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Resumo

A abordagem protedmica permite identificar componentes proteicos, celulares e secre¢des. Desta forma,
constitui uma ferramenta viavel para o estudo das potenciais fungdes de proteinas e para a busca por marcadores
proteicos de fenotipos especificos e/ou processos fisiologicos. Este trabalho teve por objetivo fazer uma revisao
sobre esse tema ¢ sua importdncia na biotecnologia do sémen de machos domésticos. A composi¢do da
membrana espermatica e do plasma seminal ¢ de grande interesse, em virtude da sua influéncia nos eventos de
fusdo odcito-espermatozoide, fertilizagdo e subsequente desenvolvimento embriondrio. Diversos trabalhos vém
demonstrando o potencial da protedmica ligada a reproducdo animal, a qual auxilia na identificagdo de
marcadores de fertilidade ou de ejaculados aptos a congelacao.
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Abstract

The proteomic approach allows the identification of proteins from tissues, cells and secretion. Thus, this
tool is useful for the study of potential protein functions and search for markers of specific phenotypes and/or
physiological events. This study aimed to review on the subject and its importance in semen biotechnology of
several species. The composition of the sperm membrane and seminal plasma is of great interest because of its
influence on sperm-oocyte fusion, fertilization and subsequent embryonic development. Several studies have
demonstrated the potential of proteomics related to animal breeding, assisting in identifying markers for fertility
or able to ejaculate process of freezing / thawing in males of several species.

Keywords: proteomic, seminal plasm, sperm.
Introducao

A membrana plasmdtica é uma barreira entre o citoplasma e o meio extracelular, que contribui para
manter a constituigdo do meio intracelular. Ela ¢ formada por bicamadas lipidicas, que sdo constituidas
principalmente por fosfolipideos, além de uma quantidade varidvel de moléculas proteicas. S3o estas as
principais moléculas responsaveis pela funcionalidade da membrana e, consequentemente, da célula em si
(Junqueira e Carneiro, 2000), podendo agir como sensores de sinais externos (ambientais e de outras células), no
transporte de moléculas especificas através da célula e participam de reagdes cataliticas associadas a
funcionabilidade da membrana, como a sintese de ATP (Alberts et al., 2008).

A protedmica é o estudo dos produtos proteicos expressos pelo genoma. Constitui, assim, uma
importante tecnologia, disponivel aos pesquisadores da era pos-gendmica (Cox e Mann, 2007). Ela identifica e
analisa as proteinas presentes em todas as células, constituindo ponto fundamental na avaliagdo do aspecto
estrutural e funcional nos organismos vivos. Cada proteina ¢ especializada para uma determinada funcdo e
conhecé-la significa entender determinado processo bioldgico presente em um individuo.

O estudo das proteinas permite identificar as fun¢des de diversos tipos celulares, incluindo os
espermatozoides. O estudo proteico do espermatozoide ¢ diferenciado quando comparado ao das células
somaticas. Isso ocorre em virtude de a célula espermatica ser altamente polarizada e especializada com uma
menor quantidade de citosol e de organelas, devido ao fato de o nucleo preencher a maior parte do espago
intracelular (Boerke et al., 2007).

Ha ainda proteinas associadas ao plasma seminal. Muitas das proteinas identificadas no fluido das
glandulas sexuais anexas (FGA) tém a capacidade para interagir com os espermatozoides da cauda do epididimo
quando a ejaculacdo ocorre. Isto aumenta a possibilidade de algumas dessas proteinas permanecerem associadas
ao espermatozoide, influenciando eventos que ocorrem no trato reprodutivo da fémea associado com transporte
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espermatico, capacitagdo e fertilizacdo (Moura et al., 2007b). Esses mesmos autores, ao realizarem a analise
proteomica do FGA de touros maduros da raga Holstein, identificaram proteinas como albumina,
nucleobindinas, osteopontina, espermadesina ¢ BSP, expressas em func¢do dos indices de fertilidade dos animais,
0 que sugere a existéncia de complexos mecanismos pelos quais a sintese de proteinas do FGA ¢ controlada.

A andlise protedmica em espermatozoides permite um maior entendimento sobre as interagdes das
proteinas do plasma seminal com estas células, os espermatozoides, e pode fornecer um modelo de estudo de tais
interacdes (Strzezek et al., 2005). O conhecimento do proteoma dos gametas masculinos também enseja a
possibilidade de identificacdo de marcadores moleculares para avaliagdo da fertilidade masculina, o que auxilia
em diagndsticos clinicos ja existentes. Em virtude dessas caracteristicas, com a presente revisdo buscou-se
relatar a técnica de protedmica e a sua importancia na avaliagdo da fertilidade de machos domésticos.

Importancia do estudo das proteinas

O termo protedmica pode ser definido como a comparagdo quantiqualitativa dos proteomas para
identificar mecanismos celulares envolvidos em processos biologicos. Além disso, tal abordagem permite um
estudo de suas estruturas proteicas, localizagdo, modificagdo, interagdo, atividade e fungdes (Carbonaro, 2004).

Esta ferramenta tem -se apresentado de grande importancia na biotecnologia da reprodugdo animal, uma
vez que, em diversas espécies com alto valor econdmico, técnicas avancadas de protedmica tém sido empregadas
para a detecg¢@o de marcadores bioquimicos da fertilidade, bem como da congelabilidade do sémen e da selegdo
do sexo por meio da separagdo de espermatozoides e embrides em espécies de interesse zootécnico (Strzezek et
al., 2005).

As diferencas de fertilidade observadas entre animais, muitas vezes, ndo sdo detectadas pelos testes
rotineiros empregados na avaliacdo da qualidade do s€men. (Den Daas et al., 1992; Amman, 1995). Analises
bioquimicas, associadas aos critérios de avaliagdo espermatica, poderiam auxiliar na identificacdo de diferengas
importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Neste sentido, estudos desenvolvidos mostram que ha
evidéncia de associa¢des significativas entre a expressdo de proteinas seminais ¢ a fertilidade dos machos
avaliadas in vivo e in vitro. Tais proteinas podem ser consideradas como potenciais marcadores moleculares da
fertilidade (Killian et al., 1993; Moura et al., 2006). A expectativa de dispor de marcadores que auxiliem a
indicag@o do potencial reprodutivo de um individuo tem sido objeto de inimeras pesquisas nas ultimas décadas,
o que podera contribuir significativamente para a escolha de reprodutores geneticamente superiores.

A célula espermatica: constituicdo e modificacdes para a fertilizacio

Os espermatozoides sdo células altamente diferenciadas e especializadas e possuem trés componentes
morfologicos principais: cabega, peca intermediaria e cauda ou flagelo, os quais sdo cobertos pela membrana
plasmatica ou plasmalema (Brewis e Gadelha, 2010).

A composi¢do da membrana plasmatica do espermatozoide apresenta diferencas entre as espécies
animais. Essas diferentes composi¢des estdo associadas, por exemplo, a uma maior ou menor sensibilidade a
variacdes de temperatura, que podem ser impostas pela utilizagdo de diversos protocolos de refrigeracdo e/ou
congelacdo do sémen. Embora seja continua sobre a superficie do espermatozoide, a membrana plasmatica desse
tipo celular, em mamiferos, apresenta-se organizada em dominios que diferem em composi¢ao e fungdo (Wolf et
al., 1992), como, por exemplo, a membrana plasmatica da cabeca do espermatozoide possui dois dominios
maiores: as regides acrossomal e pos-acrossomal. Ha ainda o dominio que compreende a peca intermediaria, o
que cobre a bainha mitocondrial, e outro na regido do flagelo (Eddy e O’Brien, 1994).

A maioria dos dominios de superficie da membrana ¢ estabelecida durante a espermiogénese, entretanto
algumas modifica¢des podem ocorrer durante o transito no epididimo, principalmente na pega intermediaria e no
acrossoma (Magargee et al., 1988).

Existem ainda lacunas sobre detalhes do processo de fertilizagdo do dvulo pelo espermatozoide, mas
sabe-se claramente que apenas as células funcionalmente integras podem fertilizar e que tal evento envolve, de
alguma forma, a superficie da membrana da cabeca espermatica (Yanagimachi et al., 1994).

A fertilizag@o inclui eventos como: ligagdo de proteinas seminais na superficie dos espermatozoides
durante a ejaculacdo; interacdo de proteinas de membrana dos espermatozoides com células epiteliais do
oviduto; capacitacdo espermatica; reconhecimento dos gametas; ligacdo entre os gametas; reagdo acrossomica;
penetragdo do espermatozoide na zona pelucida e fusdo dos gametas (Jansen et al., 2001).

Apesar de ndo se saber por completo como esses eventos ocorrem, ja foi observada uma série de
mudancas complexas que ocorrem na superficie da célula espermatica no trato reprodutor feminino. Entre essas
modifica¢des, podem-se citar a reorientacdo e a modificacdo nas moléculas da superficie espermatica, quando o
espermatozoide ¢ ativado por fatores capacitantes. Essas mudangas na superficie sdo requeridas para permitir a
ligacdo entre a célula espermdtica e a matriz extracelular do odcito (zona pelucida, ZP). No momento da
fertilizagdo, a superficie da cabeca espermatica contém complexas proteinas membranares, que reconhecem a ZP
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e ligam-se a ela, induzindo também a reacdo acrossomal. Quando o espermatozoide se dirige ao oolema, outro
conjunto de proteinas membranares (regido equatorial da célula espermatica) participa da adesdo e subsequente
fusdo dos dois gametas durante a fertilizagdo (Gadella, 2008).

Pesquisas envolvendo a tecnologia da proteémica facilitam o entendimento dos eventos moleculares e
como tais eventos afetam a fungao biologica da célula espermatica.

Proteinas relacionadas ao sémen

As proteinas da membrana espermatica, bem como aquelas presentes no plasma seminal, apresentam
fungdes importantes nos eventos de reconhecimento e sinalizagdo da fertilizacdo (Cheen et al., 2002).

Proteinas da célula espermatica

Durante o processo de espermiogénese, a célula espermatica perde grande parte do citoplasma e das
organelas. Em virtude disso, o espermatozoide ndo possui capacidade de sintese proteica, de modo que sua
composicdo de superficie ndo pode ser alterada pela insergdo de novas proteinas. Desta forma, futuras mudangas
na composi¢do da membrana requerem mecanismos alternativos para que isso seja possivel (Myles et al., 1990).
Tais modificagdes foram detectadas e mencionadas como constantes, durante os diferentes processos da
espermatogénese (Naaby-Hansen et al., 1997); durante os eventos de matura¢do (Cooper, 1998); ao longo do
processo da capacitagdo espermatica (Russell et al., 1984); durante a reacdo acrossomal no trato reprodutivo
feminino e também no processo de fertilizacdo (Wolf et al., 1992). Essas alteragdes incluem mudangas de
localizacdo, expressdo proteica, estrutura molecular e mobilidade lateral dos componentes da bicamada (Myles et
al., 1990). Segundo Metz et al. (1990), tais alteragdes podem agir permitindo um aumento da resisténcia celular a
danos citoplasmaticos por choque térmico.

Ao se realizar o perfil eletroforético das proteinas presentes na membrana espermatica de touros, apos
diluicdo e congelagdo do sémen, foi observado que ocorreu uma diminui¢do da heterogeneidade proteica apds
criopreservacdo seminal, assim como a manuten¢do ou adi¢do de algumas proteinas membranares, o que
demonstrou uma expressiva alteracdo na composi¢ao proteica da membrana espermatica frente aos processos de
dilui¢do e criopreservacdo. Essas alteracdes podem levar a variagdes dos padrdes de fertilidade dos animais
(Roncoletta et al., 1999).

Proteinas especificas do plasma seminal

O plasma seminal ¢ um fluido orgénico que tem como fung¢@o transportar os espermatozoides até o local
onde acontecera a fertilizagdo. E constituido primordialmente de secre¢des provenientes das glandulas acessorias
e do epididimo (Moura et al., 2006), e seus constituintes podem atuar modulando a fung¢do espermatica (Moura
et al., 2007b).

Em algumas espécies animais, os constituintes do plasma seminal participam de eventos-chave
relacionados a funcdo espermatica, a fertilizagdo e ao desenvolvimento embrionario, como ja descrito por Chen
et al. (2002). Esses autores, ao retirarem as glandulas sexuais acessorias de ratos, observaram uma redu¢do no
desenvolvimento embrionario e na taxa de pari¢do, o que sugere uma correlacdo entre as substancias produzidas
por essas glandulas e os eventos pos-fertilizagao.

Em 2006, Moura et al. demonstraram a relagdo existente entre a expressdo de determinadas proteinas
presentes nas glandulas sexuais acessorias de touros Holstein e a taxa de fertilidade para essa raga. A proteina
espermadesina foi maior em touros com baixa fertilidade, enquanto aqueles com alto esc4ore de fertilidade
apresentavam 2,3 vezes mais teores da proteina osteopontina do que os touros com baixa fertilidade. A expressdo
da fosfolipase A2 foi similar em reprodutores com alta ¢ média taxa de fertilidade, mas significativamente menor
em machos com baixa fertilidade, podendo estas duas ultimas atuar como marcadores de fertilidade no
reprodutor.

Moura et al. (2007a) fizeram uma analise protedmica do fluido da glandula sexual acessoria de touros
maduros da raga Holstein e tentaram relacionar os atributos ja conhecidos de algumas proteinas com a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides. Nesse estudo foram identificadas proteinas como albumina,
nucleobindinas, osteopontina, espermadesina ¢ BSP (binder of sperm protein). Essas proteinas foram
encontradas com graus de variag@o diferentes. Segundo os autores, esse grau de variagdo sugere que existe um
mecanismo complexo pelo qual a sintese de proteinas do AGF ¢é controlada e que essas proteinas modulam
fungdes espermaticas importantes ap6s a ejaculagdo e no trato reprodutivo da fémea. Esses autores determinaram
se as proteinas espermadesina, osteopontina, fosfolipase ¢ BSP, encontradas no fluido das glandulas sexuais
acessoérias, estavam associadas ao potencial de fertiliza¢do in vitro de espermatozoides provenientes da cauda
epididimaria em touros Holstein, com graus variaveis de fertilidade. Foi demonstrado que o fluido da glandula
sexual acessoria de touros de alta fertilidade apresentava grande quantidade de BSP A1/A2 e A3, BSP 30 kDa,
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clusterina, albumina, PLA e osteopontina e que sua mistura aos espermatozoides de touro de baixa fertilidade
aumentou a capacidade de penetracdo nos odcitos.

Em suinos, Bianchi et al. (2008) identificaram um polipeptideo de 26,58 kDa presente no plasma
seminal. Segundo esses autores, tal componente esta associado a reduzida integridade da membrana plasmatica
dos espermatozoides, quando estes sdo submetidos a congelagdo e descongelagdo, o que explicaria a maior
sensibilidade espermatica dessa espécie para os danos causados pelo frio.

A importincia da protedmica para a criopreservacio seminal

A criopreservagdo ¢ uma importante biotécnica para a reprodug¢do animal. Por superar o limite do uso
temporal do sémen, pode ser utilizada para formacdo de bancos de germoplasma, multiplicagdo de material
genético superior e para auxiliar na reproducdo de espécies ameagadas de extingdo. Apesar de seu potencial, o
processo de criopreservagdo reduz a capacidade fertilizante de uma determinada populacdo espermatica. Além
disso, ja foi observada uma varia¢do individual em vérias espécies que tiveram o sémen congelado, como, por
exemplo, em suinos (Mies Filho et al., 1978) e touros (Ollero et al., 1998).

Com o objetivo de solucionar a problematica da criopreservacdo do sémen de diversas espécies e
diminuir os danos que esse processo causa a célula espermatica, varios esforgos em diversas areas (que vao
desde a criobiologia até a biologia molecular) vém sendo aplicados e produzindo uma gama de novos
conhecimentos, como a busca por novos crioprotetores e marcadores moleculares de fertilidade.

Ja foi observado que células e organismos multicelulares respondem a situagdes estressantes induzindo
ou aumentando a sintese de grupos de proteinas, e, no caso de estresse como o choque térmico, essas proteinas
foram identificadas como HSPs (Heat shock proteins; Lindquist, 1986). Essa classe de proteinas prové a
resisténcia contra o estresse oxidativo (Fukuda et al., 1996) e a apoptose (Powers et al., 2008), além de mediar a
protecdo celular durante estresse térmico, entre outras fungdes (Casas et al., 2010).

Estudos conduzidos por Casas et al. (2010) avaliaram o potencial de uma proteina da classe das HSP, a
HSP90AA, como indicador da congelabilidade do s€émen suino. Nesse caso, os autores observaram uma redugao
na concentragdo dessa proteina ao longo do periodo de criopreservagdo do sémen do varrdo. Outro aspecto que
deve ser destacado é que a concentragdo dessa proteina foi maior em ejaculados de boa congelacdo, ou seja,
aqueles que apresentavam motilidade superior a 40% ap6s a congelacdo, nas etapas pds-resfriamento (17°C) e
durante adicao de glicerol (5°C). No entanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa de expressdo da
HSP90AA entre ejaculados de boa ou ma congelagdo na etapa pos-descongelagdo. Sugere-se, portanto, que essa
proteina pode interferir em agdes futuras do ejaculado frente ao choque térmico, bem como mediar a ligagdo do
citosol do espermatozoide com o meio extracelular. A diminuigdo da expressdo da HSP9OAA ocorreria em
consequéncia dos danos estruturais que a célula espermatica sofre durante a congelagao.

Ao compararem o perfil proteico da membrana espermatica do sémen bovino in natura, diluido e apds
congelacdo, Roncoletta et al. (1999) observaram uma perda da heterogeneidade de proteinas, assim como
manutencdo ou adicdo de algumas proteinas membranares, apds a descongelacdo. Tais alteracdes podem ser
responsaveis por grande parte dos danos a célula espermatica durante a criopreservacao.

Ollero et al. (1998) realizaram trabalho semelhante ao anterior e observaram uma reducdo de
polipeptideos membranares no sémen bovino apds descongelacdo. A identificacdo de proteinas da membrana
espermatica, envolvidas no processo de fertilizacdo, pode servir como marcador bioquimico e auxiliar no
desenvolvimento de testes que avaliem a fertilidade de machos doadores de s€émen em centrais de inseminagao
artificial. Essa identificagdo também pode auxiliar na formulagdo de melhores protocolos para a criopreservagio
de sémen.

Em razio do conhecimento prévio de que a adi¢do de plasma seminal proveniente de uma boa
congelabilidade de um sémen com baixa motilidade espermatica apds a congelagdo pode aumentar a motilidade
progressiva, Barreto et al. (2008) avaliaram os efeitos da adicdo de um concentrado de proteinas seminais com
massa superior a 10 kDa sobre a congelabilidade do s€émen equino. Observou-se nesse estudo que as maiores
médias de motilidade total e progressiva foram observadas no tratamento controle, as quais foram superiores as
obtidas com adicdo de 20% de proteinas, mas ndo diferiram das obtidas com adigdo de 10% de proteinas do
plasma seminal. Tal resultado pode ter sido obtido em virtude de algum tipo de interagdo que ocorre quando o
plasma de diferentes garanhdes é misturado, ocasionando a diminui¢do da motilidade.

Consideracoes finais

Apesar de ja ser conhecida uma grande quantidade de proteinas que atuam sobre a célula espermatica,
muitas questdes ainda precisam ser elucidadas quanto as suas fungdes fisioldgicas, forma e momento de atuagao,
com a finalidade de se conhecerem os fendmenos que cercam processos como a fertilizagao.

Além disso, em virtude do seu potencial ligado a reprodugdo animal, a protedmica pode auxiliar na
identificacdo de marcadores de fertilidade ou de ejaculados aptos ao processo de congelacdo/descongelagdo em
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machos de diversas espécies e, dessa forma, tornar essa técnica mais vidavel para espécies com extrema
sensibilidade ao choque térmico, como no caso dos suinos. Tal abordagem evitaria gastos excessivos com a
manutencdo de reprodutores com sémen de baixa qualidade para a congelacdo, ou com a técnica em si, ao se
congelar sémen que ndo resultarda em adequados resultados de fertilidade em programas de inseminagdo
artificial.
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