabalhos realizados por LEYTON et al. (1992) e SALING (1991) 

uma proteína de 95 kDa, encontrada na superfície do espermatozóide, estimula 

um ligante no espermatozóide humano que é essencial para uma cascata 

regulatória de sinais para exocitose acrossômica se ligando a ZP3 e possuindo 

atividade tirosina kinase. Entretanto, a proteína de 95 kDa contendo fosfotirosina 

encontrada em um espermatozóide de camundongo tem sido apresentada como 

sendo uma única forma de hexokinase fosforilada (KALAB et al.,1994, citado por 

BAILEY e STOREY, 1994). NAZ e AHMAD (1994) relataram várias proteínas de 

espermatozóide que tem a capacidade de se ligarem a proteínas da ZP com 

massas moleculares de 95, 63, 51 e 14-18 kDa. KAI_AB et al. (1994), citado por 

BAILEY e STOREY (1994) isolou e purificou uma proteína de espermatozóide de 

camundongo com SDS-PAGE, onde encontrou propriedades idênticas a proteína 

ZRK, com massa molecular de 116 kDa em condições não redutoras e 95 kDa 

sob condições de redução. Estas proteínas apresentaram atividade de 

autofosforilação. Potencialmente, a proteína de 95 kDa corresponde a ZRK 

também descrita por BURKS et al. (1995 e 1996).

Receptor galactosil, tipo lectina C (dependente de cálcio) no 

espermatozóide humano pode ser um receptor de zona pelúcida (ABDULLAH et 

al., 1991; GOLUBOFF et al., 1995). Esta lectina é uma proteína transmembrana 

com domínios de reconhecimento de carboidrato no segmento extracelular C- 

terminal e um citoplasmático N-terminal. Ela foi caracterizada como um 

componente de proteína simples de 50 kDa na membrana plasmática da cabeça 

do espermatozóide e sobrepondo o acrossoma (GOLUBOFF et al., 1995). 

Segundo resultados obtidos por LOPEZ et al. (1985) a ligação dos gametas é 

mediada pela galactosiltransferase da superfície do espermatozóide, que 

reconhece e liga ao resíduo terminal N- acetilglicosamino na zona pelúcida. Em 

um trabalho, BOOK-BINDER et al. (1994), descreve o clone e sequenciamento do 

cDNA de uma molécula semelhante a lectina, localizada na cabeça do 

espermatozóide com uma massa molecular de 56 kDa; o cDNA codifica para uma 

proteína de 547 aminoácidos.

Em resposta ao sinal ou sinais derivados do óvulo, na hora de sua 
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fertilização, o espermatozóide sofre exocitose acrossomal (YANAGIMACHI, 
1981). O ponto de vista geralmente aceito é que o espermatozóide atravessa o 
cumulus oóforus usando a atividade hialuronidase presente na proteína PH20, 
localizada na membrana plasmática da cabeça posterior (LIN et al., 1994). Então, 
os espermatozóides durante a fertilização, com seu acrossoma intacto, ligam as 
glicoproteínas ZP3 da zona pelúcida. Seguindo a estimulação por ZP3, o 
espermatozóide sofre a reação acrossômica.

2.1.3. Proteínas do plasma seminal

Muitos estudos sugerem que o plasma seminal, que consiste de uma 
complexa mistura de secreções originadas do testículo, epidídimo e glândulas 
secretórias, contém fatores que podem influenciar a capacidade de fertilização do 
espermatozóide. Interessantemente, as proteínas do plasma seminal bovino 
(BSP), também se ligam a heparina que é um glicosaminoglicano presente no 
trato reprodutivo feminino e parece participar do processo de capacitação 
espermática. Estas proteínas também têm a capacidade de se ligar a 
fosfolipídeos, parecendo participar do metabolismo lipídico do espermatozóide e 
podendo ter um papel importante no fenômeno de capacitação (CHANDONNET 

et al., 1990 ).
THÉRIEN et al. (1995), também encontrou no plasma seminal bovino 

quatro proteínas ácidas (BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 e BSP-30kDa), que são 
secretadas pela vesícula seminal cobrindo a superfície dos espermatozóides 
após a ejaculação, sugerindo que elas tenham participação nos fatores 
regulatórios de capacitação.

Estudos bioquímicos e ultraestruturais têm indicado que espermatozóides 
que sofrem capacitação exibem perda de componentes adsorvidos originalmente 
do plasma seminal, modificações da composição lipidica, aumento da 
permeabilidade de cálcio, redistribuição de componentes da membrana e 
mudanças na distribuição intramembrana (LANGLAIS e ROBERTS, 1985). Estas 
mudanças estruturais levam o espermatozóide para um segundo mecanismo, a 
fusão da membrana plasmática e membrana acrossomal externa.
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2.1.4. Fosfolipase A2 (PLA2)

2.1.4.1. Nomenclatura das fosfolipases

A degradação de fosfolipídeos de membrana é um processo catalizado por 

diferentes fosfolipases e lisofosfolipases (VAN DEN BOSCH, 1980; DENNIS, 

1983). A molécula fosfolipídica é suscetível a hidrólise enzimática de diferentes 

fosfolipases que são classificadas em fosfolipases A1t A2, C, D e lisofosfolipases 

de acordo com sua especificidade de hidrólise (DENNIS, 1983). A fosfolipase A2 

hidrolisa a ligação éster na posição sn-2 da molécula fosfolipídica (DENNIS, 

1983).

2.1.4.2. Classificação da fosfolipase A2

PI_A2 são divididas em enzimas intracelular e extracelular de acordo com 

sua localização (VAN DEN BOSH, 1980; DENNIS, 1983; DANIEL, 1985). PLA2 

extracelulares estão na forma solúvel e PLA2 intracelulares podem estar ligadas a 

membrana ou na forma solúvel (VAN DEN BOSH, 1980; DENNIS, 1983). Além 

disso, as PLA2 intracelulares e extracelulares podem ser enzimas cálcio- 

dependentes ou cálcio-independentes (MARAGANORE et al., 1984; 

MARAGARONE e HEINRIKSON, 1986; PIERIK et al., 1988).

As PLA2 são divididas em dois grupos, de acordo com o padrão dos 

resíduos de cisteinas encontrados na sequência, segundo HEINRIKSON et al. 

(1977):

-Grupo I são as enzimas que tem uma única ligação dissulfeto entre os 

resíduos de cisteinas 11 e 69, e estão presentes no pâncreas de mamíferos e 

venenos de reptéis, como de algumas espécies de serpentes;

-Grupo II são aquelas que possuem uma distinta extensão C-terminal de 5 

resíduos, terminados por uma cisteína ligada a outra na posição 49 ou 50. Esta 

enzima está 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 A2 no sistema reprodutivo masculino

PLA2 tem sido caracterizada em humano (TAKKAR et al., 1984; ANTAKI et 

al., 1988; GUÉRETTE et al., 1988; ANTAKI et al., 1989; FRY et al., 1992; 

LANGLAIS et al., 1992), suíno (ONO et al., 1982) hamster (LLANOS et al, 1982; 

ESPONDA et al., 1991), ovinos (ROLDAN et al., 1991), caprinos (ATREJA e 

ANAND, 1985) e espermatozóide de camundongo (TAKKAR et al., 1983).

Geralmente, estas enzimas têm as mesmas propriedades bioquímicas, um 

pH ótimo neutro e requerem cálcio. O massa molecular de 16,7 kDa tem sido 

obtido para PLA2 purificada de espermatozóide humano (LANGLAIS et al., 1992).

Segundo WEINMAN et al. (1986) a PI_A2está presente no plasma seminal, 

vesícula seminal, próstata além das várias partes do espermatozóide bovino, 

como a membrana plasmática, núcleo, acrossoma, flagelo, mitocôndria, e 

microtúbulos. Segundo RÕNKKÕ (1994) a PLA2 do líquido da vesícula seminal 

bovina foi dissociada em duas bandas proteicas por SDS-PAGE, tendo elas 

massas moleculares de 15,0 e 16,0 kDa . Já no plasma seminal humano a PLA2 

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 A2 na reprodução masculina

O espermatozóide de mamíferos sofre RA antes da fertilização normal 

(YANAGIMACHI, 1981; MEIZEL, 1984). Segundo resultados de RÕNKKÕ et al. 

(1994), PLA2 purificadas do líquido da vesícula seminal são capazes de 

potencializar a reação acrossômica, já PLA2 purificada de pâncreas bovino e 

veneno de Crotalus adamanteus não apresentaram esta propriedade. PI_A2 causa 

esta possível RA por catalisar a formação de lisofosfatidilcolina que tem sido 

apresentada como um potente fusogênico de membrana (POOL et al., 1970). A 

PLA2 sendo uma proteína de membrana do espermatozóide pode participar da 

RA na presença de heparina e possivelmente na síntese de prostaglandina.



2.1.4.5. Regulação da atividade da fosfolipase A2

A regulação endógena da PLA2 é complexa e vários fatores afetam sua 
atividade (Figura 2). Um óbvio mecanismo regulatório é a formação da forma de 

proenzima da PLA2 que requer divagem proteolítica para se tornar ativa, como 

demonstrado em PLA2 de espermatozóide humano por GUÉRETTE et al. (1988) 

e ANTAKI et al. (1989). Cálcio é outro fator regulador de todas as PLA2 cálcio- 

dependentes (CHANG et al., 1987). Cálcio aumenta a atividade enzimática 

desde que seja essencial para a ligação ao substrato (DENNIS, 1983).

De acordo com DYCK e BUHR (1993) o processo de congelamento e 

descongelamento do sêmen suíno reduz a atividade da PLA2 do espermatozóide 

para aproximadamente 50% da atividade obtida em sêmen fresco.

Muitas moléculas envolvidas na sinalização transmembrana podem afetar 

a atividade PLA2 Após vários estudos, foi demonstrado que a indução da reação 

acrossômica pela zona pelúcida humana é mediada por uma proteína G1 do 

espermatozóide (LEE et al., 1992; FRANKEN et al., 1996). Isto é verdadeiro 

também para a indução da reação acrossômica em bovinos (ENDO e LEE, 1987; 

FLORMAN et al., 1989). Deste modo, depois do espermatozóide se ligar a zona 

pelúcida, uma proteína G1 pode ser um sinal de transdução crucial. Ativação de 

uma proteína G1 media a produção de sinais intracelulares envolvidos em 

eventos celulares e moleculares da reação acrossômica. Em outras célulaq, as 

proteínas G1 estão envolvidas na regulação mediada por receptores da 

mobilização de cálcio, atividade da fosfolipase C e da adenil ciclase (AC) 

(SPIEGELetal., 1988).



Figura 2. Representação esquemática modificada do mecanismo de 

regulação da atividade PLA2 (Chang et al., 1987).

Em muitos espermatozóides mamíferos, incluindo humano, a ativação de 

PKC está envolvida na reação acrossômica (BREIBART et al., 1992; NAOR et al., 

1995). Ao lado da ativação de PKC, DAG produzido no espermatozóide ativa uma 

fosfolipase C, capaz de hidrolisar fosfatidilcolina e aumentar o nível de DAG 

(ROLDAN e MURASE, 1994). Este alto nível de DAG modularia uma fosfolipase 

A2 (ROLDAN e MOLLINEDO, 1991). Esta enzima chave que produz componentes 

fusogênicos como lisofosfolipídeos e ácidos graxos livres, é requerida para o 

desenvolvimento da reação acrossômica (LLANOS et al., 1993 e 1995; ROLDAN 
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e FRAGIO, 1993).

Muitos destes processos já têm sido envolvidos nos mecanismos que 
disparam a reação acrossômica (WARD e KOPF, 1993). Exposição a ZP3 leva a 
fosforilação da tirosina de uma proteína de 95 kDa (NAZ e AHMAD, 1994; BURKS 
et al., 1995 e 1996) e ativação de uma proteína ligada a uma guanosina trifosfato 

(GTP) (LEE et al., 1992). Fatores como a proteína Kinase C, proteínas 

regulatórias nucleotídeo guanidina, inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) e 
adenosina monofosfato ciclíca (cAMP) também influenciam a atividade PLA2 

(CHANG et al., 1987). O cAMP pode além de ativar inibir a atividade PLA2 ligando 
a enzima ou substituindo o cálcio livre na forma estocada (VAN DEN BOSH, 

1980). Estudos têm demonstrado que a hidrólise de fosfatidilinositol (PI) 

produzem IP3 e liberam cálcio, aumentando o cálcio livre intracelular (SCHEUR, 

1989). Os outros produtos hidrolisados, como o DAG, ativam a proteína Kinase C, 

aumentando sua afinidade por cálcio e ativando a PLA2 pela fosforilação de 

lipocortinas (SCHEUR, 1989).

2.2. FLUXO DE CÁLCIO NO SÊMEN

A próstata secreta cátions em grande quantidade, sendo os mais 

importantes cálcio, magnésio e zinco (ELIASSON, 1976, citado por HOMONNAI, 

1978).

2.2.1. Canais de cálcio

O aumento transitório na concentração de ions cálcio, age como sinal 

celular. Liberação de cálcio do estoque interno pode ser estimulado por um 

aumento na concentração de cálcio, este processo é chamado CICR (cálcio 

liberado, cálcio induzido). Esta liberação de cálcio parece ser mediada por canais 

de cálcio no retículo endoplasmático. Os canais de cálcio relacionados com estas 

propriedades são o IP3, receptor inositol trifosfato (IP3R) e receptor rhyanodine 

(RyR), que parece ser regulado pelo ciclo adenosina ribose-difosfato (cADPR). De 

acordo com o experimento de GALIONE et al. (1993), óvulos de sapos tem um
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simples mecanismo CICR que usa IP3R, e em óvulos de ouriço do mar, ambos o 
IP3R e o RyR contribuem para a formação de ondas de cálcio. A existência de 
dois tipos de canais liberadores de cálcio é a sugestão da existência de vários 
modelos para as oscilações de cálcio, que levam a pesquisar RyR em células 
não musculares, como os espermatozóides.

2.2.2. Modelos de alteração do fluxo de cálcio no sêmen

Pesquisadores do assunto sugeriram alguns modelos para explicar como 
essa alteração no fluxo de cálcio é importante para a fertilização, como mostrado 
na Figura 3.

De acordo com BYRNE e HUNGUND (1979) a indução da reação 
acrossômica, que é uma precondição para fertilização de óvulos mamíferos, foi 
sugerida envolver a desestabilização da membrana plasmática através de uma 
ação na fase lipídica da membrana pela albumina. De acordo com o modelo, a 
desestabilização desta membrana está associada com o aumento da 
permeabilidade para o cálcio, que naquelas moléculas fosfolipídicas aniônicas 
em bicamada adjacente da membrana lipídica promovem fusão entre a membrana 
plasmática e a membrana acrossomal externa.

Recentemente, a localização seletiva do IP3R no acrossoma de rato, 
camundongo, hamster e cão foi relatada (WALENSKY e SNYDER, 1995). 
WALENSKY e SNYDER (1995) também descreveram a presença de Galphaq/11 
e fosfolipase C, e sugeriram que o IP3 libera o cálcio na reação acrossômica do 
espermatozóide de mamíferos. FLORMAN et al. (1995) trabalhando com 
espermatozóides bovino prôpos um modelo que explica porque a proteína G1 é 

dependente de um influxo de cálcio promovido pela ZP3, depois da interação 
com seu receptor no espermatozóide. Brevemente, este modelo explica que a 
ZP3 estimula seletivamente a proteína G1 a sensibilizar canais de cálcio 
responsáveis pela despolarização da membrana. Estas mudanças ativam um 
canal de cálcio que causa um massivo influxo deste íon necessário para a reação 
acrossômica. Com base nos achados, os autores apresentaram um modelo mais 
completo, onde uma interação multivalente entre ZP3 e proteínas receptoras de 
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ligação da membrana plasmática do espermatozóide disparam a produção de 

sinais intracelulares múltiplos. Ativação de receptores de G1 leva a ativação da 

fosfolipase C com a subsequente hidrólise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

gerando IP3 e DAG. Então, a ligação de IP3 para IP3R localizado na membrana 

acrossomal externa induziría a liberação de cálcio acrossomal.

Figura 3. Representação esquemática de 2 modelos de indução da reação 

acrossômica pelo fluxo de cálcio. 1o modelo em verde (albumina 

desestabiliza a membrana plasmática aumentando a 

permeabilidade para o cálcio); 2o modelo em azul ( ativação de 

receptores G1 pela ZP3 ativam a PLC que hidrolisa fostatidilinositol 

liberando IP3 e DAG. IP3 se liga ao seu receptor e libera cálcio).
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Uma subsequente capacidade de entrar cálcio, através de canais focais de 

voltagem insensitiva, produziría uma elevação de cálcio intracitoplasmático, 

disparando a despolarização da membrana e ativação de canais de cálcio 

(WALENSKY e SNYDER, 1995). A alta concentração de cálcio livre, junto com a 

produção de DAG seria requerida para eventos moleculares, disparando a fusão 

de membrana plasmática e membrana acrossomal externa (FLORMAN et al., 

1995).
No modelo clássico, IP3 e DAG, produzidos depois da hidrólise de 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato por uma fosfolipase C, estão envolvidos na 

modulação da concentração de cálcio intracelular (NISHIZYKA, 1992).

2.2.3. Variação do fluxo de cálcio em sêmen congelado bovino

Segundo BAILEY e BUHR (1993) o controle do fluxo de cálcio através da 

membrana do espermatozóide é crucial para o sucesso da fertilização. O maior 

acúmulo de níveis de cálcio intracelular em sêmen bovino congelado sugere que 

o processo de congelamento danifica mecanismos regulatórios de cálcio. O 

procedimento de congelamento e descongelamento pode induzir mudanças 

ultraestruturais como a separação da fase lateral da bicamada da membrana 

plasmática (DE LEEUW et al. ,1991, citado por BAILEY, 1993) e redução da 

capacidade de fertilização do espermatozóide bovino congelado por danificar as 

proteínas regulatórias do fluxo de cálcio através da membrana celular.

2.2.4. Papel do fluxo de cálcio no sêmen

O cálcio tem um papel integral na capacitação e reação acrossômica 

(YANAGIMACHI, 1988, citado por BAILEY, 1993). Durante a capacitação ocorre 

uma série de eventos bioquímicos na membrana plasmática aumentando a 

permeabilidade para o cálcio externo, causando um influxo e induzindo a reação 

acrossômica (YANAGIMACHI, 1982, citado por BAILEY,1993).

Em espermatozóide mamífero, um influxo do cálcio extracelular no citosol 

é considerado um evento obrigatório da reação acrossômica, como demonstrado 
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por indução de exocitose acrossomal pelo tratamento com cálcio ionoforo 

(YANAGIMACHI, 1982, citado por BAILEY, 1993). Reação acrossômica não tem 
sido observada na ausência de cálcio extracelular; similarmente indutores de 

reação acrossômica estão associados com elevações na concentração de cálcio 

intracelular. Experimentos com espermatozóides bovino demonstraram que o 

influxo de cálcio é tão importante quanto a indução da reação acrossômica pela 

ZP bovina (CLARK et al., 1993, citado por BAILEY, 1994). Estes resultados 

sugerem que uma substância antagonista de um receptor muscarínico, a QNB (3- 

quinuclidinyl benzilate) inibe a reação acrossômica induzida pela ZP por um 
mecanismo que interfere no influxo de cálcio e consequentemente aumenta a 

concentração de cálcio no espermatozóide. Trabalhos prévios (ENDO et al., 

1987; WARD et al., 1992, citado por BAILEY, 1994) têm demonstrado que a ZP 

solubilizada e a proteína ZP3 purificada têm o mesmo potencial e dão resultados 

idênticos, iniciando o primeiro sinal de reação de transdução disparando a 

exocitose acrossomal.

Primeiros eventos da reação acrossômica requerem níveis micromolares 

de cálcio e eventos mais tardios requerem níveis milimolares de cálcio (ROLDAN 

e HERRISON, 1993). Estes achados sugerem que este pequeno e rápido 

aumento de cálcio dependente de IP3 é devido a mobilização de cálcio 

intracelular, que é seguido por um influxo de cálcio extracelular.

Já é conhecido que um aumento extracelular de cálcio dependente da 

concentração de cálcio intracelular livre é usualmente requerido para iniciação da 

reação acrossômica. Isto parece ser verdadeiro pelo menos em indução de 

reação acrossômica pela zona pelúcida em camundongos e bovino (FLORMAN et 

al., 1989).

2.3. REAÇÃO ACROSSÔMICA

2.3.1. Estrutura do espermatozóide

Espermatozóides são constituídos de cabeça, peça intermediária e cauda, 
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tendo cada componente características morfológicas particulares (KRUGER et 

al., 1988).

2.3.2. Morfologia da reação acrossômica

Para ganhar a capacidade de fertilizar, espermatozóides devem in vivo ou 

m vitro, sofrer um processo chamado de capacitação. Desde que um marcador 

para capacitação não existe, é considerado que este processo é completado 

quando o espermatozóide é capaz de sofrer a exocitose do acrossoma. Por isso 
a RA tem sido um dos eventos mais estudados no processo de fertilização 

(MORALES e LLANOS, 1996). A ZP é o sítio de interação inicial do 

espermatozóide com o óvulo. Esta interação inclui a ligação do espermatozóide 

espécie-específica com a ZP e indução da reação acrossômica, ambas as quais 

são pré-requisitos para o sucesso da fertilização in vivo (YANAGIMACHI, 1988) 

Em camundongos, somente espermatozóides de acrossoma intacto são capazes 

de ligar a zona pelúcida e sofrer a reação acrossômica na superfície dela 

(BLACKMORE et al., 1990). Entretanto, em várias espécies, ambos acrossoma 

intacto e acrossoma reagido são igualmente capazes de se ligar a superfície da 

zona pelúcida e penetrá-la (KUZAN et al., 1984; MYLES et al., 1987).

As características morfológicas da reação acrossômica em espermatozóide 

humano são similares a de outras espécies investigadas (YUDIN et al., 1988) 

Este processo ocorre primeiramente pela descondensação da matriz acrossomal 

seguida pela sua invaginação sozinha ou juntamente com a membrana 

plasmática e finalmente ambas se fundindo (NAGAE et al., 1986). Isto permite a 

liberação de conteúdos solúveis do acrossoma que aparentemente facilitam a 

passagem do espermatozóide através da zona pelúcia. Uma subsequente 

formação de vesículas ocorrem, compostas de membrana acrossomal externa e 

membrana plasmática. Estas vesículas permanecem fechadas na cabeça do 

espermatozóide por um curto período de tempo e então dispersam (MOLLER et 

al., 1989; MILLER etal., 1993).



19

2.3.3. Indutores da reação acrossômica

Reação acrossômica de espermatozóide humano pode ser iniciada por 
diferentes moléculas que podem ser classificadas como indutores fisiológicos ou 

farmacológicos. Dentre os indutores farmacológicos o mais usado é o cálcio 

ionoforo A23187 e a ionomicina. Componentes fusogênicos como os 

lisofosfolipídeos têm sido relatados como estimuladores de RA em mamíferos, 

incluindo o espermatozóide humano (LLANOS et al., 1993 e 1995; PARRISH et 

al., 1988). Segundo GAMZU et al., (1997) a taxa molar de colesterokfosfolipídeos 

é um dos maiores fatores que determinam a fluidez da membrana. Esta fluidez 

tem um papel importante na capacitação e reação acrossômica. Apesar da fluidez 

não afetar a morfologia das células espermáticas, ela é acompanhada por 

reações bioquímicas e biofísicas, com a hidrólise de fosfolipídeos para 
lisofosfolipídeos pelas fosfolipases, como citado no trabalho de RÕNKKÕ, (1994) 

onde espermatozóides incubados com fosfolipase A2 durante a reação 

acrossômica in vitro, apresentaram uma exocitose acrossomal aumentada. Estas 

reações reduzem a taxa molar colesterol.fosfolipídeos na membrana plasmática 
do espermatozóide e aumentam sua fluidez. Deste modo, capacitação resulta em 

aumento da fluidez da membrana e consequente tendência do plasma e da 

membrana acrossomal externa fundirem (LANGLAIS e ROBERTS, 1985). O fluido 
folicular preovulatório humano (TESARIK, 1985) e a zona pelúcia humana 

(CROSS et al., 1988) estão entre os estimuladores da RA em espermatozóide 

humano.

2.3.4. Moduladores da reação acrossômica

Existem também vários moduladores da ligação do espermatozóide e 

da zona pelúcida, são eles:

- progesterona (P). espermatozóides de camundongo tratados 

sequencialmente com metade da concentração máxima de progesterona e zona 

pelúcida exibem exocitose aumentada (ROLDAN et al., 1994). Extensivos 
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trabalhos têm sido feitos para elucidar as moléculas e mecanismos envolvidos na 

indução de P na reação acrossômica do espermatozóide humano (BALDI et al., 

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

indução da reação acrossômica. Efeitos de P no espermatozóide humano são 

mediados pela presença de proteínas receptoras de ligação localizadas na área 

acrossomal da subpopulação espermática (BLACKMORE e LATTANZIO, 1991, 

TESARIK et al., 1992). P age na superfície do espermatozóide induzindo no 

mínimo três diferentes eventos:
1- abertura dos canais de cálcio da membrana plasmática para induzir 

um influxo de cálcio (BLACKMORE et al., 1990),
2- abertura dos canais de Cl’ da membrana plasmática para induzir o 

efluxo de cálcio;
3- ativação de uma proteína tirosina kinase (LUCONI et al., 1995, 

TESARIK et al., 1993);
Estas hipóteses podem explicar a variedade de respostas devido a 

ação não genômica de esteróides, e reconciliar resultados experimentais que 

parecem contraditórios a primeira vista (MENDONZA et al.. 1995). Segundo 

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

dramático na concentração do cálcio intracelular em espermatozóide humano por 

ligar a um novo receptor de superfície celular. Isto aumenta a proporção de 

espermatozóide exibindo hiperatividade e promove a reação acrossômica.

- fucoidina: é um heteropolissacarídeo consistindo primariamente de 

ligações alfa e beta ligadas a subunidades L-fucose sulfato. Tratamento do 

espermatozóide com fucoidina inibe a ligação da zona pelúcida e 

espermatozóide.
ácido siálico: remoção do ácido siálico pode também ter um papel 

importante na ligação de espermatozóide e zona pelúcida desde que o 

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

resíduos de ácido siálico. aumenta a ligação do espermatozóide com a zona 

pelúcida humana (LASSALLE e TESTART. 1994). Remoção do ácido siálico da 

superfície do espermatozóide está associada com a perda de cargas negativas 

(ROSADO et al., 1973) e capacitação do espermatozóide (SRIVASTAVA e
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FAROOQUI, 1988).
- D-Manose: Acrosina é um dos candidatos a suportar a ligação do 

espermatozóide a zona pelúcida (JONES, 1990; FRANCAVILLA et al., 1994), a 

ação da acrosina humana é inibida por uma variedade de monossacarídeos, 

especialmente D-frutose e D-manose (ANDERSON et al., 1981).

- gema de ovo e leite: foram recentemente sugeridos para aumentar o 
número de espermatozóides que ligam a zona pelúcida (BARISIC et al., 1994, 

LANZERNDORF etal. 1992).
- Proteína placental 14: uma glicoproteína sintetizada e secretada pelas 

células endometriais, reduz significantemente a ligação da zona pelúcida e 

espermatozóide (OEHNINGER et al., 1995).
- GnRH: e análogos podem modular a ligação zona pelúcida- 

espermatozóide em humano (MORALES et al. 1994, OLIVA et al. 1995). GnRH 

ou moléculas semelhantes ao GnRH têm sido detectadas em fluido folicular pré- 

ovulatório humano (YING et al. 1981) e plasma seminal humano (IZUMI et al. 

1985; SOKOLet al. 1985).
Foi observado também por NOLAND et al. (1988) que uma elevação da 

cAMP durante a indução da zona pelúcida a reação acrossômica em 
espermatozóides de camundongo, indicam que a zona pelúcida modula 

atividade da AC. Maiores estudos são necessários para elucidar os mecanismos 
pelo qual a ZP estimula a membrana associada AC e revelar seu papel na reação 

acrossômica. Uma ligação entre ativação de AC, aumento da concentração 

cAMP, modulação dos canais de cálcio e desenvolvimento da reação 

acrossômica foram recentemente sugeridas (LECLER e KOPF, 1995).
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MATERIAIS E MÉTODOS

As análises bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Genética 

Molecular do Departamento de Genética e Bioquímica (DEGEB) da Universidade 

Federal de Uberlândia e as análises de reação acrossômica foram realizadas no 

Laboratório de Reprodução Animal do CENARGEM / EMBRAPA.

3.1. Material biológico

Foi avaliado sêmen de 37 touros, sendo 14 animais Bos taurus, 15 animais 

Sos indicus e 8 animais mestiços. As raças estudadas foram: Caracu, Gir, 

Nelore, Guzerá, Dinamarquesa, Holandesa, Aberdeen Angus, Limousin, Simental 

e Girolandesa.

As amostras foram gentilmente cedidas pela Lagoa da Serra Inseminação 

Artificial (Sertãozinho-SP), Pecplan ABS Importação e Exportação Ltda (Uberaba- 

MG) e Laboratório de Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia. Todas 

as amostras de sêmen estavam acondicionadas em palhetas contendo 0,5 ml de 

sêmen congelado e mantidas em nitrogênio líquido.

3.2. Extração de proteínas totais do espermatozóide

O procedimento utilizado para extração ácida das proteínas do 

espermatozóide foi aquele descrito por RÔNKKÕ et al. (1991) e DYCK e BUHR 
(1993).

Inicialmente as amostras de sêmen dos 37 animais foram descongeladas 

em água à temperatura de 37°C, por 30 segundos. Após, o material foi 

centrifugado durante 30 minutos a 30.000 g e seguido por uma lavagem com 
solução Tris 0,050 M e sacarose 0,025 M em pH 7,0 com centrifugaçâo de 10 
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minutos a 30.000 g. Esta etapa foi repetida para uma melhor lavagem das células 
espermáticas. Os espermatozóides foram ressuspendidos em 100 ul de uma 

solução de ácido sulfúrico 0,18 N. Esta solução 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 proteínas totais do espermatozóide

3.3. Extração de proteínas da membrana do espermatozóide

Todas as 37 amostras foram submetidas à extração de proteínas da 
membrana seguindo a metodologia descrita por JEAN et al. (1995). Uma palheta 
de sêmen descongelado de cada touro foi centrifugada a 30.000 g, durante 30 

minutos objetivando a separação do plasma seminal e espermatozóides. Duas 

lavagens com solução de tampão salino fosfato (PBS) foram realizadas com 
centrifugações a 30.000 g durante 10 minutos. Os espermatozóides foram 
ressuspendidos em 400 ul de uma solução de Cloreto de Potássio 0,6 M e de 

PMSF 0,002 M para prevenir possíveis efeitos proteolíticos. Após incubação de 

30 minutos no gelo, o extrato de proteínas da membrana dos espermatozóides foi 

obtido pela centrifugação a 30.000 g, durante 5 minutos.

3.4. Extração de proteínas do plasma seminal

Após a separação do plasma seminal e espermatozóides por meio de 
_ . o 5 ml de plasma seminal congelado de 37 touros,

centrifugaçao, as proteínas ae u,o r
, 3 6 ml de Acetona analítica. Em seguida foiforam precipitadas utilizando o,o

a 12 000 a por 5 minutos, o precipitado foi realizada uma centrifugaçao a iz.uuu y p 
ressuspendido em 1 ml de solução Tris 0,1 M, pH 7,5.

3.5. Quantificação de proteína

a - amostras foram submetidas a uma quantificação deApos as extrações, as anwau»
•* nnr RRADFORD (1976). o método envolve a ligação do 

proteína, como descrito por BKAU
• o -iiíont riha G-250 a proteínas, resultando em coloração corante Coomassie Brilliant blue o zou H



24

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

de 595 nm. Foi usado como padrão a proteína BSA (soro albumina bovina).

3.6. Estudos eletroforéticos

As proteínas foram separadas em SDS-PAGE à 14%.

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

A preparação do gel de poliacrilamida desnaturante foi realizada segundo 

ALFENAS et al. (1991). Na eletroforese descontínua os reagentes utilizados 

foram: 4,7 ml de Tris-HCI 2 M, pH 8.8, 7,8 ml de água deionizada, 250 ul de 

ácido etilenodiaminotetra acético sal dissódico (EDTA) 200 mM, 250 ul de Sódio 

Dodecil Sulfato (SDS) 10%, 11,7 ml de Acrilamida 30% e N,N-

metilenebisacrilamida 0,8%, 30 ul de N,N,’N,’N-tetrametiletilinediamino (TEMED) 

e 150 ul de Persulfato de Amônio 10% em um volume total de 25 ml.

As soluções Trizma base 0,1 M, EDTA 7,8 mM, Glicina 0,77 M e SDS 

0,3%, pH-8,3 foram utilizadas como solução eletrodo para ânodo e cátodo.

Amostras contendo 5 ug de proteína foram dissociadas em seus 

polipeptídeos pelo aquecimento à 100°C, três minutos, na presença de tampão 

da amostra 1x (Tris-HCI 0,187 M, pH- 6,8, glycerol 27,6%, SDS 6%, EDTA 6 mM 

e azul de bromofenol) e p-mercaptoetanol nas proporções de 1: 0,5: 0,1 

respectivamente.

A eletroforese foi conduzida à uma temperatura de 10°C, numa voltagem 

constante de 100 volts até atingir o gel de separação e 200 volts até o final da 

eletroforese, que durava em média 4 a 7 horas.

Após a corrida eletroforética, a coloração 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 solução 12% de ácido acético, 50% de etanol e 0,05% de 

formaldeído. Após, foram realizadas três lavagens durante vinte minutos cada, 

em uma solução de 50% de etanol. Em seguida foi feito um pré-tratamento com 

tiossulfato de sódio 0,02% durante um minuto, e uma lavagem com água 

destilada por dois minutos. A coloração foi realizada durante vinte minutos com 

200 mg de Nitrato de Prata e 75 ul de formaldeído em 100 ml de água destilada.
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Esta etapa foi seguida por uma lavagem durante dois minutos com água destilada 

e a revelação foi realizada com uma solução gelada de 3 g de Carbonato de 
Sódio, 50 ul de formaldeído e 2 ml de tiossulfato de sódio 0,02% em 100 ml de 

Iágua destilada. A reação foi parada com uma solução de ácido 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 à temperatura ambiente por vinte e 

quatro horas para a secagem.

3.7. Atividade fosfolipásica

Para determinação da atividade da fosfolipase A2 foi realizada a extração 
ácida de proteínas totais de duas palhetas de sêmen congelado bovino em um 

lote de 31 animais. Em cada palheta de sêmen foi extraído uma média de 30 a 80 

u9 de proteínas totais.

Foi desenvolvido um método colorimétrico para detecção da atividade da 
fosfolipase A2. Este método consistiu em detectar ácidos graxos liberados após a 

clivagem enzimática da fosfolipase A2 em um fosfolipídeo, onde este produto foi 

corado com o uso da Rodamina 6G e a leitura realizada em espectrofotômetro.

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

substratos:

-Tris 0,1 M, pH 7,4 e CaCI2 20 mM,

- 15% de uma solução de gema de ovo, Deoxicolato de Sódio 0,3 M e 
CaCI2 0,006 M;

- filtrado com papel, 15% de uma solução de gema de ovo, Deoxicolato de 

Sódio, CaCI2 0,006 M e 10% de clorofórmio.

O tempo de incubação utilizado foi de três minutos, vinte minutos e durante 

a noite (aproximadamente 10 horas).

A quantidade do corante Rodamina 6G (0,12%) variou de 5 ul, 10 ul e 20 

ul em um volume total da reação de 1.900 ul.

A leitura da reação foi feita em espectrofotômetro (SPEKOL) a 530 nm.
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Na curva padrão utilizou-se veneno bruto de serpente (Bothrops 

neuwideae) cristalizado que foi dissolvido em solução salina 0,9%. Em seguida 

foi centrifugado à baixa rotação por 10 minutos à temperatura ambiente e no 

sobrenadante foi feita a dosagem de proteínas pelo método do microbiureto 

(ITZHAKI e GILL, 1964). Em seguida o veneno foi submetido à quantificação de 

atividade da fosfolipase A2 pelo método potenciométrico (DE HAAS et al., 1968). 

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

3.8. Dosagem de cálcio no plasma seminal bovino

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

e centrifugação do sêmen à 30000 g por 30 minutos, foi realizada uma digestão 

nitroperclórica (2 ml de ácido nítrico e 1 ml de ácido perclórico) durante duas 

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

Após a digestão, 0 plasma seminal foi ressuspendido em 50 ml de óxido 

de lantânio 0.5%, de acordo com HOMONNAI et al. (1978) modificado. A leitura 

do material foi realizada 12 a 24 horas após a digestão em espectrofotômetro de 

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

3.9. Reação acrossômica

Duas palhetas de sêmen 

segundos. Após centrifugação o

(1 ml) foram descongeladas a 37°C por 30 

sobrenadante foi descartado e foi adicionado 

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

contendoCloreto de Cálcio 1 M. Cloreto de Potássio 1 M, Cloreto de Magnésio 

0,1 M Cloreto de Sódio 1 M, Fosfato de Sódio 0,1 M, ácido D-L lático 21,6 mM, 

Hepes 10 mM Bicarbonato de Sódio 25 mM, Soro Albumina Bovina 0,6% e ácido

pirúvico 1 mM, aquecido a 37°C.
A motilidade e o vigor dos espermatozóides foram analisados logo após o 

descongelamento, antes da incubação e após a incubação de quatro horas. A 

motilidade é medida pela porcentagem de espermatozóides móveis em relação 
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aos imóveis variando de 0 a 100%. O vigor é a observação do movimento em 

rnassa dos espermatozóide que varia de 0 a 5, sendo que. 0 nenhum 

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

formação de ondas; 4- ondas claras; 5- turbilhonamento.
Foram adicionados mais 7ml do meio TALP objetivando uma diluição de 

1:10 (sêmen ■ TALP). Foi realizada uma centrifugação a 1.800 RPM durante 10 

minutos e este processo foi repetido quando necessário para uma melhor 
lavagem dos espermatozóides. Após, foi adicionado 1ml de mero TALP e 

homogeneizado. Novamente foram verificados a motilidade e o vigor. Com o uso 

j Motihauer foi determinado a concentração dos de uma câmara de Neubauer toi

espermatozóides. -
? tubos contendo em cada um 20x10 de Em seguida foram preparados 3 tuDos

espermatozóides em um volume final de 1ml.

* primeiro tubo - sêmen e meio TALP,
* segundo tubo - sêmen , meio TALP e heparina,
w x . TA1 p henarina e LPC (lisofosfatidilcolina) que foiterceiro tubo - sêmen, meio TALP, P

. o dpixado aair durante 15 minutos, adicionada após 4 horas de incubaçã
durante 4 horas e 15 minutos a 37°C e Os tubos foram incubados durante 4 no

Mram verificados a motilidade e vigor dos terminado este tempo foram
nrodnq esfreaaços de lâmina de cada tubo antes e espermatozóides. Foram preparados esTregaç

após a incubação. ,. .
f ■ realizada de acordo com o método descrito por A coloração das lâminas foi realizaoa oe

íroeano e secagem da lâmina, ela foi deixada em LENZ et al. (1983). Após o esfregaço e secag

z. A„irn 0 1% e ácido acético 1% em água destilada uma solução de ácido flaviânico 0,1 /o e
. a lAminas foram secas com papel toalha e lavadas com

durante 30 minutos. As lâmina
a 15 seaundos. Novamente as lâminas foram secas acido acético 1%, durante 10 a 1b seg

. - n He ACjdo flaviânico 0,2% e eritrosma B 0,2 /o por 13e colocadas em uma solução d
. e rnm áoua destilada duas vezes. Após secarem ao minutos e novamente lavadas c 9

r n, lavadas com xileno e em seguida colocado uma gota ar durante 1-2 horas, foram lavaaa
«ão lamínula. Por meio de microscopia em objetiva 

de permount e coberto com um
i onn esoermatozóides em lâminas preparadas antes e de imersão foram contados 20 P

. e números foi calculado um índice do aumento da 
após a incubação e com este



taxa de RA do início da incubação até 4 horas e 15 minutos de incubação do 
sêmen. Este índice é o número de espermatozóides que sofreram RA após a 

•ncubação com LPC dividido pelo número de espermatozóides que sofreram a RA 

antes da incubação de 4 horas.

3-10. Análises dos géis

A massa molecular dos produtos dissociados foi determinada pelo 

programa IMVDS (Pharmacia), baseados nos padrões de massas moleculares 

utilizados na eletroforese das proteínas, sendo eles: SDS-6H de alta massa 

molecular (anidrase carbônica, 29 kDa; albumina de ovo, 45 kDa; soro albumina 

bovina, 66 kDa- fosforilase b, 97.5 kDa; p-galactosidase, 116 kDa e miosina, 205 

KDa) e Dalton Mark de baixa massa molecular ( a-lactalbumina, 14,2 kDa; inibidor 

be tripsina, 20 1 kDa; tripsinogênio, 24,0 kDa; anidrase carbônica, 29,0 kDa; 

SHceraldeldo 3-fosfato desidrogenase, 36 kDa; albumina de ovo, 45 kDa e 

albumina bovina, 66 kDa). A densitometria das bandas proteicas detectadas nos 

oa: . , também através da análise pelo programa9éis de poliacrilamida foram obtidas tarnoem auav 

IMVDS (Pharmacia).

3>11. Análises estatísticas

As análises para obtenção das curvas padrões foram realizadas por meio 

be regressão linear do programa STAT (Statistica, versão 4.5,1993).

~4irin e atividade fosfolipásica dos diferentes touros Para a dosagem de cálcio e anviua
e . , .. nor meio do teste de Duncan, pelo programafoi realizada análise de variância por meiu u

SAS (versão 5.0, 1989).
das Droteínas do sêmen, dosagem de cálcio, O coeficiente de correlação das proí

reação acrossômica foram analisadas pelo 
atividade da fosfolipase A2 ® re
Programa STAT (Statistica, versão 4.5, 1993).
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4- RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Perfil eletroforético das proteínas do sêmen

Para obtenção de resultados confiáveis e reprodutlveis, foi fundamental a 

padronização das técnicas de extração das proteínas do plasma seminal, da 

eletroforese e da coloração dos géis. Nas proteínas do plasma seminal foi 

utilizado um solvente orgânico (acetona) que diminuiu a solubilidade das 

Proteínas a ponto de precipitá-las; com isso reduzindo a quantidade de 

impurezas existentes e facilitando a eletroforese destas proteínas. Na 

eletroforese, foram utilizadas inicialmente concentrações de acrilamida de 12 e 

14%, sendo que na última foram obtidos melhores resultados, permitindo a 

avaliação de um maior número de bandas.
Para obter uma quantidade padrão de proteínas aplicadas de cada animal 

nos géis, foi quantificado e aplicado 5 ug de proteínas de cada animal. A 

coloração dos géis foi feita inicialmente com Coomassie Brilliant Blue R-250, mas 

pela pequena quantidade de proteínas extraída, principalmente da membrana dos 

espermatozóides, obteve-se melhores resultados com a coloração por lons prata, 

onde a coloração de nanogramas de proteína é possível pela redução química 

específica de lons prata aumentada pelo uso de tiossulfato de sódio, que 

solubiliza os sais de prata e aumenta a sensibilidade da coloração. A 

sensibilidade desta técnica é somente superada pela marcação radioativa e de 

quimioluminescência.
A análise dos perfis eletroforéticos das 37 amostras dos touros, mostrou 

que existe polimorfismo entre indivíduos, onde pode-se observar diferenças de 

natureza qualitativa e quantitativa, representadas pela presença e ausença de 

bandas especificas, bem como pela maior ou menor concentração de 

determinadas bandas polipeptídicas.
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O polimorfismo encontrado em todas as proteínas que possam estar 

relacionadas com a ligação do óvulo ao espermatozóide mostra que nas 

diferenças quantitativas, uma proteína está presente em maior ou menor 

quantidade em um animal em relação a outro. Estas diferenças podem ser devido 

a alterações na expressão desta proteína, tanto à nível transcricional como 

traducional. Nas diferenças qualitativas, as proteínas estão presentes em um 

animal e ausentes em um outro animal. Estas variações à nivel de DNA 

(mutação, deleção) podem impedir a transcrição e/ou a tradução desta proteína.

Na análise da massa molecular dos perfis eletroforéticos de proteínas 

totais do espermatozóide e a sua densitometria nas 37 amostras dos touros, 

foram encontradas 45 bandas proteicas diferentes, variando de 205 kDa a 6,3 

kDa. As diferenças 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 diferenças qualitativas também foram observadas em proteínas de 

baixa massa molecular- 27,5; 21,4; 16,8 e 16,2 kDa. Na Figura 4, estão 

apresentados os perfis eletroforéticos de proteínas totais do espermatozóide de 

onze animais de diferentes raças.



kDa

66

45

29

kDa
31,8

29,7

25.4
20,2

18.4
16,2

^•gura 4. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteínas totais dos 

espermatozóides bovinos. (PM) Padrão de Massa molecular SDS- 

6H. (1) Guzerá ; (2) Holandesa ; (3) Holandesa ; (4) Holandesa 

(5) Gir; (6) Holandesa ; (7) Símental; (8) Limousin ; (9) Qir ■ 

(10) Nelore ; (11)Nelore.

Na membrana do espermatozóide foram encontradas 35 diferentes bandas 

moleculares variando entre 233,8 kDa e 12,7 kDa. proteicas de massas moiec

norfíi pletroforético das proteínas da membrana do Observou-se que no Pe,HI

u' mí dPtectado polimorfismo entre indivíduos. Diferenças espermatozóide também foi deteciaao P

, odac nas proteínas de massas moleculares estimadas qualitativas foram encontradas nab P

em 31 1 e 16 7 kDa e diferenças quantitativas nas proteínas de 66; 60; 45; 36;

29 27 3- 20 9; 20,2; 18.8; 17.3; 16,3 e 15,7 kDa. Na Figura 5 estão 

oneras mostrando algumas das diferenças proteicas representadas oito amostra

amostras dos animais analisados.encontradas nas 37 amostra



32

Figura 5. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteínas da membrana dos 

espermatozóides bovino. (PM) Padrão de Massa molecular SDS-6H.

(1) Nelore ; (2) Nelore ; (3) Limousin (4) Simental; (5) Nelore; (6) Gir;

(7) Holandês; (8) Limousin.

No gel de proteínas do plasma seminal, 21 bandas proteicas de massas 

moleculares diferentes foram encontradas. Diferenças quantitativas foram 

encontradas nas bandas proteicas de 94,5; 29,9; 24,9; 18,1; 17,4 e 16,2 kDa e 

diferenças qualitativas nas proteínas de 24,9 e 21,5 kDa. Na Figura 6 

encontraram-se perfis eletroforéticos de amostras de oito animais e do diluente 

utilizado no sêmen para o congelamento O diluente possui uma grande 

quantidade de proteínas que no momento da análise foram excluídas.
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Figura 6. Eletroforese em SDS-PAGE 14% de proteínas do plasma 

seminal bovino. (PM1) Padrão 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 sêmen.

Das proteínas analisadas dos espermatozóides de 37 touros que 

■ ó interessante notar aquelas de massas molecularesapresentaram polimorfismo e int
o nrnteína HIS-50 (DYSON e ORGEBIN-CRIST, de 66 kDa que podem ser uma proterna '

, tdit /NA7 et al. 1994), ambas de grande importância na 1973) ou uma proteína ZRK (N ’
, an óvulo durante a fertilização. De acordo com NAZ et ligação do espermatozóide ao

também podem se apresentar com massas al. (1994) as proteínas ZRK mmoet h
una Grande polimorfismo foi observado em proteínas 

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

com massas moleculares
QAndo possivelmente proteínas ZRK. 

importante papel na fertilizaça ,
a on kDa encontradas nos perfis eletroforeticos de proteínas As proteínas de 2ü Kua <=■

. o animais analisados apresentaram diferenças 
do espermatozóide dos

L - e nn^uem massas moleculares semelhantes a PH20 quantitativas. Estas proteínas possuem m
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que tem atividade hialuronidase, encontrada na membrana plasmática do 

espermatozóide (LIN et al., 1994).
Segundo WEINMAN et al. (1986) a PLA2 bovina está presente no plasma 

seminal e membrana plasmática do espermatozóide. De acordo com RÕNKKÕ 

(1994), a PLA2 do plasma seminal e espermatozóide bovino apresentam massas 
moleculares de 15 e 16 kDa. Nos perfis eletroforéticos de proteínas totais. 

Proteínas de membrana do espermatozóide e do plasma seminal encontrou-se 

grandes diferenças qualitativas e quantitativas em proteínas de massas 

moleculares de 15 e 16 kDa. bem como de proteínas de 30 à 36 kDa que podem 

ser dímeros de PLA2ou ZRK, onde as cadeias polipeptídicas podem náo ter sido 

t u «e. /■'^nriirões usadas na eletroforese.dissociadas completamente sob as co ç
i citada por BOOKBINDER et al. (1995)Somente na região da proteína sp56 citada por . .... .........

, nrntpínas importantes na ligação do como sendo uma das proteínas h 
espermatozóide de camundongo. não foi detectado polimo 

eletroforéticos das proteínas do espermatozóide dos 37 touros.

óvulo ao

nos perfis

4.2. Análise da atividade da fosfolipase A2

enzimáticanpouena quantidade de atividade
Pela existência de pequena h 

. . não foi possível detectá-la por métodos 
encontrada no sêmen congelad ,

fonrinmétrico (DE HAAS, 1968), e pela ^possibilidade 
convencionais como o potenciométric \

. ^i»afivns foi desenvolvido um método colorimétrico 
de utilização de métodos radioa . * a mainr niu> n nm

Y i- Ha PLA? quando esta é maior que 0,001onde foi possível detectar a abvidade da pla2 q
n método foi otimizado e padronizado. Melhores 

unidade/minuto/microlitro. O m . _
Q ..fiiizacão do substrado contendo 15% de solução 

resultados foram obtidos com a _ n nnR ..
. j nonvicolato de Sódio 0,3 M, 1 /o de CaCI2 0,006 M e 

da gema do ovo, 10% de De
a , se o volume com água destilada e sendo

10% de Clorofórmio, completando-s
. aiustado o pH para 8,0. Este substrato mostrou grande 

posteriormente filtrado e ajusta
■ uma solução de gema de ovo para outra, para tanto 

variação de absorbância de uma
niurão de gema de ovo para fazer a curva padrão e 

utilizou-se uma mesma solução oe y R .amina m
. e i itilizou-se também 10 ul de Rodamina 6G (0,12/o) 

todas as análises, conjuntas.



35

com um volume final da reação de 1.900 ul. O tempo de incubação ideal foi de 

vinte minutos.

O espectro de absorção do produto da reação foi determinado em 

espectrofotômetro na faixa de 350 nm a 750 nm. Como mostrado na Figura 7, o 

comprimento de onda de maior absorbância foi 530 nm.

530 nm

0 100 200300400500600700800

Comprimento de Onda

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

fosfolipase A2 por meio de espectrofotometria.

Uma solução contendo 200 ul de proteínas totais obtidas através da 

extração ácida de duas palhetas de sêmen (neutralizada com 25 ul de Tris pH 

8,8), 1.565 ul de substrato, 100 ul de água destilada e 10 ul de Rodamina 6G 

(0,12%) foi incubada a temperatura ambiente durante vinte minutos e a reação foi 

parada com banho de gelo.

Pelas dificuldades de leitura da solução em suspensão, centrifugou-se 

durante cinco minutos a 30.000 g obtendo assim um precipitado contendo a
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nc lihprados após a divagem enzimática da 

Rodamina 6G ligada aos ácidos gra q primeirarnente em 15 ul

PLA2 na lecitina do ovo. O prec.pta o adicionou-se 1 ml de
de hidróxido de sódio 0,1208 M para solubiliza , 

água destilada. Em seguida foi feita a leitura

A curva padrão foi preparada 

serpente (Bothrops neuwideae), com 
método potenciométrico. As diluições da 
à 20 unidades/minutos/microlitros onde observou 
este método foi de 0,001 e o máximo de 3,0 

(unidade corresponde a microequivalen 
pH 8.0 os áoidos graxos liberados durante a reaça 
P . «hfeve-se por mero de regressão

^om estes

" -q da absorbância a 530 nm. 
com uma fosfolipase A2 de veneno de 

atividade previamente determinada pelo 

atividade enzimática variaram de 0,0001 

i-se que o mínimo detectável por 

unidades/minutos/microlitros 

NaOH necessário para titular em 
a temperatura ambiente).

, . , linear uma equação,dados da curva obteve-se pu, *
onde atividade enzimática= -1,21 ♦ 11,766 x Absorbância, cujo coeficente de 

correlação foi 0 9985. A atividade fosfolipásica foi calculada pela equação da 

curva padrão e o resultado obtido foi expresso em unidade/minuto/microlitro.

Figura 8. Curva padrão da atividade enzimática da PLA2 de veneno de 

serpente.
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De acordo com DYCK e 
descongelamento reduz a atividade da

bUHR (1993) O processo de congelamento e 

PLA2 de espermatozóides suíno em 

nntrada em sêmen fresco. Observou-se que 
aproximadamente 50% daquela enco nâ0 foj possjve|

naíiçados em cincu
das 31 amostras dos animais a método mostrando assim que estas
detectar a atividade enzimática por este Q 00i udi/min/ul.
amostras possuem uma atividade enzimática .nfenor 0,

Tabela 1. Análise de variância para a atividade da enzima fosfolipase 

A2 do espermatozóide bovino.
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Tabela 2. Comparação de médias da atividade da fosfolipase A2 

em sêmen de 31 touros.

^aça do touro ★Média da atividade

PLA2 (udi/min/ul)
G1L5 2.814 A
Guzerá 2 
Simental 3 
Simental 1 
Holandesa 5 
Nelore 3 
Nelore 2 
Gir 3 
Girolandesa 3. 
Nelore 4_____
Holandesa 3 _ 
Simental 2 
Girolandesa 5_ 
Girolandesa 4__ 
Gir 6______ -
Holandesa 6 _

-Holandesa 4 _
^Dinamarquesa_
Guzerá 1. 

-Girolandesa 1_ _
*Pool
Gir 4_____ _

_Caracu_____
Limousin 2 _ 
Girolandesa 2 
Nelore 1 -
Gir 2
Limousin 1 __ 
Simental 4 _
Gir 7

. Aberdeen

xás—a—
1569—— —----------

----------

-'çZjLj—e—

-----

o_-------- ■XSZSX^isí3s^Ml>ilida<le

0.
0

1,446
1,352
1,187
1,108
0,804

0,576
0,456
0,434
0,375
0,295
0,188
0,188
0,096
0,087
0,006
0,005
0,004
0,003
0,002
0,001
0,001

________________ i ~
'as seguidas pela mesma letra 

°°l de 5 touros com alterações morfológicas espermáticas

A média encontrada da atividade enzimática dos 31 touros analisados foi 
°'573 onidade/minuto/microlitro, o mínimo detectado de 0.001 e o máximo de 

'814 É mporfante enfatjzar que 3u/min/ul é o máximo detectáveí por este



método, pois após este limite a curva a 

este limite podendo apresentar ativi
As diferenças encontradas na anahs

O teste de 
PLA2 foi significativa com ". nnR a 1.8 u/ul/min. 
entre os touros foi de 0.0o uma
espermáticas mostraram Poss de 
provavelmente pela grande quan 

acrossoma.
A variação

devido a fatores

um “plateau”. O touro Gir 5 atingiu 

superior ao detectado.de variância da atividade da enzima 
Duncan mostra que a prevalência 
O pool de touros com patologias 

atividade fosfolipásica baixa, 
espermatozóide com patologias de 

das médias da atividade enzimática entre touros pode ser 
reguladores como a quantidade de ions cálcio presente no 

esPermatozóide, proteínas regulatórias nucleotídeo guanidina, proteína Kinase C, 

IP3, DAG e cAMP (CHANG et al., 1987), bem como moléculas envolvidas na 
s'na'ização transmembrana, como a proteína G1 (FRANKEN et al., 1996). Pela 
9rande variabilidade encontrada dentro de cada raça pode-se dizer que além do 

fator genético relativo à atividade fosfolipásica há também a influência de fatores 

arr|bientais.
seminal bovino

1 objetivando destruir qualquer 
.udesse influenciar na leitura dos 

utilizado para diluir 0
a uma temperatura de 60°C para 

4 ug de cálcio, 
uma equação onde 

' 0,027453, com um 
as concentrações de 

do sêmen congelado.------  _ i seminal mais precisa, 

Para obter uma coriuo...

subtraiu-se a ~~ 36 ug/ml de inicio encontrada no diluente do

s®men.

. no plasma cálcio no P
.tração de

^•3. Análise da concen

A digestão nitroperclórica foi 

matéria orgânica presente neste 
í°ns cálcio, bem como 0 cloreto 

Plasma seminal após a digestã 
que não houvesse formação de p 

Foi feito com cálcio Pac* ~ 

Através do cálculo Por

concentração 
coeficiente de correlação 

cálcio das amostras de

foi realizada 

material que pi
de lântanio 0,5% que, 

foi aquecido 

:iDÍtados.
' uma curva 

linear

de 0,5; 1; 2; 3; e 

obteve-se 
0,000291 /regressão

de cálcio = absorbância - u,w_
' i de 0,9986. Foram calculadas

37 animais e do diluente do sêmen 
;oncentração de cálcio do plasma 

de 36 ug/ml de cálcio >

concentrai0



. diferenças estatisticamente significativas
A análise de variânc.a indicou jndjvjduos como mostra a Tabela 3. 

(P< 0.01%) tanto para repetições como repetjçã0 se deve provavelmente a 

A grande variabilidade intrínseca de dog As diferenças entre indivíduos

diferentes lotes de sêmen que foram ~ de cálcio extracelular.
indicam que há um controle genético para a hberaça

- ia oara a concentração de cálcio do 

Tabela 3. Análise de variancí 
plasma seminal bovino.

Variação
<4.772,246

repetições

Liberdade

36

72
indivíduos

erro
‘‘SÍgnificãtivípéío tes

,robãbi"dade

animal indicam que é
do mesmo 

se obterAa danças obse-vadas^m^»^

necessário um maior número 
concentrações com um menor erro

A análise das médias, como 

significativas entre touros com P 

l30-400ug/ml, sendo o 

cálcio no plasma se
O pool de touros 

Plasma seminal bovino 

defeitos na membrana 

cálcio extracelular.

mostrado na
■ 0.05%, onde a pre' 

mínimo detectado de 92 e o 

minai.
com alterações 
baixa concentração 

acrossomal podem

uma média das

Tabe'a 4 

falência 
máximo

revela diferenças 
entre touros foi de 

de 585 ug/ml de

morfológicas espermáticas apresentou no 

de cálcio que provavelmente devido a 
ter ocorrido alterações no fluxo de
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"tabela a
Comparação de médias das concentrações de cálcio no 

Plasma seminal bovino de 37 amostras.

133,7

A^do touro | *Média  da concentração de cálcio ug/ml

-^[ojandeza 2 585 A
-91E2!andeza 5 533 AGir 1
lTT"~--------- 403 B

Jjolandeza 1 401 B
JjoJandeza 2 388,8 B C
-2y?èrá2~~------ 383 B C
Jloiandeza 3 357,8 B C D
~^!£°!andeza 4 295 B C D E
-9l[olandeza1 265 C D E F
-9!£2!andeza 7 250 D E F G
J*!22ental4 223,3 É F G H
-Ü^landeza 4 215,3 E F G H
^Gir^ 204,8 E F G H
~91io[andeza 8 I 204,3 E F 9 ,H
J^eíore 1 | 199 E F G H
-ÓÈ®£deen | 194,7 E F G H
J^elore 3 J 194,3 E F G H
-Ü^lêndeza 6 193,3 E F G H.
-êlfolandeza 6 188 E F G H
GjrJ5 188 E F 9 H

-^niental 2 173,7 E F G H
-^nental 3 --------- Í7Ú E F G H
C5ir7~~ -- -------- 170,3 E F G H

J^elore 2 160.3 fc F G H
J^]ousine2 / 159 b h -•.... H
Caracu 188.3 L u H

---------- -------- --------- —------ ------ r r- u

131
-c^jTgrnarqueza
-^jfolandeza 3 
^Pool
Gir 3

F G H
F G H

G H
130
114,7

-Ü£ü°usine 1
| 110, í

108
----------- G~ H

-èl£Wital 1 107 G H
Jazerá 1 106,7 ----------- - G~~ H
J3ir 6 105,7 G H
Jlojandêza 5 92,7 H
J^elore 4 92

_ r,5n riiffíre m estatisticamente ao nível de 5% de p
H

robabiiidad

*p00l de 5 touros com alterações morfológicas espermáticas.



4.4. Análise da Reação Acros» . touros foram analisadas quanto a 
Quatorze das 37 amostras os técnica foj escolhida,

capacidade de sofrerem reação acrossôm.ca havendo

Pois as condições utilizadas são as m somente variações presentes n

variação de fêmeas, os resultados apresen 
sêmen. verificados a motilidade e o vigor do

■ RA in Vitro foram verifica incubação,
Durante a técnica de RA incubação e quatro hor

sêmen após descongelamento, ante Tabela 5.
1 dp como mostra 

°u seja antes da adição de Lr .
durante a RA <" *»»•  

-^-orr^a?e^9°r • «r do sen1011
Tabela 5. Motilidade e v«9

Touro~~T Moti

———-3" follll
ò,mental 4 I
Simental 3 "

Simental 1 ’

'NeÍÕrè^4 

bjeioreb

holandesa 6

Aberdeen

Gir 6 T "9

Gir 5 t E

Gir 4 I

Gir 3

Gir 2

80

'95' 

"bb 

"80

—
80
70^ 

"60^

65
"70^

""90^
'^80^ 

^8CT

?5 
'""bb 

-"'bb' 

-^80' 

-'"'70

03
'03^^ 

"ob

"02 

"04 
"õb^ 
""ob^ 

^03^ 

"ob 
'"bb

- ob

- 04
—"bb

-"03

2Cf^ 02

10
íb 02

bo 02

'bb oT

"Õ5^"bb

20 "Ó2

30

15

1Õ~

“15“

~Õ5

03
'oF

~oT

'02'

"02

"õí



corantes Eritrosina B e Ácido

A coloração das lâminas realizada ct" uti|izada atualmente e

Flaviânico (LENZ et al., 1983) foi escolh espermatozóides que sofreram

Principalmente por sua rapidez e prat’ daqueles que não sofreram por
reação acrossômica (RA positiva) se ° restante do espermatozóide

reação acrossômica
-ositiva

apresentar a região do acrossoma m 

(RA negativo), como mostra a Figu

„ acrossómica 
reaÇa°negativa

Figura 9. Foto com aumento espermatozóide bovino.

Espermatozóides co... soma reagido (RA positivo) e 

acrossoma não reagido (RA negativo).

cálculo do índio®- 

dos esPe^tÓ'deS

Foi feito a contagem 

mostrado na Tabela 6.
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tabela 6. índice de reação acrossômica do sêmen de 14 amostras.

Touro ] índice RA
1

Gir 3 1 10

Gir7 6,5

Holandesa 6 | 5,6

Cimentai 4 1 4,6

Simental 3 | 4,6
Aberdeen I 4,3
Gir 6 1 3,5

Gir 5 2,6

Gir 4 2,5
~GiF2~ 1 2,3

Nelore 4 2,05

Simental 1 2,0
Nelore 3 I 1,9
Caracu I 1,5

ntaram um índice variando de 1.5 à 10, As 14 amostras analisadas apre^ FELICIANO et al. (1996)- 
tendo como média 3,9, que est^ aC

atozóide, do plasma seminal, *■5. Correlação das proteínas do seminal e reação acrossômica.

atividade da fosfolipase A2. cálcio do p

F°ram analisadas todas as proteínas que apresentaram polimorfismo nos 
Pertis eletroforéticos dos 37 touros estudados e que possam possuir alguma 

p°dância no processo de fertilização bovina.

A correlação entre as proteínas detectadas por eletroforese dos touros e a 
a,'v'dade da Pla2 não foi significativa. Isto pode ser explicado por vários fatores 

qu® de acordo com CHANG et al. (1987) podem influenciar na atividade da PLA2 

niesnio após a sua transcrição e tradução. Estes fatores seriam a proteina Kinase



àMP O cAMP Pocie 
IP3 DAG e cAMr. u

....«™. «.- 
estocada, que é essencial Para 8 formação da Proenz pLA2 de
mecanismo que pode inibir sua atM como demonstra de

,, ..
espermatozóide humano por também dimm fre5C0

congelamento e descongelame atividade encon
em suínos em aproximadamente ° plasma seminal
(DYCKeBUHR, 1993). rnncentração de cálcio no P lnas

Correlação entre proteínas sig* 8*̂  “ (einas presentes

bovino mostrou que exis animais, sendo mnstraaTabela7.
analisadas nos perfis eletroforético ° seminal. como

no espermatozóide e três presen bovino e
sênwn D 

lacão entre proteína® bovino.
Tabela 7. Correia^ . e câ|cio do pla»nM

concentraç 0

de cá»0

As Proteínas que apresentaram um coeficiente uo correlação positivo 
,na'Car" que elas podem estar atuando direta ou indiretamente na liberação do 

^tío espermatozóide. Já as proteínas que apresentaram um coeficiente de 

C°rre|ação negativo podem estar inibindo a liberação de cálcio extracelular, por



a flüxo de câlcio danificadas pelo 
qulatórias do fluxo u

serem provavelmente proteínas re orrelação positivo

Processo de congelamento- um coeficiente de 6ide de
A reação acrossômica apre a da membrana do e P * da

tignifcativo ( 0,71) somente a negativo g *

15,7 kDa e um coeficiente comO m0str a), 1994)
membrana do espermatozóide e proteína Z & proteína
de aproximadamente 15,7 kDa po óvulo, e provav dirner0 não
importante na ligação do es^"  ̂por se apresentar ’°^nclal para uma

de 31.1 KDa é também ide humano. * g| 1992),
estimula um ligante no e ° actossômica (L rtância para a RA

cascata regulatória de sinais ° é de gran fundamental
Segundo LLANOS et al. 0994) a PLA2 ta correlação

e de acordo com RÕNKK trabalho n * quantidade de

'mportância na RA, mas os re RA. É pr°v bQVin0 mesmo
dos lons cálcio, atividade da fosfolip qq espermatoz aconteça,

cálcio e de atividade da PLAx drsP suficlente pam fertilização do

significativamente diferente entr para o Pr0 flORMAN et al.

—~•““ 

sêmen bovino, resultados que q aumento da ste estudo diferenças 
(1989). Os autores afinam qU® da RA; c°ntüd0, comaRA- 

extracelular é condição para a in^(a(. pâ0 se corre|aC,° 

na concentração do cálcio extr •eínas do sêmen bovino, atividade 

Tabela 8. Correlação entre prot cálcio do plasma
. A concentração oe 

fosfolipásica Ar, con

seminal e

Proteína de Membrana 

Pr^telnã dTMembrana 

Atividade da PLA2 
Concentração de cálcio
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Conclusões
reinas (totais e da membrana) do 

’’ d3S • revelou uma variabilidade
SemÍnal.fb02 diferenças qualitativas e 

ide" ser importantes na ligação do 

quantitativas de proteínas que p 
espermatozóide ao óvulo e na indução da

m o uso de Rodamina 6G e lecitina 

A técnica criada por espectrofotonrebia^^^ Az 

de ovo detectou Reação revelou uma

unidades/minuto/microlitro. o

touros.

A análise dos perfis eletroforéticos 

espermatozóide e do plasma i- 

Proteica entre touros. Foram

de 0.001 à 2,8 

diversidade entre

eminal bovino revelou diferenç 
A quantificação de cálcio do P^ ° um controle genético

«tirando que u 
significativas entre touros, i 
Para a liberação de cálcio extrace

â0 de Cálcio do plasma semmal 

Coeficiente de correlação entre de massas moleculares
bovino e proteínas do sêmen indicam que p espermatozóide. bem como 

de aproximadamente 31. 27, 20. 13 e ® apresentaram um
as proteínas de 29, 13 ‘ ^do estar atuando na ativado do

coeficiente de correlação significaiivo, ° das proteínas

fluxo de cálcio extracelular ou inib' seminal que apresen

do espermatozóide e 16 
coeficiente de correlação nega* 1 ...

aDresentou correlação pos.t.va 
,p 157 KDa que aPreS na ligação do

A proteína da membrana proteína é imp°
significativa com a RA sugere d
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espermatozóide ao óvulo, podendo ser uma proteína ZRK. A proteína de 31,1 

kDa que apresentou um coeficiente de correlação negativo com a RA pode 

atuar na ligação do espermatozóide com a ZP do óvulo. A proteína de 15,7 

kDa que apresentou correlação significativa (0,71) com a RA deve ser um 

fator de grande importância podendo ser utilizada como um marcador 

molecular para a fertilidade na análise de sêmen de touros.

• Como já descrito, a PLA2 e o cálcio possuem grande importância na RA, mas 

de acordo com os resultados obtidos não existiu correlação significativa entre 

eles, revelando que as quantidades de cálcio e PLA2 mesmo 

significativamente diferentes entre touros, podem ser suficientes para induzir 

a RA, devendo ser então fatores secundários para o processo de fertilização 

bovina. A fertilidade bovina é um processo complexo multifatorial, onde seu 

estudo não se limita somente a um controle genético, mas também a um 

controle ambiental.
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