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Proteinas do plasma seminal canino: revisao
Protein patterns of canine seminal plasma: review
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Resumo

Nas Ultimas décadas, o crescente interesse pela cinofilia motivou o crescimento de uma atividade
comercial lucrativa. Assim, ha um interesse em aumentar a performance reprodutiva por meio de biotécnicas da
reprodugdo, como a criopreservacdo de gametas e a inseminacéo artificial. A identificacdo de proteinas presentes
no plasma seminal canino da inicio a novas discussdes sobre o uso de proteinas em aditivos que melhorem a
viabilidade espermaética e possam ser usados como método contraceptivo em cadelas. Dessa forma, este trabalho
objetivou descrever as proteinas do plasma seminal canino verificadas na literatura cientifica, como a
lactoferrina, a arginina esterase, as proteinas ligadoras de heparina, a osteopontina e as proteinas ligadoras de
zinco, assim como relaciona-las com suas respectivas fungdes diante da esfera reprodutiva.

Palavras-chave: arginina esterase, lactoferrina, osteopontina, proteinas de ligagdo a heparina, proteinas de
ligacéo ao zinco.

Abstract

In the past few years, the interesting in dogs has provided an increase of this commercial activity. Thus,
there is an interest in the increase of reproductive performance using biotechnology such as semen
cryopreservation and artificial insemination. The identification of proteins present in seminal plasma canine
amazed initiates further discussion on the use of protein additives that improve sperm viability and it can used as
contraception in female dogs. Thus, this study aimed to describe the canine seminal plasma proteins, described
in the scientific literature, such as lactoferrin, arginine esterase, the heparin-binding proteins, osteopontin and
zinc binding proteins, as well as relate them to their respective functions on the reproductive sphere.

Keywords: arginine esterase, heparin-binding proteins, lactoferrin, osteopontin, zinc- binding proteins.
Introducao

O plasma seminal de mamiferos é uma secrecéo formada pelos fluidos das glandulas sexuais acessorias,
epididimos e testiculos, e sua composicdo é capaz de afetar a fungdo espermatica desde a maturacdo até a
fertilizacdo do o6cito no trato reprodutor feminino (Yanagimachi, 1994; Kraus et al., 2005; Marques Filho, 2006;
Foxcroft et al., 2008;Moura et al., 2011). No cédo, o plasma seminal é um produto das secrecdes dos ductos
ejaculatorios, que é o prdprio ducto deferente, o qual tem sua origem na cauda do epididimo e desemboca nos
coliculos seminais e na uretra, bem como da prostata (Johnston et al., 2001; Souza, 2007) em resposta a
testosterona (Wite, 1988; Parrish e First, 1993). O ejaculado canino apresenta trés fragdes distintas. A primeira
fracdo, pré-espermatica, é secretada em pequeno volume, com poucos ou nenhum espermatozoide, e originada
sobretudo de secre¢Bes da prostata. A segunda fragdo, rica em espermatozoides, € principalmente de origem
epididimaria e contém pouco fluido prostatico. Ja a terceira fracdo, pos-espermatica, contribui com maior
volume do plasma seminal durante a ejaculagéo e também é predominantemente de origem prostatica (England
et al., 1990; Rota et al., 2007; Yamashiro et al., 2009).

Acredita-se que as proteinas presentes no fluido seminal, provenientes do préprio plasma seminal,
causam efeitos benéficos sobre os pardmetros de motilidade espermatica e na prevengdo da formagdo dos
perdxidos lipidicos danosos & membrana espermatica (Ochsendorf, 1999; Mogielnicka-Brzozowska et al., 2012).
Dessa forma, esta revisdo objetivou descrever as proteinas presentes no plasma seminal canino e suas respectivas
fungdes.

Proteinas do plasma seminal

Entre as espécies domésticas, a concentracdo de proteinas do plasma seminal varia entre 3 e 7% (Wite,
1988). No cdo, o conteldo médio de proteinas totais do plasma seminal é de 1,09 g/dl (Isaacs et al., 1980) a 2,19
g/dl (Souza et al., 2007). Os valores médios variam entre 1,44 g/dl, 4,25 g/dl e 3,07g/dl na primeira, segunda e
terceira fragbes do ejaculado, respectivamente (England et al., 1990). Um estudo usando eletroforese
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unidimensional identificou 37 bandas com massas moleculares variando entre 100,6 kDa e 3,6 kDa, e, dentre
essas, cerca de 85% das bandas apresentaram massas moleculares abaixo de 17 kDa (Souza et al., 2007).

No plasma seminal canino, ja foram identificadas a arginina esterase (Chapdelaine et al., 1984), a
lactoferrina (Kikuchi et al., 2003), as proteinas de ligagéo a heparina (Souza et al., 2006), a osteopontina (Souza
etal., 2009) e as proteinas ligadoras de zinco (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2012).

Lactoferrina

A lactoferrina € uma glicoproteina, pertencente a familia das transferrinas de peso molecular de
aproximadamente 80 kDa e com alta afinidade ao fon férrico - Fe** (Metz-Boutique et al., 1984; Adlerova e
Bartoskova, 2008). Essa proteina j& foi encontrada no fluido uterino, na secrecdo vaginal, bem como na saliva,
na bile, no suco pancreético e nas secre¢des intestinais, nasais e lacrimais (Masson et al., 1966; Baker, 1994;
Levay e Viljoen, 1995; Lonnerdal e lyer, 1995; Kikuchi et al., 2003; Baker e Baker, 2005; Adlerova e
Bartoskova, 2008).

A lactoferrina atua como antimicrobiano e regula a expressdo génica (Furmanski, 1995; Nozaki et al.,
2002), por meio de interagdes com 4&cidos nucleicos que ativam a transcricdo de células do tipo natural
killer,(Dacheux et al., 2005) no trato reprodutor masculino, e sua acéo ainda esta associada com o aumento da
fertilidade e da qualidade seminal (Kuo et al., 2000), pois trata-se de um quelante metalico atuando como
sequestrador dos ions férricos (Nozaki et al., 2003).

Embora a expresséo e a fungdo da lactoferrina em cées ainda ndo tenham sido totalmente elucidadas,
Kikuchi (2003) correlacionou positivamente sua presenca com a concentragdo espermatica e a considerou como
um marcador da funcdo gonadal.

Arginina esterase

A CPSE (Canine Prostatic Especific Arginine Esterase) possui agdo enzimatica e esta presente em altas
concentragdes no fluido prostético do céo (aproximadamente 10 ng/ml; McEntee et al., 1987). E produzida pelas
células epiteliais secretoras da préstata sob influéncia da testosterona (Klausner et al., 1994). Em cdes portadores
da hiperplasia prostatica benigna, seus niveis sericos apresentam-se elevados, atuando como um marcador
bioldgico da préstata (Klausner et al., 1994). Além disso, ainda apresenta grande semelhanca com o antigeno
prostatico especifico (PSA) humano (Dubé et al., 1986).

Frenette et al. (1985) sugeriram que a CPSE atuaria ha cauda do espermatozoide, e Dubé (1994) sugeriu
que a finalidade seria a catalizacdo de proteinas presentes na superficie espermatica ou o transporte como
proteina “ligada” para atuar em sitios distantes. A massa molecular média da CPSE presente no plasma seminal é
de 29,5 kDa, quando determinada por filtracdo em gel (Sephadex G-100), e de 25 kDa quando determinada pela
eletroforese SDS-PAGE sob condicGes nao desnaturantes (Chapdelaine et al., 1984). Estruturalmente é formada
por duas subunidades, H e L, com pesos moleculares variando de 15 kDa e 12 a 14 kDa, respectivamente (Isaacs
e Shaper, 1985).

Souza et al. (2007) identificaram altas concentracfes de uma banda com massa molecular de 15,6 kDa.
Os autores sugeriram tratar-se de uma subunidade da CPSE.

Proteinas de Ligacdo a Heparina (HBPs)

O plasma seminal de cédes contém cerca de 19 a 23 proteinas ligadoras de heparina (Souza et al., 20086,
2007). O espermatozoide possui a capacidade de ligar-se a heparina e as moléculas semelhantes, como as
glicosaminoglicanas (GAGs) da tuba uterina. Essa ligagdo tem sido associada a presenca de proteinas do plasma
seminal ligadas a superficie espermatica, 0 que leva a modulagdo do acrossomo induzida pelas
glicosaminoglicanas da zona peltcida (Miller et al., 1990).

A capacitacdo espermatica ocorre no trato reprodutivo feminino, que contém fluidos com altas
concentracdes de glicosaminoglicanas (Lee e Ax, 1984; Lee et al., 1986), sendo estas secretadas,principalmente
na fase folicular (Lenz et al., 1983). A heparina é uma glicosaminoglicana, e estudos revelam que ela se
correlaciona positivamente na inducéo de espermatozoides capacitados em touros (Assumpgéo et al., 2002).

As proteinas de ligacdo a heparina (HBPs) sdo responsaveis por modular eventos de ligagdo da heparina
a membrana espermatica, servindo como marcadores moleculares da fertilizacdo (Folhadella, 2008). Séao
produzidas pelas glandulas sexuais acessdrias (préstata, vesiculas seminais e glandulas bulbouretrais) dos
machos e secretadas no fluido seminal (Nass et al., 1990). S&o identificadas em varias espécies, como bovinos
(Chandonnet et al., 1990), equinos (Frazer e Bucci, 1996; Reinert et al., 1997), suinos (Calvete et al., 1996),
bafalos (Hiron et al., 2006) e cdes (Souza et al., 2006).

Souza et al. (2007) detectaram a presenca de 37 bandas de proteinas em plasma seminal canino, sendo
duas correlacionadas positivamente com os parametros seminais (motilidade espermatica, vigor, porcentagem de
espermatozoides normais e integridade de membrana). Além disso, nove bandas teriam a capacidade de se ligar a
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heparina e estariam envolvidas com a reagdo acrossomal (Souza et al., 2006).
Osteopontina

A osteopontina (OPN) do plasma seminal bovino é uma glicoproteina de massa molecular de 55 kDa e
pl 4,5 (Killian et al., 1997). Foi identificada e isolada da matriz 6ssea bovina, das cartilagens, do Gtero, dos
ovérios, da pele fetal, dos rins, do cérebro, da urina, da bile, do leite bovino (Kerr et al., 1991; Sorensen e
Petersen, 1993; Eloy e Furtado, 2008) e do plasma seminal (Franzen e Heinegard, 1985; Eloy e Furtado, 2008).

Estruturalmente, a OPN possui uma sequéncia de aminoacidos denominada RGD (arginina, glicina,
aspartato) conservada, que possui capacidade de ligar-se as integrinas (Butler, 1995; Gongalves et al., 2007;
Moura et al., 2011), e espermatozoides (Gongalves et al., 2007; Moura et al., 2011). A OPN participa, desta
forma, de processos relacionados a fertilizagdo em bovinos (Moura, 2005; Moura et al., 2011). A OPN tem
origem no fluido das glandulas sexuais acessorias e, durante a ejacula¢do, liga-se & membrana espermética por
meio das integrinas, constituindo o complexo OPN-integrinas, e interage com receptores da membrana oocitéaria
(D’Cruz, 1996; Moura et al., 2011). Além disso, segundo Moura et al. (2011), a OPN parece desencadear a
cascata de sinalizacdo intracelular, o que favorece o desenvolvimento embrionério, explicando, parcialmente, a
sua associacdo aos indices de fertilidade de reprodutores de diversas espécies (Moura et al., 2011).

Em cdes, estudos sobre a expressdo e a fungdo da OPN sdo escassos. Souza et al. (2009) observaram
interacGes de bandas com o anticorpo antiosteopontina, sendo duas bandas proteicas (77,2 kDa e 15,6 kDa)
marcadas no western blot quando submetidas & eletroforese unidimensional. Na membrana espermatica, foram
marcadas 12 bandas (70,6 kDa a 26,6 kDa), sendo trés marcadas fortemente (46,4 kDa, 37,7 kDa e 36,5 kDa).

Proteinas de liga¢do ao zinco (ZnBps)

O zinco esta envolvido tanto na espermatogénese quanto na funcéo espermatica (Henkel et al., 2003).
Estima-se que apenas 7% do zinco esta situado na cabeca do espermatozoide, o que contribui para a estabilidade
da estrutura quaternaria de sua cromatina nuclear, e que cerca 93% do zinco encontra-se no flagelo dos
espermatozoides ejaculados (Henkel et al., 1999), sendo diretamente relacionado ao entrelacamento e a distensao
das fibras que compfem a cauda espermatica (Smith e Akinbamijo, 2000).

Como a maior parte das secrecBes de plasma seminal canino é derivada da glandula prostatica (Dube et
al., 1985; Nothling e Volkmann, 1993), estima-se que a maior parte das proteinas que possuem a capacidade de
se ligar ao zinco sejam originadas da prostata (Strzezek et al., 1987; Hotody e Strzezek, 1999; Mogielnicka-
Brzozowska et al., 2012).

As proteinas transportadoras de zinco no plasma seminal (ZnBPs) sdo proteinas que possuem a
capacidade de se ligar ao zinco para atuarem em sitios distantes. Sdo originadas em diferentes glandulas
acessOrias sexuais e sdo pontos-chave para eventos associados ao processo de fertilizagdo, pois exercem
influéncia na membrana plasmatica dos espermatozoides (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2012).

Ainda sdo escassos na literatura trabalhos que relacionem a fungédo do zinco no plasma seminal canino.
Estudos sobre as ZnBPs em SDS-PAGE revelaram 13 bandas proteicas, com massas moleculares variando de
11,6 a 152,3 kDa. Além disso, foram detectadas duas fracdes proteicas com massa molecular de 11,6 a 14,3 kDa,
compondo aproximadamente 28 a 30% do total de proteinas presente nas amostras analisadas. Os autores ainda
citam que estes resultados sdo significativos quanto a capacidade do zinco em se ligar as proteinas secretadas
pela prostata canina e que poderiam exercer influéncias no processo reprodutivo em cdes (Mogielnicka-
Brzozowska, 2012). Isso porque o ion zinco causa, no momento da ejaculacdo, uma estabilizagdo temporaria das
proteinas nucleares espermaticas pela ligacdo com radicais sulfidrilas presentes nas proteinas nucleares
(‘Yanagimachi, 1994).

Considerac6es finais

Ainda sdo escassos estudos que enfatizem as funcdes bioldgicas das proteinas presentes no plasma
seminal de cées. Com isso, a revisdo acima contribui para um melhor entendimento dos mecanismos fisioldgicos
da reproducéo de canideos domésticos e silvestres. No entanto, ela também demonstra a necessidade de novas
pesquisas no &mbito da protedmica do plasma seminal canino com a finalidade de buscar novas técnicas que
possibilitem uma eficicia reprodutiva, como o uso de aditivos proteicos em nutracéuticos e metodos
contraceptivos (vacinas imunologicas e esterilizagdo quimica).
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