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RESUMO

Os espermatozoides de mamiferos sofrem uma série de complexas e
seqiienciais mudancas bioquimicas e morfolégicas no epididimo. Como
resultado, o espermatozéide adquire um padrdo de motilidade maduro e
habilidade para reconhecer e ligar-se a zona pellcida. Entre estas mudancas,
ocorre um amplo remodelamento do perfil protéico e glicoproteico do
espermatozoide, através de fatores presentes ro microambiente epididimario.
O objetivo desta tese foi caracterizar e identificar proteinas de espermatozdides
epididimérios de E. caballus mediante técnicas eletroforéticas e espectrometria
de massas. Nossos resultados revelaram diferencas no perfil protéico de
espermatozoides obtidos das diferentes regides epididimarias. Alguns
polipeptideos detectados em espermatozoides maduros ndo foram observados
ou se encontraram em baixa concentracdo em espermatozéides imaturos,
enquanto outros apresentaram mobilidade eletroforética e concentracdo
relativa semelhantes em amostras obtidas das regides de cabeca
proximal/distal, corpo e cauda epididiméarias. A eletroforese 2D de alta
resolucao (2D-PAGE) demonstrou a presenca de cadeias polipeptidicas sob a
forma de trilhos ou “spots” isolados de intensidade e distribuicdo diferentes
(entre pH 5.0-7.5; 9-10), com peso molecular entre 107-15 kDa. A maioria das
proteinas parecem ser polimorficas visualizando-se como trilhos de manchas
gue poderiam corresponder a isoformas de diferentes pls. Os nOSsos
experimentos sugerem a presenca de agregados moleculares entre proteinas
espermaticas majoritarias, como a proteina de 70 kDa, assim como a
existéncia de ligacdes dissulfeto entre estas proteinas. A oxidacdo dos grupos
SH espermaticos durante o percurso do gameta pelo epididimo também foi
demonstrada. 24 polipeptideos foram identificados por espectrometria de
massas MALDI ToF-ToF e pesquisa em banco de sequiéncias de proteinas,
entre elas, as enzimas dissulfeto isomerase e triosefosfato isomerase, as
proteinas citoesqueléticas, a e b-tubulinas e componentes estruturais como a
proteina das fibras densas externas 2 (ODF2). Apesar dos numerosos estudos
sobre as caracteristicas funcionais/estruturais do espermatozéide, muito ainda
resta por conhecer sobre a estrutura, funcéo e as remodelactes das diferentes

macromoléculas espermaticas durante o processo de maturagdo no epididimo.



ABSTRACT

Mammalian spermatozoa undergo a series of complex and sequential
biochemical and morphological changes in the epididymis. As a result of these
modifications, the spermatozoon acquire a mature motility pattern and the ability
to recognize and binding to the zona pelucida. Among these changes, a wide
remodeling of sperm protein and glycoprotein profile occurs, through factors
present in the epididymal microenvironment. The aim of this work was to
characterize and identify sperm proteins of E. caballus using electrophoretic
techniques coupled with mass spectrometry. Our results revealed differences in
the sperm protein profile depending of the epididymidis region from which they
were collected. Some polypeptides detected in mature spermatozoa were either
absent or present in a low concentration in immature sperm cells, others
presented similar electrophoretic mobility and relative concentration in samples
obtained from the caput, corpus and cauda epididymal regions. High resolution
2D gel electrophoresis (2D-PAGE) showed many proteins displayed as isolated
spots or trains of proteins of different intensity and distribution (between pH 5.0-
7.5; 9-10) whose molecular weight ranged between 107-15 kDa. Most proteins
appeared to be polymorphic and they occurred as trains of several spots that
would correspond to isoforms of different isoelectric points (pls). Our
experiments suggest the existence of molecular complexes among majority
proteins, as a 70 kDa protein and the presence of disulphide linkages among
those proteins. Oxidation of sperm SH groups during epididymal transit was,
also, showed. Twenty-four polypeptides were identified by MALDI ToF-ToF
mass spectrometry and protein databank research, some of them were
enzymes, such as disulphide isomerase and triosephosphate isomerase; others
were cytoskeleton-associated proteins such as a and b-tubulins or structural
components as a protein of outer dense fiber 2 (ODF2). Despite the numerous
reports about functional and structural characteristics of mammalian
spermatozoa, further studies are necessary to determine the structure and
function of the different macromolecules present in this cell, as well as about the

extensive remodeling that suffer during the epididymal maturation process.



INTRODUCAO

O processo reprodutivo tem despertado curiosidade durante séculos.
Nas ultimas décadas um dos focos de interesse dos pesquisadores tém sido o/0s
mecanismo(s) molecular(es) que possibilita(m) ou impede(m) a unido dos gametas.
Entre as moléculas chaves deste processo, proteinas, lipideos e glicidios especificos
tém sido postulados como promotores diretos ou indiretos da aproximagéo,

reconhecimento e fusdo celular.

O espermatozéide maduro € consequéncia de uma série de eventos
complexos e interdependentes, que progridem de forma seqlencial e altamente
regulada. Uma etapa importante do processo de diferenciacdo espermatica é a
extensa remodelacado da superficie do gameta, que se inicia na espermatogénese e
continua durante todo o percurso do gameta pelas vias seminais do macho e da
fémea até atingir o ovocito. Cada etapa € mediada por um numero significativo de
proteinas. Consequentemente os genes que as codificam podem ser considerados
como genes potenciais de fertilidade masculina (Leeb, et al., 2005). Enormes
progressos estdo sendo alcangados com a descoberta de aberracdes genéticas que
levam a infertiidade em humanos e camundongos. Baseados em estudos de
genética humana e camundongos “knockout” mais de 200 genes tém sido
associados com fertilidade masculina. Alguns deles foram também detectados em
equinos. Contudo, ainda ndo tém sido identificados marcadores genéticos da

performance reprodutiva de garanhdes.

A qualidade espermatica, em termos de motilidade e de
reconhecimento do ovoécito, € fortemente dependente das modificacbes pos-
testiculares que ocorrem durante o processo de maturagao espermatica no epididimo
(Gatti et al., 2004). O mecanismo exato que torna fértil a célula espermatica nao esta
elucidado, mas as mudancas da superficie que ocorrem em resposta as interacoes
do gameta com as secrecOes epididimarias sao cruciais neste processo. Sob
controle de andrégenos, o epitélio epididimario secreta proteinas as quais,

associadas a exosomas ou epididimosomas, sao transferidas ao espermatozoéide



(Sullivan et al., 2005). Ha proteinas que sao secretadas como isoformas especificas,
e sbé mostram homologia parcial com outras proteinas conhecidas. Algumas
proteinas podem interagir com o espermatozdide enquanto outras poderiam agir

como moléculas sinalizadoras.

Clivagem e remodelagcdo de proteinas integrais da membrana
espermatica € outro mecanismo responsavel pelas modificacdes seqlenciais que
experimenta a membrana espermatica durante o percurso epididimario.
Concomitantemente, formas precursoras inativas se convertem em moléculas
funcionalmente ativas. O mecanismo que media ou controla este processo, a ordem
e tempo no qual ocorre, e sua importancia relativa no potencial fertilizante do gameta
nao estd bem estabelecida. A participacdo de proteases, glicosidases e glicosil-
transferases tem sido amplamente postulada (Retamal, 1999; Dias, 2002; Dacheux
et al., 2003; Tulsiani, 2003; Dias et al., 2004).

Um aspecto interessante da expressao génica no epididimo é o alto
grau de regionalizacdo do padrao de expressao do RNAm. A expressao regional de
cada gene pode refletir fungdes diferentes. Andlises eletroforéticas e protedbmicas do
fluido luminal demonstram que essas proteinas apresentam um padrdao de
distribuicdo diferente ao longo do conduto, sendo que as regides proximais
apresentaram maior atividade secretora (Gatti et al., 2004; Sullivan et al., 2005).
Muitos genes somaticos e germinativos se expressam exclusivamente ou exibem
altos niveis de expressao nesta regido, enquanto outros genes sé se expressam na
regiao do corpo ou na cauda epididimaria. A alta expressdo de genes na regiao
proximal deste 6rgao sugere que nela aconteceriam eventos iniciais do processo de
maturacao; entretanto genes que se expressam na regido distal poderiam estar
relacionados com a manutencao da funcao espermatica durante a armazenagem dos

espermatozoides (Cornwall e Hann, 1995).

Estudos realizados em nosso laboratério, utilizando como modelo
experimental Equus caballus, demonstraram diferencas nas cargas de superficie, na

distribuicdo e/ou densidade de receptores de lectinas e no perfil protéico,



glicoprotéico e lipidico de espermatozoides imaturos e maduros obtidos de diferentes
regides do epididimo e de ejaculado (Lopez et al., 1987; Lépez e de Souza, 1991;
Lépez, 1996; Retamal, 1999; Retamal et al., 1999, 2000a; Dias, 2002; Dias, 2004;
Dias et al., 2004). Algumas proteinas presentes em espermatozéides maduros foram
purificadas e sequenciadas. Entre elas, uma glicoproteina Rf 0,45 (20kDa) que
apresentou uma seqUéncia aminoacidica terminal similar a HSP1 descrita por
Calvette et al. (1995) em plasma seminal (Retamal, 1999). Postula-se que esta
proteina de 121 aminoacidos participaria na interagdao espermatozdide-zona pellcida
(Retamal et al., 1999).

A identificacdo de moléculas que participam da interacao
espermatozoide - odcito, bem como sua caracterizacdo estrutural e funcional,
contribuirdo significativamente ao conhecimento do processo de fertilizagdo em

mamiferos, e talvez possa sugerir novos alvos para procedimentos contraceptivos.

As reorganizacoes e rearranjos estruturais ndo se limitam a membrana
espermatica, mas ocorrem em diversas estruturas do gameta afetando o
metabolismo, padrdo de motilidade, estrutura do acrossoma, caracteristicas
nucleares, etc. O nucleo espermatico, ja altamente condensado devido a substituicao
das histonas nucleares por protaminas, aumenta significativamente seu grau de
compactacao e estabilidade durante o percurso epididimario (Eddy e O'Brian, 1994).
Pontes dissulfeto intra e intermoleculares entre residuos cisteina presentes nas
protaminas nucleares sao responsaveis pela estabilizacdo do complexo DNA -
protamina durante o processo de maturagao espermatica (Balhorn, 1982; Dias, 2004;
Dias et al., 2006). Esta estabilizacdo confere ao nucleo uma maior resisténcia
durante seu percurso pelas vias seminais e no trato reprodutivo da fémea e facilita a
penetracdo do espermatozéide a zona pellucida (Bedford e Calvin, 1974; Dias, 2004).
Proteinas sulfidriladas também estabilizam estruturas do aparelho flagelar como é a
bainha mitocondrial e as fibras densas que recobrem o axonema central, ao nivel da
peca intermediaria do espermatozdide. A oxidacdo das proteinas espermaticas

durante o trafego pelo epididimo se relaciona diretamente com o aumento da



fosforilacdo das proteinas do flagelo e da cabeca do espermatozdide. Esse efeito
parece se dever ndao a ativacdo de proteinas quinases, mas sim a inibicdo de
fosfatases por oxidacdo dos tidis internos, mais especificamente da fosfotirosina
fosfatase (PTP) (Seligman et al., 2004). Grupamentos tidis também fazem parte de
algumas enzimas e moléculas antioxidantes, que poderiam participar na transducao

de sinais durante a capacitacao espermatica (De Lamirande e Gagnon, 1998; 2003).

O melhor conhecimento das proteinas presentes em espermatozéides
imaturos e maduros € um passo inicial na obtencdo de marcadores que permitam
estabelecer o potencial fertilizante de um garanhao. Apesar dos numerosos trabalhos
existentes sobre caracteristicas estruturais e funcionais do espermatozéide, muito
resta por conhecer em relagdo a estrutura e funcao das diferentes macromoléculas
nele presentes, bem como das modificagcdes que experimentam durante o processo

de maturagao espermatica.
REVISAO BIBLIOGRAFICA
O epididimo: Aspectos gerais

O epididimo é um 6rgao localizado na borda medial do testiculo, faz
parte das vias seminais superiores e tem como funcdo principal gerar um
microambiente que promova a sobrevivéncia e maturagdo dos espermatozéides
(Hinton e Palladino, 1995; Hinton et al., 1996). Origina-se nos dutos eferentes, no
ponto que estes se unem para formar um ducto Unico altamente enovelado, cujo
comprimento varia nas diferentes espécies, alcancando até 60m nos grandes
mamiferos. De forma irregular, distinguem-se nele trés regibes macroscopicamente
bem definidas, denominadas comumente de: cabeca, corpo e cauda (Robaire e
Hermo, 1988). A cabega do epididimo normalmente € subdividida em regides
proximal e distal (Fig. 1).



Figura 1: Morfologia do epididimo equino. Regides de cabeca proximal (1), cabeca
distal (2), corpo (3) e cauda (4) do epididimo.

As caracteristicas morfoldgicas, limites, componentes e fungdes de
cada uma delas podem variar entre espécies. Em equinos, como em humanos, a
regiao proximal da cabeca é parte do extenso sistema de condutos eferentes. A
cauda epididimaria é inconspicua no homem, no entanto em grande parte das
espécies € uma estrutura bulbosa. Nesta regidao os espermatozdides podem ser
estocados, mantendo importantes reservas que representam o conteudo de mais que
dez ejaculados (Fournier-Delpech e Thibault, 1993). O epitélio epididimario apresenta
diferengas regiao-especificas nas suas caracteristicas morfologicas e funcionais ao
longo do conduto (Lopez et al., 1987, Retamal et al., 2000b). Na regidao da cabeca
epididimaria, proteinas e outros componentes do fluido da rete testis sao modificados
pelas atividades de absorcdo e secrecao das células da regido proximal do
epididimo. A atividade secretora das células epididimarias contribui significantemente
para a renovacgao e regulacdo da composicao do fluido luminal (Hinton e Palladino,
1995).

Os espermatozéides epididimarios sdo mantidos em estado quiescente
por fatores do fluido luminal, sendo seu transporte o resultado das contracdes
espontaneas dos elementos contrateis da parede do ducto e da pressao hidrostéatica
existente no interior do epididimo (Bedford, 1994). A concentracdo de



espermatozoides, que é baixa no fluido dos tubulos seminiferos e rete testis,
aumenta na regiao distal do epididimo, dada a grande absorcao de agua que ocorre
nos condutos eferentes e regido proximal desse 6rgdo. Em associacao a esta perda,
ha modificacdes importantes no contetdo de alguns ions (Harper, 1994). Embora o
ambiente epididimario promova ativamente a maturacdo e sobrevivéncia do gameta,
nem todos os espermatozdides permanecem vidveis durante sua permanéncia no
epididimo (Cooper e Hamilton, 1977, Holstein, 1978; Weissenberg et al, 1994, Lopez
e Bustos, 1995). A protecdo dos espermatozoéides contra substancias toxicas, como
xenobioticos ou espécies reativas de oxigénio € outra importante fungéo epididimaria
(Hinton et al., 1995). Entre as proteinas que promovem a sobrevivéncia espermatica
neste 6rgao incluem proteinas envolvidas na conjugacdo de glutationa e seu
metabolismo (Hinton et al., 1996; Robaire e Viger, 1995), a glicoproteina-2 sulfatada
(SGP-2 ou clusterina) (Griswold et al., 1986; Collard e Griswold, 1987; Sylvester et
al., 1991) que inibe a lise celular mediada pelo complemento, inibidores de proteases
tais como proteina HE4 (Kirchhoff et al., 1998) e as proteinas da familia CRES
(Cornwall et al., 1992) que protegem espermatozéides da degradacao proteolitica.

Diversos estudos tém demonstrado o dinamismo fisiolégico e
bioquimico entre proteinas sintetizadas/secretadas pelo epididimo e proteinas
espermaticas (Frenette et al., 2002; Saez et al.,, 2003; Gatti et al.,, 20083).
Recentemente foram descobertos complexos de alto peso molecular (maiores que
1MDa) no fluido epididimério - os epididimossomas. Estas estruturas contém
algumas proteinas hidrofébicas ligadas e postula-se ser um outro mecanismo de
transporte de proteinas para espermatozéides epididimarios (Gatti et al., 2004).
Enquanto, parte das proteinas hidrofébicas do fluido esta ligada aos
epididimossomos, outras proteinas permanecem na fase solluvel apds a remocéao das
vesiculas por centrifugacao de alta velocidade (Gatti et al., 2003). Entre as proteinas
que sao transferidas aos espermatozodides pelos epididimossomas estdo duas
enzimas envolvidas na via de poliols: uma aldo-redutase e uma sorbitol
desidrogenase. Uma citocina chamada MIF (fator inibitério da migracdo de
macrofagos) tem sido postulada como uma outra proteina associada a



epididimosomas (Sullivan et al., 2005). Estes autores sugerem que essas proteinas
estariam envolvidas na modulacdo da motilidade espermatica. Estudos in vitro
indicam que a transferéncia de proteinas a dominios especificos da membrana
espermatica é saturavel, e temperatura e pH -dependente. A presenca de zinco (e
ndao de célcio ou magnésio) aumenta significativamente a transferéncia destas

proteinas (Sullivan et al., 2005).

Controvérsias ainda existem a respeito da localizagdo e expressao de
algumas proteinas espermaticas. A P26h tem sido relacionada com fertilidade em
touros e hamsters. Sdo proteinas tipo carbonil redutase, que estdo ancoradas a
membrana espermatica via glicosilfosfatidil inositol, e tém sido detectadas em
espermatozoides e epididimossomos (Frenette e Sullivan, 2001; Légaré et al., 1998).
Essa proteina de 26kDa foi encontrada na superficie acrossomal de
espermatozoides de hamster e no fluido epididimario coletado da cabeca a cauda
epididimaria (Sullivan e Robitaille, 1989; Robitaille et al., 1991). O RNA mensageiro
(mRNA) da P26h é fortemente expresso no testiculo de hamster e, em um nivel,
menor no corpo do epididimo (Robitaille et al., 1991; Berube et al., 1996). Esta
proteina mostra uma afinidade espécie-especifica com as glicoproteinas da zona
pellcida (Berube et al., 1996; Sullivan e Bleau, 1985) a qual é inibida pelo antisoro
policlonal anti-P26h de maneira dose-dependente (Berube e Sullivan, 1994).

Contrariamente, Nagdas et al. (2006) mostraram que a P26h, hoje
chamada de MP26, nao esta presente na fragdo de membrana plasmatica e
tampouco no fluido epididimario de cauda. Seus resultados confirmaram que se
trataria de uma carbonil redutase da superfamilia desidrogenase/redutase de cadeia
curta. Analise por 2D-PAGE de homogeneizados de espermatozdides da cauda
epididmaria de hamster mostrou a presencga de uma unica isoforma da MP26 (pl 9.0).
Porém, os dados de fracionamento bioquimico e imunocitoquimicos demonstraram
que a MP26 estéa localizada na fracao mitocondrial e que, também, ndo é secretada
pelo epididimo. Os ensaios de Nagdas e colaboradores sugerem que a MP26, assim

como a fosfolipideo hidroperdxido glutationa peroxidase (GPX4), € um componente



da membrana mitocondrial externa (capsula), que é formada por proteinas da
membrana externa da mitocéndria que sao interligadas extensivamente por pontes
dissulfeto durante a maturagdo espermatica. Apesar de nao estar definida a funcao
espermatica da MP26, sugere-se que possa estar envolvida na detoxificacdo de
compostos carbonil derivados da peroxidacao lipidica (Nagdas et al., 2006).

Demonstracbes que proteases estdo envolvidas na ativacdo de
proteinas presentes no fluido epididimario e na superficie do espermatozdide
reforcam o papel das secrecdes epididimarias na maturagdo espermatica. Tipler et
al. (1997) tem descrito a presenca de proteossomas em espermatozoides humanos e
de camundongos, porém sua funcao biolégica em espermatozoéides de mamiferos é
uma area ainda pouco explorada. Muitos componentes secretados no fluido
epididimario precisam sofrer protedlise para serem inseridos na membrana do
espermatozoide. Estas modificagdes certamente aumentam as propriedades
hidrofébicas ou expde sequéncias hidrofébicas especificas que permitem que este
processo possa ocorrer. Alternativamente, pode permitir reconhecimento por

receptores de superficie especificos (Gatti et al., 2004).
Maturacao espermatica

No conduto epididimario os espermatozdides sofrem uma série de
modificacbes em suas caracteristicas fisicas, bioquimicas, morfoldégicas e
fisioldgicas, reunidas sob a denominacdo genérica de maturacdo espermatica. A
maturacdo espermatica é avaliada pelo seu efeito final no gameta masculino:
aquisicao de motilidade e habilidade de reconhecer, ligar-se a zona pelucida e fundir-
se com o ovocito. Ensaios de inseminacao in vitro com espermatozoides obtidos das
diferentes regides do epididimo mostram um aumento do potencial de fertilidade
entre cabeca e corpo alcancando o0 maximo na regido da cauda epididimaria, onde o



epididimo (Burkin e Miller, 2000). Reconhecimento e fusdo envolvem componentes
especificos e dominios na superficie do espermatozéide.

a) Proteinas da superficie espermatica

Diversas metodologias, como marcacdo com lectinas, anticorpos,
precursores radioativos; andlise por microscopia de forca atdbmica; recuperagao de
fluorescéncia apds fotobranqueamento (FRAP) e perda de fluorescéncia em
fotoclareamento (FLIP), entre outras, tém mostrado que grandes mudancas ocorrem
na composicdo de proteinas e lipideos dos diferentes dominios da membrana
espermatica durante o transito pelo epididimo (Dacheux et al., 1984; Voglmayr et al.,
1985; Yanagimachi, 1994, Lopez, 1996; Retamal, 1999, Ellis et al., 2002). Um
aspecto interessante da diferenciagcdo da superficie espermatica é que algumas
proteinas envolvidas no reconhecimento e unidao a zona pellcida, inicialmente, estao
inseridas de forma uniforme na membrana plasmatica e como consequéncia de
remodelacdes posteriores, localizam-se em dominios especificos onde se tornam
funcionais. Essas mudancas resultam de diferentes mecanismos incluindo
redistribuicdo ou desaparecimento por processamento proteolitico, acdo de enzimas
glicoliticas e integragdo de novos componentes sintetizados pelo epidididmo
(Hunnicutt et al., 1997; Okamura et al., 1992; Eccleston et al., 1994). Exemplos de
proteinas proteoliticamente processadas durante o transito pelas vias seminais sao
as proteinas da familia ADAM, incluindo a fertilina (pH30), ciritestina e testase
(Evans, 1999). Essas proteinas, também conhecidas como MDC (Metaloproteases
Desintegrinas ricas em Cisteina), possuem um dominio desintegrina homélogo as
desintegrinas de venenos de serpente e podem interagir com integrinas mediando a
ligacdo espermatozéide - ovécito ou a fusdo de membranas dos gametas (Em:
Evans, 1999). Um grande numero de proteinas epididimarias tem sido descritas
como sendo integradas na membrana do espermatozéide durante o percurso pelo
epididimo, entretanto, ndo se sabe exatamente se elas sdo simplesmente adsorvidas
em sua superficie, estabelecem interacées ibnicas, ou se inserem na membrana
(Cooper, 1998).



Um exemplo de componentes que sdo completamente removidos do
espermatozo6ide durante o transito epididimario é a enzima conversora de
angiotensina-l (ACE) presente na superficie da peca intermediaria e da peca
principal do flagelo (Gatti et al., 1999; Métayer et al., 2002b). A proteina é, entao,
liberada no fluido em uma forma ativa e pode ser encontrada posteriormente no

plasma seminal (Métayer et al., 2001).

Clusterina é uma das proteinas secretadas pelo epididimo que se
encontram associadas com a membrana do espermatozo6ide (Howes et al., 1998).
Entretanto, apenas certas isoformas desta proteina (80 kDa) se ligam a membrana
do espermatozdide morfologicamente alterado. Esta associacdo pode estar
relacionada a integridade do gameta (O'Bryan et al., 1994). O tipo de interagdo nao é
conhecido podendo interagir com a membrana por sua atividade chaperona ou por
simples adsor¢éo devido a sua alta concentracao extracelular.

Em carneiro, a-manosidase é secretada nas regiées da cabeca-corpo
epididimarias na forma de 135 kDa e um fragmento desta proteina (27 kDa) é
encontrado inserido no segmento equatorial da cabeca do espermatozoéide (Okamura
et al., 1992, 1995). Em espermatozdides maduros, este fragmento esta concentrado

na regiao apical da cabeca.

Um grande numero dessas proteinas tém sido propostas como
essenciais para fertilidade. Essa afirmagcédo é baseada em resultados experimentais
nos quais a ligagdo espermatozdide — ovécito € inibida com anticorpos contra
proteinas especificas de membrana, ou proteinas e peptideos recombinantes
ligantes de receptores de superficie; além disto machos que tiveram esses genes
silenciados (“knockout”) se mostraram inférteis (Esther et al., 1996; Evans, 2001). A
remocao de uma proteina de superficie resulta no decréscimo ou na auséncia de
outros componentes da superficie celular (Evans, 2001; Nishimura et al., 2001)
sugerindo que a arquitetura da superficie espermatica depende do correto
posicionamento de todos os componentes. A perda de um desses componentes
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pode comprometer a formagcdo ou a prépria maturagcdo de outras proteinas de
membrana durante o transito epididimario o que, por sua vez, pode ser refletido

como baixa taxa de fertilidade.

Numerosas tentativas tém sido realizadas no intuito de se estabelecer
marcadores de fertilidade em machos. A P34H no espermatozdide humano na regiao
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oligoméricas, e ndo as monomeéricas, tém demonstrado essa habilidade (Calvete et
al., 1999). A ligacado dessas proteinas na superficie espermatica deve preceder os
processos de capacitacdo induzidos por heparina (Miller et al., 1998; Manjunath e
Therien, 2002).

As proteinas da familia CRISP (proteinas secretoras ricas em cisteina) -
CRISP1, CRISP2, CRISP3 - sao caracterizadas por 16 residuos cisteina invariantes.
Todos os residuos cisteina estdo envolvidos em pontes dissulfeto, assim,
subdividindo a molécula em trés dominios, uma regido N-terminal de
aproximadamente 50 aminodacidos, um agrupamento de cisteina N-terminal formado
por trés ligacoes dissulfeto e um dominio C-terminal rico em cisteina contendo 10
residuos cisteina. CRISP2 e CRISP1 sdo expressas nos testiculos e epididimo
respectivamente, enquanto CRISP3 (AEG2) é predominantemente expressa na
ampola do vaso deferente. Diversos membros da familia CRISP tém sido
encontrados em varias fungdes relacionadas a fusdo espermatozdide - odbcito.
CRISP1 ou AEG1 (glicoproteina epididimaria acidica 1), antigamente chamada
proteina DE, se associa fortemente a superficie espermatica durante o transito
epididimario e migra ao segmento equatorial durante a capacitagdo (Da Ros et al.,
2004). Ela participa na fusdo dos gametas através de sitios de ligagao
complementares (Cuasnicu et al., 2001), entretanto, ndo participa nos eventos de
ativagdo do ovocito (Busso et al., 2003). Uma analise inicial da fungdo estrutural
indica que o correto padrao de ligagdes dissulfeto na molécula é crucial para sua
funcéo (Ellerman et al., 2002). Estas proteinas podem ser inseridas na membrana do
espermatozoide apds a remocgao proteolitica de sua regido carboxi-terminal (Roberts
et al., 2002).

As proteinas CRISP espermaticas de equinos estdo localizadas na
regiao equatorial e pds-acrossomal da cabeca, bem como, na peca intermediaria do
flagelo. Sua associacdo com a superficie espermatica comecga na regiao de corpo do
epididimo (Schambony et al., 1998). Pode-se dizer que as moléculas de CRISP1

e/ou CRISP2 devam exercer uma funcao direta nos ultimos eventos de fertilizacao
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(fusdo espermatozéide-odcito), enquanto CRISP3 parece contribuir para as fungdes

do plasma seminal no trato genital feminino.

As espermadesinas, contendo 110-133 aminoacidos, representam
também uma familia de proteinas que se associam a superficie do espermatozoide
durante o percurso no trato reprodutor masculino. Essas moléculas compreendem
um unico dominio CUB (Bork e Beckmann, 1993), que é estabilizado por duas pontes
dissulfeto conservadas com residuos cisteina vizinhos e consiste de um sanduiche 3
feito por duas folhas B (Romero et al., 1997). As espermadesinas sédo proteinas
multifuncionais exibindo habilidades ligantes a heparina, inibidores de proteases,
fosfolipideos e carboidratos (Topfer-Petersen et al.,1998; Topfer-Petersen, 1999a,b).
Demonstrou-se que proteinas AWN se ligam a zona pelucida de equinos (Reinert et
al., 1996). As espermadesinas tém sido identificadas apenas em espécies unguladas
(ex.: porco, boi e cavalo). Nessas espécies encontram-se as espermadesinas AWN,
AQN-1, AQN-2, PSP-I e PSP-Il. A AWN ¢é secretada pela cauda do epididimo de
machos e, também, nos ovidutos do trato genital da fémea (Ekhlasi-Hundrieser et al.,
2002), porém também ja foi detectada em espermatogébnias, rete testis, ao longo do
ducto epididimario e vesicula seminal (Reinert et al., 1997; Hoshiba e Sinowatz,
1998). A presenca da AWN equina em espermatozoides testiculares e o0 aumento de
sua associacao ao espermatozoéide durante o trafego epididimario também tém sido
verificados (Topfer-Petersen et al., 2005).

b) Proteinas do flagelo

Em espermatozéides de mamiferos, o flagelo apresenta trés segmentos
bem definidos: a pega intermediaria, a pega principal e a pec¢a terminal. No primeiro
segmento, a bainha mitocondrial envolve as fibras densas externas (ODF) e o
axonema composto por 9 pares de microtubulos que circunda 1 par central (Fig. 2).
Na peca intermediaria existem nove ODF cada uma sendo conectada com um par de
microtubulos do axonema. A estrutura de todo o flagelo é composta por diversos
componentes citoesqueléticos. A grande diferenga encontrada na peca principal em
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relacdo ao segmento intermediario é a perda da bainha mitocondrial e o
aparecimento da capa fibrosa (FS) que segue até o final da peca terminal,

concomitantemente com o afilamento do axonema (Davies Morel, 1999).

Figura 2: Esquema do espermatozodide equino. Corte transversal da peca
intermediaria do flagelo. Fonte: Davies Morel, 1999.

Durante o processo de maturagao epididimaria, os espermatozéides
adquirem a motilidade progressiva unidirecional. Nas vias genitais da fémea os
espermatozoides passam por uma série de processos preparatorios prévios a
fertilizacdo, eles se ativam e capacitam na regido do istmo do oviduto.
Aparentemente sdo eventos independentes que envolvem mudancgas em regides
especificas da membrana espermatica, como conseqiiéncia das interacbes com 0
microambiente do oviduto. Um possivel significado funcional da hiperativacao seria o

aumento do padrao de batimento flagelar e da forca
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condigdes aerobicas (De Lamirande e Gagnon, 1998). Foi encontrada uma
associacao causal entre a formacdo de ROS, fosforilacdo de tirosina e funcao
espermatica (Aitken et al., 1995).

A fosforilacdo da tirosina, demonstrada por imunoblotting, foi
significativamente aumentada em diversas proteinas do flagelo esperméatico durante
sua passagem pelo epididimo. A oxidacdo dos tidis espermaticos com diamida
aumenta a fosforilagdo das proteinas flagelares e a reducao dos dissulfetos com DTT
diminui a fosforilagdo. Verificou-se também que a atividade fosfotirosina fosfatase
(PTP) ¢é significantemente maior no espermatozdide imaturo do que nos
espermatozoides maduros da cauda epididimaria. Foram encontradas trés bandas
principais de proteinas PTP (50, 40 e 27 kDa) em espermatozoides inteiros obtidos
da cabeca do epididimo, enquanto os espermatozoides da cauda sé apresentaram a
banda de 27 kDa. O mesmo experimento feito com as cabecas de espermatozéides
imaturos e maduros, mostrou que as bandas que sofrem reducdo (50 e 40 kDa)
pertencem ao flagelo do espermatozéide (Seligman et al., 2004).

Estudos prévios realizados por citometria de fluxo de espermatozdides
equinos marcados com monobromobimane (mBBr) fluorescente demonstraram que
proteinas tidis sdo oxidadas em sua passagem pelo conduto epididimario (Dias et al.,
2006; Dias, 2004), resultados similares tém sido demonstrados em ratos (Shalgi et
al., 1989; Seligman e Shalgi, 1991). Contudo, observacdes pela microscopia de
fluorescéncia indicaram que enquanto ha um decréscimo de marcacao tiél na cabeca
do espermatozéide maduro obtido da cauda epididimaria ocorre um aumento da
fluorescéncia na regiao do flagelo espermatico, principalmente na peca intermediaria
(Dias, 2004).

Através da andlise morfolégica do sémen por microscopia 6ptica &
possivel verificar diversas anomalias espermdticas, principalmente as flagelares.
Suzuki-Toyota et al. (2004) mostraram que camundongos GOPC-/-
(globozoospérmicos) apresentam varias ma-formacées na cabeca espermatica,

porém sua estrutura flagelar parece normal durante a espermiogénese. Entretanto o
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enrolamento do flagelo ao redor do nucleo e a desorganizacdo da bainha
mitocondrial ocorrem durante a passagem do espermatozéide pelo epididimo. A
presenca de citoplasma perinuclear e a auséncia do anel posterior parecem ser
responsaveis por essas mal-formacdes de flagelos, agravadas pelo trafego
epididimario. Quando a gota citoplasmatica se move distalmente, o nucleo se move
também se enrolando no flagelo. A separagdo das mitocdndrias das fibras densas
externas (ODF) pode ser resultado de problemas nas proteinas que compdes essa
fibra (ex.: ODF1 e ODF2) causadoras de sua fragilidade ou deficiéncia na substancia
adesiva existente entre as mitocbndrias e ODF e mitocdndrias entre si (Suzuki-
Toyota et al., 2004).

As ODFs, principal componente flagelar, sdo encontradas em flagelos
de espermatozéides de animais com fecundacéao interna, e sdo conservados através
da arvore filogenética animal, incluindo insetos (Baccetti, et al., 1973). Apesar de
estarem diretamente envolvidas na indugdo da motilidade progressiva, as ODFs
parecem ter influéncia modulatéria na motilidade espermatica. Elas podem ser
necessarias para a manutencgao das propriedades elasticas do flagelo espermatico e
podem gerar forca de tensdo que é necesséria para proteger o flagelo espermatico
durante o transporte epididimario e especialmente durante a ejaculacao (Baltz et al.,
1990). Anadlise das fracbes de ODF em ratos, revelaram pelo menos 14 bandas
polipeptidicas das quais as bandas de 84, 80 32-26, 20 e 14,4 kDa foram os
principais (Oko, 1988).
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Analise prote6mica de espermatozoides de mamiferos

O estudo das proteinas de organismos, células é de fundamental
importancia para o entendimento de processos metabdlicos, fisiolégicos e
patolégicos do mesmo. Através das informagdes geradas pela analise protéica €
possivel interferir na natureza de forma a beneficiar o homem. Nos ultimos anos, tem
sido possivel observar um aumento significativo no volume de pesquisas
protebmicas que tem por objetivo 0 mapeamento e identificacdo de proteinas
expressas ou apresentadas por um organismo, tipo celular ou sistema bioldgico em

determinadas situacoes.

Para isso, a analise protebmica utiliza duas ferrramentas principais:
eletroforeses uni e bidimensionais, e espectrometria de massas, para separar e
identificar as proteinas, respectivamente. A separagédo das proteinas por eletroforese
2D em géis de poliacrilamida (2D-PAGE) é crucial e amplamente utilizada nas
analises protedbmicas e consiste em separar os polipeptideos por pontos isoelétricos,
na primeira dimensao, e massa molecular, na segunda dimensao. Desenvolvida por
O’Farrel (1975) e aperfeicoada por Gorg et al. (1980) e Bjellgvist et al. (1982), esta
técnica oferece resolucao superior comparado a métodos cromatograficos para
misturas complexas (Mackun e Downard, 2003). A espectrometria de massas é uma
tecnologia central na protebmica devido a sua velocidade e sensibilidade
incomparaveis na identificacdo e sequenciamento de proteinas em misturas
biolégicas complexas e em pequenas quantidades de amostra (Downard, 2000).
Espectrometria de massas “matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight”
(MALDI ToF) € uma técnica relativamente nova para a determinacdo da massa de
biomoléculas pesando de 400 a 500.000 u. MALDI ToF é amplamente utilizado em
analises protedmicas por apresentar um alto-processamento rapido, sensivel e

confiavel para a indentificacdo de proteinas (Flensburg et al., 2004; Wikner, 2000).

As analises protedmicas tém sido empregadas nos ultimos anos como
uma ferramenta para compreender diversos processos relacionados com a

reproducao das espécies. Em machos, pesquisadores (Fouchécourt et al., 2000;
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Gatti et al., 2004; Dacheux et al., 2006) tém desenvolvido o proteoma do fluido e o
secretoma do epitélio epididimario de equinos e humanos. A investigacao protedmica
do espermatozoéide de mamiferos é muito mais recente. Em humanos, esta analise
tem identificado 1.760 proteinas do espermatozdide ejaculado, utilizando
cromatografia liquida e espectrometria de massas (Johnston et al., 2005). Stein et al.
(2006) identificaram mais de 100 proteinas obtidas das regides espermaticas que
promovem as interacoes espermatozdide-oécito durante a fertilizacdo. Entretanto,
ndao foi encontrado nenhum trabalho que analise protebmicamente os
espermatozoides obtidos das diferentes regides epididimarias de nehuma espécie

mamifera.

Tendo como base estudos preliminares de nossa equipe, que
demonstram mudancas no padrao protéico de espermatozéides durante a maturagéao
epididimaria em mamiferos, e com o intuito de entender melhor a biologia
espermatica durante este processo, €& nosso propésito dar inicio a uma

caracterizagao proteémica parcial de espermatozoides epididimario de E. caballus.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar e identificar proteinas de espermatozéides epididimarios de E. caballus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil protéico, uni e bidimensional, de espermatozoides epididimarios
de E. caballus.

Caracterizar e identificar algumas proteinas extraidas de espermatozéides obtidos de
diferentes regides do conduto epididimario, mediante técnicas eletroforéticas e
espectrometria de massas MALDI ToF-ToF, respectivamente.

Detectar e identificar as proteinas tidis presentes em espermatozoéides epididimarios

de equinos.

Analisar as proteinas separadas por suas caracteristicas bioquimicas e suas funcoes
especificas no espermatozéide.
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MATERIAIS E METODOS
1. Obtencao dos espermatozéides epididimarios

Neste estudo foram utilizados espermatozoides epididimarios imaturos
e maduros de equinos. Os epididimos foram obtidos por castracdo de animais
sadios, sexualmente maduros, pertencentes a Haras da Regiao Norte Fluminense. O
epididimo foi cuidadosamente dissecado, retirando-se o tecido conjuntivo adjacente.
Este 6rgao foi dividido em quatro regides morfologicamente caracteristicas: cabeca
proximal, cabeca distal, corpo e cauda. Estas regides epididimarias foram
fragmentadas em soro fisiolégico pH 7,2 em gelo; e o conteddo luminal, obtido por
filtragem em gaze, foi centrifugado a 760xg durante 10 min (Hermle z 252 mk). Os
espermatozoides foram lavados em tampéo fosfato (PBS) pH 7,2 (3x) e
centrifugados a 760xg por 10 min cada. As células lavadas foram processadas de

acordo com o0s experimentos programados ou estocadas a -20°C.
2. Marcacao das proteinas sulfidriladas

Para detectar as proteinas sulfidriladas e determinar o estado de oxido-
reducdo dos grupos sulfidrilas durante a passagem do gameta pelo epididimo,
tratamos um grupos de espermatozoides, ja lavados com PBS, com ditiotreitol (DTT)
1 mM por 10 minutos e um outro grupo ndo. Os espermatozéides sem o tratamento
com DTT foram utilizados como controle. Apdés a etapa de reducdo, todas as
amostras foram incubadas com o agente marcador de grupos tidis (SH),
monobromobimane (mBBr) (Calbiochem) a 2 mM por 20 min, ao abrigo de luz. O
mBBr é excitado com luz ultra-violeta a 398 nm. As amostras foram lavadas em PBS

duas vezes (760xg; 10 min/cada) para retirar o mBBr.
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3. Extracao das proteinas espermaticas
3.1 Extrato total

As amostras de espermatozdides (mantidas em gelo) foram incubadas
com uma solugdo de extragdo contendo SDS 5%, DTT 1 mM e B-mercaptoetanol (B-
ME) 3% na proporgéo de 1:2 (amostra : solu¢do de extracdo), acrescido de inibidores
de proteases (PMSF 1%, Benzamidina 1%, EDTA 20mM e Pepstatina 1mM). As
células foram sonicadas com um aparelho sonic dismembrator 60 (Fisher Scientific) a
10 Watts (RMS) por 10 ciclos de 30 segundos em gelo. A amostra foi centrifugada a
10.000xg (30 min) a 4 °C e o sobrenadante foi separado e armazenado a -20°C para

posteriores andlises eletroforéticas em géis desnaturantes (SDS-PAGE).

Para os estudos em 2D-PAGE utilizou-se, para a extracdo das
proteinas, o tampéao Tris HClI 30 mM pH 8,5 contendo triton X-100 2%, uréia 8 M e
DTT 30 mM; e para as analises com nativo-PAGE (Davis, 1964) foi usado apenas um
tampao Tris HCI 20 mM. As células foram sonicadas e centrifugadas conforme
descrito para a analise em SDS-PAGE.

3.2 Extrac&o das proteinas da cabeca e flagelo

Os espermatozéides, pré-tratados com DTT 1mM (10 min) e marcados
com mBBr, foram sonicados 1x (poténcia média) por 30s e centrifugados (760xg; 1
min) visando separar as cabecas dos flagelos. O sobrenadante, contendo os
flagelos, foi centrifugado a 2000xg por 20 min. Ambas as fracdes de flagelos e de
cabecas, foram resuspendidas em tampao de extracdo de proteinas: SDS 5% + DTT
1mM para posteriores analises em SDS-PAGE; e Tris HCI 30 mM pH 8,5 + triton X-
100 2% + uréia 8 M + DTT 30 mM para anélise em 2D-PAGE. Todas as amostras
foram incubadas com inibidores de protease (Pepstatina 1uM, PMSF 1mM e EDTA

1mM), sonicadas e centrifugadas como descrito para extracao de proteinas totais.
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3.3 Fragbes enriquecidas em membranas

Trés aliquotas de espermatozoides epididimarios, foram lavadas em
PBS e diluidas (1:9) num meio hiposmético contendo frutose e citrato de sodio (150
mosmol) por 2 horas em banho-maria a 37°C. As amostras foram transferidas para o
gelo. As células foram rompidas num homogeinizador “Potter” por 2 min a 4°C. Em
seguida, as amostras foram sonicadas (4x 30s) a 10 Watts (RMS). Posteriormente,
foram centrifugadas (4.000xg; 15 min; 4°C) para retirar as células nao rompidas e os
debris celulares. O sedimentado néo foi utilizado. O sobrenadante sofreu uma ultra-
centrifugacao (100.000xg; 4°C) por 2 horas. Os trés precipitados obtidos, nomeados

MP1, MP2 e MP3, foram processados diferentemente a partir deste ponto:

e MP1 foi resuspendido em tampao tris HCI 30 mM contendo triton x-100, uréia
8M, tiouréia 2M, DTT 30 mM e anfélitos 0,4% (pH 3-10).

e MP2 sofreu uma etapa de delipidacdo antes da incubagdo com tampéo de
extracdo (0 mesmo de MP1). O processo de delipidacao consistiu em tratar a
amostra com 14 mL de metanol - acetona (1:8) para cada mL de amostra (90
min; 4°C). O material foi centrifugado (2.800xg; 15 min) e lavado com 1mL de
acetona seguido de metanol.

e MP3 também foi delipidado com metanol e acetona antes da incubacao com

200 pL de tampao de amostra pH 6,8 com SDS 1% e B-mercaptoetanol 10%.

Uma vez incubadas com os respectivos tampdes, todas as amostras
foram fervidas utilizando-se um forno de microondas (~10s), agitadas (vortex) e
sonicadas. As proteinas extraidas foram submetidas as técnicas de separagao por

eletroforese.
3.4 Proteinas extraidas da fracdo nuclear do espermatozdide:

Os nucleos obtidos na fragdo precipitada (1000xg, 30 min) apds a
sonicacao dos espermatozoides (6x 30s) foram resuspendidos em Triton X-100 0,1%

(10 min) e centrifugados a 1000xg (10 min). Apds a centrifugacdo o pellet foi
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resuspendido em 1M NaCl, 0,1M B-mercaptoetanol, ImM PMSF, 1mM EDTA por 2h
e logo, centrifugado novamente (1000g x 10min). O sedimentado foi resuspendido
em tampéao PBS contendo 500 unidadedes/mL de DNAse | por 15 min. Adicionou-se
600 uL de uréia 6M, GuCl 0,4M, 10 mM DTT em fosfato de sédio (2 horas). Apds
esse periodo, foi acrescentado H,SO,4 a amostra ficando a uma concentragao final de
0,2 M e agitou-se fortemente a mistura. Para obter as proteinas nucleares
solubilizadas, a amostra foi centrifugada a 30.000xg (15 min) e o sobrenadante
liofilizado foi resuspenso em tampao de amostra (10 uL de glicerol, 5 uL B-
mercaptoetanol, 40 uL de acido acético 0,9 N) e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% uréia acido, com os polos invertidos, segundo Panyim e Chalkley
(1969).

4. Determinacao da concentracao de proteinas:

A concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método de Bradford
(1976). Utilizou-se azul de coomassie G250 na solucao corante. No estabelecimento
da curva padrao foi utilizado albumina sérica bovina (BSA) em uma faixa de 0-20ug.
As medicoes foram realizadas em um espectrofotémetro Femto 600 Plus a 595 nm.

5. Eletroforese Unidimensional
5.1 Géis de poliacrilamida em condicbes desnaturantes - SDS-PAGE

As proteinas totais e as proteinas da fracdo enriquecida em membranas
foram submetidas a eletroforeses em minigéis (BioRad) com diferentes
concentragdes de poliacrilamida, em condi¢cdes desnaturantes segundo a técnica de
Laemmli (1970) e reveladas com azul brilhante de coomassie R-250 (Reisner, 1984).
Uma parte de tampao de amostra 4x (4 vezes concentrado - Tris HCI 0,5M pH 6,8,
glicerol 10%, azul de bromofenol 1% e SDS 2%) foi adicionada a trés partes de
amostra com B-mercaptoetanol a uma concentragao final de 10% e carregada no gel.
A eletroforese ocorreu a ~100V / 20mA em tampao de corrida para SDS-PAGE (Tris
HCI 25 mM pH 8,3, glicina 1,4%, SDS 0,1%) até a marcacao do azul de bromofenol
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(fronte de corrida) chegar a base do gel. Apds a eletroforese, os géis foram
observados e fotografados utilizando um transiluminador de luz UV acoplado a uma
maquina fotografica (ImageMaster®VDS) para verificar a fluorescéncia das proteinas
marcadas com o mBBr. Logo, os géis foram corados com uma solucdo de azul
brilhante de coomassie 2% em agua, metanol, e acido acético (6:3:1) por 4 horas e
descorados em solucdo composta de agua, metanol e acido acético na mesma
proporcao usada na solucao corante. As imagens capturadas dos géis corados com

azul de coomassie e marcados com mBBr foram analisadas densitometricamente.
5.2 Géis de poliacrilamida em condigcbes nativas (n-Page)

Os géis nativos foram feitos como descritos acima, porém sem a
presenca do SDS e B-mercaptoetanol no gel propriamente dito e tampouco nos

tampdes de “amostra” e “corrida”.
6. Eletroforeses bidimensionais
6.1 Nativo - desnaturante (n-PAGE - SDS-PAGE)

Na primeira dimensdo, a amostra contendo as proteinas dos
espermatozoides obtidas por sonicacao foi misturada (3:1) ao tampao de amostra 4x
na auséncia de SDS e B-mercaptoetanol. A eletroforese foi realizada a ~100V - 20mA
em géis com 8% de acrilamida sem SDS contendo repeticbes da mesma amostra.
Um canal do gel contendo a amostra foi corado com azul de coomassie. Outro canal,
nao corado, foi incubado com tampao de amostra 2x concentrado contendo SDS
(1%) e PB-mercaptoetanol (10%) e submetido a um SDS-PAGE com 12% de
acrilamida. Apéds a eletroforese, o gel 2D foi corado por impregnagéo por prata.

6.2 Nativo - nativo com gradiente de concentragdo de acrilamida poro transverso

A técnica de separacdo de proteinas em estado nativo num gradiente
de concentracdo de acrilamida horizontal foi descrito por Retamal e Babul (1988). A
mesma amostra distribuida em 8-10 pocos foi submetida a um n-PAGE. Uma tira foi
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corada com azul de coomassie e foi utilizada como referéncia para a retirada das
bandas de interesse do restante do gel ndo corado. As bandas eleitas apds a
separacao por n-PAGE, foram submetidas a uma segunda dimensao em um gel
nativo com gradiente de concentragdo de acrilamida (6-18%) em poro transverso
(horizontalmente), no intuito de verificar as massas moleculares nativas e estados de
agregacao. As tiras do gel, apds incubacdo com tampao de amostra 2x sem SDS e
B-ME, foram dispostas sobre um gel nativo com um gradiente de concentracdo de
poliacrilamida poro transverso (6-18%) e submetidas a eletroforese sob as mesmas
condicoes das anteriores. Os géis foram corados por prata e logo analisados
densitometricamente. A partir dessa andlise foi realizada a correlagdo entre
mobilidade eletroforética (Rf) e concentracdo de acrilamida. Com esses valores foi
gerada uma reta (graficos de Ferguson) para cada proteina e seus coeficientes
angulares foram comparados com graficos desenhados a partir de proteinas com
massas moleculares conhecidas (Retamal e Babul, 1988).

6.3 SDS-PAGE - SDS-PAGE

O experimento realizado para verificar a participagcdo de pontes
dissulfeto na organizacao/estabilizacdo de agregados de proteinas consistiu em
submeter a amostra a duas eletroforeses em condi¢cdes desnaturantes, a primeira
sem B-ME e a segunda na presenca do agente redutor. Ap6s a separagdo das
proteinas em géis SDS (como ja descrito), as tiras ndo coradas do gel foram
retiradas, incubadas com tampao de amostra 2x com SDS e B-mercaptoetanol (30
min) e re-eletroforizadas sobre outro gel desnaturante. Os géis 2D foram corados

com azul de coomassie.
6.4 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE):

a) Foi utilizado o método 2D-PAGE parcialmente modificado por Gorg et al., (1980) e
Bjellqvist et al (1982), que consiste na aplicagdo de um gradiente de pH imobilizado
(IPG) gerado através da polimerizagdo de anfdlitos quimicos com a matriz de
acrilamida sobre uma tira plastica (“strip” - Amersham-Pharmacia). Uma aliquota da
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amostra foi diluida em tampao de re-hidratagdo, contendo CHAPS 2%, uréia 8M,
DTT 0,2%, anfdlitos 0,5% (pH 3-10/ 4-7) e azul de bromofenol 0,002%, até o volume
maximo de 125 mL. Apo6s a re-hidratacdo dos “strips” de 7 cm (IPG 3-10 e 4-7), a
eletrofocalizagéo foi realizada num sistema de focalizacao IPGphor® (Amersham-
Pharmacia), até aproximadamente 28.000 Vh™'. Apés a primeira dimensao, as tiras
foram incubadas em 2 tampdes de equilibrio: um para reducédo e o segundo para
alquilacao das proteinas. Na primeira etapa de equilibrio, foi utilizado tris HCI 50 mM,
pH 8.8, uréia 6M, glicerol 30%, DTT 1% por 15 min. Para o segundo equilibrio se
utilizou o0 mesmo tampao com iodoacetamida a 2,5% no lugar do DTT (15 min). Na
segunda dimensao, cada tira foi colocada no topo de um gel de poliacrilamida 12% e
selada com agarose 0,5% em tampao de corrida 10 vezes concentrado para SDS-
PAGE (Tris HCI 250 mM pH 8,3, glicina 14,2%, SDS 1%) e azul de bromofenol. Apds
a solidificacdo do agar as proteinas foram submetidas a uma eletroforese usando-se
um sistema vertical (BIORAD lll) sob voltagem constante de 120 V.

b) O protocolo de focalizacdo isoelétrica manual, segundo a técnica de O'Farrel
(1975) original, consiste na preparacao do gel de focalizacdo (12 dimenséo). Para um
gel de 0,5mL, foram misturados 0,146 mL da solucdo A (acrilamida 28% +
bisacrilamida 0,74%), 0,016 mL de anfélitos pH 3-10 (Bio Rad), 0,031 mL da amostra
em tampao Tris-HCI 30mM pH 8,5, Triton X-100 2%, uréia 8M e DTT 30mM, 0,078
mL da solugéo F (riboflavina 0,004%), 0,0004 mL de persulfato de aménio 6% e
0,0004 mL de TEMED. Completar o volume até 0,5 mL com agua deionizada.

Foi gerado um gel em tira através da polimerizagcdo de um gradiente de
anfélitos de pH 3-10 com a matriz de acrilamida e a amostra, para a focalizacao
isoelétrica a baixa voltagem (~100V, 5hs, 4°C). Foi utilizado acido ortofosférico 0,2%
no anodo e hidréxido de sodio 0,28% como solucao catodo. A segunda dimenséo foi
realizada em géis 12% de acrilamida com SDS 0,1%, sob voltagem constante de
120V.
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7. Purificacao das proteinas espermaticas de géis de poliacrilamida

As proteinas espermaticas foram selecionadas para a purificagao por
sua marcacao SH-positiva. Os espermatozéides da cauda do epididimo foram pré-
tratados com DTT 1 mM (10 min) e incubados com monobromobimane como descrito
anteriormente. As células foram divididas em cabecas e flagelos que,
separadamente, foram sonicados (6x/30s, em gelo) a 10 Watts (RMS). As amostras
foram centrifugadas a 5.000xg por 30 minutos e o sobrenadante, submetido a um
SDS-PAGE. Apéds a observagédo do gel sob luz UV, as bandas fluorescentes foram
cortadas do gel e incubadas por 30 min em tampao de amostra duas vezes
concentrado acrescido de B-ME a 10%. Em seguida, cada banda sofreu,
individualmente, uma segunda eletroforese num gel de poliacrilamida com SDS. Os
géis foram observados sob UV e corados com azul de coomassie. As bandas
purificadas foram analisadas por espectrometria de massas MALDI ToF-ToF e as

imagens foram analisadas densitometricamente.
8. Coloracao dos géis por impregnacao por prata

Os géis corados por prata seguiram o protocolo descrito por
Shevchenko et al. (1996). O gel foi banhado com metanol 50% e acido acético 5%
por 20 min, e logo, com metanol 50% por 10 min, para a fixacdo das proteinas.
Lavou-se o gel em agua deionizada por no minimo 2 horas. Apds esse periodo, o gel
foi tratado com tiosulfato de sodio 0,02% (1 min), lavado com agua deionizada (1
min) incubado com nitrato de prata 0,1% (20 min; 4°C). A revelacao das proteinas foi
feita com uma solucao de carbonato de sédio 2% com formaldeido a 0,15%. Para
parar a revelacao foi utilizado acido acético 5%.

9. Analise Densitomeétrica

Todos os géis obtidos foram escaneados/fotografados e suas imagens
foram analisadas densitometricamente. As analises da mobilidade eletroforética (Rf)

e a quantificacdo da massa molecular relativa das bandas protéicas foram realizadas
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mediante o programa computacional “gel perfect” (Bozzo e Retamal, 1991). O
programa armazena as imagens em um formato TIF a 400dpi. O programa baseia-se
no principio da conversao dos diferentes tons de cinza em tons de cores, mediante
um algoritmo matricial, atribuindo-se os valores de 0% ao fundo do gel
(“background”) e 100% para pontos mais intensos. As andlises dos géis 2D foram
realizadas pelo programa Phoretix 2D (versdo 2004) que quantifica o numero e a
concentragao relativa das manchas de proteinas, bem como determina a massa

molecular e o ponto isoelétrico em acordo com as referéncias utilizadas.
10. Analise de Proteinas por Espectrometria de Massas MALDI ToF-ToF
10.1 Digestao enzimaica das proteinas dos géis 1D e 2D

Os spots selecionados para analise por espectrometria de massas
foram retirados dos géis, com ajuda de uma ponteira para micropipetas cortada
(correspondente ao tamanho das manchas), colocados em tubos de microcentrifugas
livres de contaminantes e lavados com agua deionizada. Os géis corados por prata
foram descorados com uma solucao 1:1 de tiosulfato de s6dio 100 mM e ferricianeto
de potassio 30 mM, trocada apdés 10 minutos. Logo, os fragmentos de gel foram
lavados com agua deionizada trés vezes. Ja os géis corados com azul de coomassie
foram lavados com bicarbonato de aménio 25mM e acetonitrila (ACN) 50% (3x / 15
min). Apos a lavagem, os pedacos de géis foram tratados com ACN 100% por 5 min
e desidratados no Speed Vac Plus SC110A (Savant) por 30 minutos. As proteinas
foram digeridas com tripsina 20 ug/mL em bicarbonato de aménio 50 mM pH 8,0 por
16-24 horas a 37°C. Para a extracao dos peptideos tripticos, foram adicionados ~30
UL (volume para cobrir o gel) de TFA 0,1% no tubo que foram mantidos sob agitacao
por 60 minutos. A solucdo contendo peptideo foi colocada em um novo tubo e
repetiu-se o processo. A amostra foi desalinizada e concentrada usando resina de
fase reversa C-18 fixadas em ponteiras para micropipetas (ZipTips® C18 -
Millipore/Eppendorf) e armazenada em freezer a - 20 °C para andlises em

espectrémetro de massas.
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10.2 Espectrometria de massas e identificacdo das proteinas

Para as analises dos peptideos foi utilizado um espectrémetro de
massas MALDI ToF-ToF (“Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time of
Flight — Time of Flight”) (4700 - Applied Byosistems) localizado no Instituto Oswaldo
Cruz (FioCruz) e disponibilizado pela Rede Proteémica do Rio de Janeiro. Para a
obtencdo dos espectros de massas, 0,5 ul de cada amostra de peptideos tripticos
foram adicionados na placa de MALDI junto com 0,5 ul de matriz 1 alfa-ciano-4-
hidroxi-acido cinamico e co-cristalizados ao ar. Uma lista de massas (PMF - Peptide
Mass Fingerprint) dos peptideos tripticos foi gerada por MALDI-ToF-MS nas
seguintes condi¢des: faixa de massa (900 — 4000 Da), 1600 disparos de laser por
espectro. O PMF gerado para cada amostra de peptideos tripticos, ap6s analise dos
espectros e retiradas de massas contaminantes, foi confrontado com massas de
peptideos tripticos depositadas no banco de dados NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov),
usando o programa Protein Prospector® (MS fit), que determina e classifica os
resultados por homologia. Os parametros empregados foram os seguintes:

DNA frame translation: 3
Missed cleavages: up to 2
Cys modification : carbamidomethylation
Possible modifications: carbamidomethyl
oxidation (M)
phospho (ST)
pyro-glu (N-term Glu)
Minimum number of peptides required to match: 2
Mass tolerance: 50 ppm
Peptide masses are: monoisotopic

As amostras tripsinisadas também foram sequenciadas por MALDI ToF-
ToF no modo MS/MS. Foram utilizados 2400 disparos de laser / espectro no modo
PSD (post source decay). Os espectros foram analisados usando o programa
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computacional Mascot (Matrix Science) com o bando de dados NCBI. As sequiéncias
obtidas também foram analisadas através do “blastp” (NCBI), para comparagdo com

as sequéncias de proteinas conhecidas e confirmacao das identificacées obtidas.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Andlise protedmica das proteinas totais de espermatozoéides epididimarios

5.1.1 SDS-PAGE

A analise eletroforética em condicbes desnaturante (SDS-PAGE) das
proteinas obtidas do homogeneizado total de espermatozéides epididimario de
equinos, apresentou um perfil protéico contendo vérias bandas de diferentes
intensidades entre 110 e 10 kDa, apo6s coloragdao do gel com azul de coomassie.
Algumas delas mostraram mobilidade eletroforética e concentragao relativa similar
nos espermatozéides obtidos das regides epididimarias de cabeca proximal, distal,
corpo e cauda. Outras somente foram detectadas em espermatozéides maduros,
existindo também bandas de maior intensidade nas células obtidas das regides mais
distais deste 6rgao (Fig. 3). A concentragao relativa de cada banda em relacdo ao
total de proteinas por canal foi determinada densitometricamente. As bandas
majoritarias nas regides de cabeca proximal, corpo e cauda apresentaram massas
moleculares aproximadas de 63 e 44 kDa. A analise densitométrica dessas bandas
revelou que ha um aumento da concentragéo relativa da banda de 63 kDa enquanto
a banda de 44 kDa se mantém estavel nas quatro amostras analisadas. Outras
bandas analisadas também sofreram alteracdes de concentracdo nas amostras
obtidas das diferentes regides do epididimo, entre elas estd uma banda maior de 200
kDa que diminui em direcao a cauda do epididimo, e outras duas na faixa de ~30 e
81 kDa que aumentam sua concentracdo na regiao da cauda epididimaria (Fig. 3).
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Figura 3: SDS-PAGE de proteinas de espermatozbides epididimarios. A)

Espermatozéides obtidos das regides de cabeca proximal (1), cabeca distal (2),

corpo (3) e cauda (4) do epididimo. B) Densitograma correspondente ao gel A.
5.1.2 2D-PAGE / Espectrometria de massas MALDI ToF-ToF

O estudo inicial de separagao e identificagdo das proteinas espermaticas, utilizando
2D-PAGE e espectrometria de massas foi realizado com o extrato total de
espermatozoides epididimarios. Usando um gradiente de pH imobilizado (IPG) de 3-
10, foram observadas algumas diferencas entre as amostras obtidas das quatro
regides epididimarias (cabeca proximal, cabeca distal, corpo e cauda), entretanto o
padrao de distribuicdo das cadeias polipeptidicas foi altamente conservado. Em
todas as amostras os polipeptideos se dispuseram, principalmente, entre o pH 5 e
7,5 e pH 9-10 dentro da faixa de massa molecular de 107 a 15 kDa. Dentre os
“spots” revelados nos géis, pelo menos 13 regides com manchas se repetem em
todas as 4 amostras espermaticas analisadas. As maiores diferengas ocorreram na
regiao de peptideos e polipeptideos até aproximadamente 43 kDa (pH5-6). Nessa
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regiao foi observado o desaparecimento/reducao de um “spot” (41 kDa) em
espermatozoides maduros da cauda que estava fortemente corado na amostra
obtida da cabeca proximal (Fig. 4A, D). Em espermatozdides da cabeca proximal
foram encontradas aproximadamente 63 manchas de proteinas estando a maioria ao
redor do pH 6 e na faixa entre 75 e 30 kDa. 46 “spots” foram selecionados para
espectrometria de massas MALDI ToF-ToF no modo MS (PMF) e MS/MS
(sequienciamento), dessas, 12 foram parcialmente seqlenciadas e identificadas. O
espectro PMF das amostras CBP3, CBP5, CBP8 e CBP11 se mostrou similar e trés
peptideos tripticos (m/z= 1471,94, 1600,7 e 1742,01) foram sequenciados nestas
amostras (Fig. 5). Foram obtidos resultados confiaveis apenas com a analise, no
banco de dados, das sequéncias obtidas pela espectrometria de massas MS/MS
(Tabela 3). As proteinas encontradas pertencem ao grupo das proteinas estruturais
de origem flagelar: proteinas das fibras densas externas 2. A analise espectrométrica
das outras amostras de espermatozoides da cabecga proximal identificou as a e B-
tubulinas, proteinas dissulfeto isomerase e uma enzima similar a NADPH flavina-
oxidoredutase (Fig. 4A — Tabela 4).

Em espermatozdides da regido de cabeca distal do epididimo, a
eletroforese bidimensional revelou ~53 “"spots”, dos quais 46 foram analisados por
espectrometria de massas MS e MS/MS, e desses apenas 9% foram sequienciados e
identificados com sucesso. As amostras apresentaram um espectro PMF similar que
apos o seqglienciamento (MS/MS) dos trés peptideos tripticos mais intensos (m/z=
1600,7, 1609,7 e 1685,8) revelou homologia com as proteinas das fibras densas
externas 2 localizadas no flagelo esperméatico (Fig. 6 — Tabela 3). Na separacao
eletroforética 2D-PAGE, a maior concentracao de “spots” foi encontrada na regiao
entre 78-35 kDa, e pH 5-7 (Fig. 4B).
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Figura 5: Espectro “peptide mass fingerprint” (PMF) da amostra CBP5 do extrato total
de espermatozoides de cabeca proximal do epididimo.
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Figura 6: Espectro “peptide mass fingerprint” (PMF) da amostra CBD1 do extrato total

de espermatozoides de cabeca distal do epididimo.
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Em espermatozoéides do corpo epididimario, mais do que nas amostras
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5.2 - Deteccao de proteinas tidis (SH) de espermatozoéides epididimarios
5.2.1 SDS-PAGE

O tratamento dos espermatozdides com mBBr, reagente que detecta grupos SH,
revelou diversas bandas protéicas fluorescentes (pelo menos 10 bandas) apds uma
eletroforese unidimensional desnaturante (Fig. 7). As bandas com massas
moleculares proximas de 111, 88, 72, 61, 27 kDa e menores de 14 kDa foram as
mais intensamente marcadas nas amostras obtidas das 3 regiées epididimarias
avaliadas neste experimento (cabeca proximal, corpo e cauda). Quando tratados
previamente com DTT, as proteinas dos espermatozdides da cauda epididimaria
apresentaram um forte aumento da marcacéao fluorescente (grupamentos tidis) se
comparadas com as amostras obtidas da cabeca proximal do epididimo, onde isso
nao ocorreu (Fig. 7, 8). Esse fen6bmeno ocorreu em peptideos até 35 kDa,
principalmente com as proteinas de 26-29 kDa que apresentaram redugao clara da
fluorescéncia em relacdo a quantidade de proteina, indicando um processo de
oxidagao (Fig. 8). A razdo fluorescéncia/proteina para a banda de ~88 kDa sem
tratamento com DTT se manteve alta em todas as 3 amostras, indicando que essa
proteina é altamente sulfidrilada e que seus grupos SH permanecem na forma
reduzida durante o trafego epididimario (Fig. 8). Através da analise densitomérica
das areas fluorescentes foi possivel verificar que ap6és o tratamento dos
espermatozoides com DTT o aumento da fluorescéncia foi 2 vezes maior nas bandas

de maior mobilidade eletroforética (~30—10 kDa) (Fig. 9).
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Figura 7: Eletroforese das proteinas de espermatozéides epididimarios em géis de
acrilamida 12% com SDS 0,1%. Células espermaticas obtidas das regides de cabeca
proximal, corpo e cauda epididimaria, com (+) e sem (-) tratamento com DTT
previamente a marcacao de grupos SH.
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Figura 8: Analise densitométrica das proteinas coradas com azul de coomassie (A)
de espermatozoides epididimarios e sua marcacao-SH fluorescente correspondente
(B) com e sem pré-tratamento com DTT.
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Figura 9: Perfil densitométrico da fluorescéncia (mBBr) das proteinas de
espermatozoides da cauda e a proporcionalidade entre as areas.

Também foi verificada a presenca de proteinas tidis positivas na fracao
nuclear espermatica. Foi detectada, em géis uréia-acido, uma banda de mobilidade
eletroforética 0,94. Eletroforese 2D do gel 4cido no meio de um gel desnaturante,
com e sem tampdo de amostra contendo SDS, mostrou que essa proteina migra
para o pélo positivo na primeira situacao, e para o pélo negativo sem o detergente
(dados ndao mostrados). Esse resultado indica que as proteinas presentes no gel
acido sdo carregadas positivamente (basicas) e o SDS, impondo sua carga negativa,
anula as cargas intrinsecas das proteinas. Estudos preliminares mostram que esta
banda tem 48% de identidade com a protamina 2 de E. caballus (dados nao
mostrados).

5.2.2 2D-PAGE (O'Farrel, 1975)

Para a deteccao de marcacao fluorescente de proteinas tiéis com mBBr
apos eletroforese bidimensional, foi realizada a focalizagédo isoelétrica das proteinas,
utilizando um gradiente de anfélitos de pH 3-10, segundo O’Farrel, (1975). A
utilizacdo desta técnica modificada posteriormente por Gorg et al. (1980) e Bjellgvist
et al. (1982) nao preservou a marcacao fluorescente apds a eletroforese
bidimensional. Nosso resultado mostrou a preservacdo da marcacdao dos

grupamentos tidis apds a focalizagdo (1D) e eletroforese desnaturante (2D) (Fig. 10).
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Apesar de nao ter formado o gradiente de pH desejado (3-10), foi possivel observar
uma marcacao fluorescente intensa com ponto isoelétrico 6,5, no gel de focalizagao
(Fig. 10A). No gel SDS, visualizado sob luz UV, foram encontradas algumas
marcacoes de diferentes intensidades e pesos moleculares principalmente na regiao
entre 75-105 kDa (Fig. 10B). Quando corados por impregnacdo por prata nao se
observou uma marcagao importante de proteinas nas regides tidis positivas (Fig.
10C). Devido as limitagcdes impostas por esta técnica, a detec¢do de grupos SH foi
realizada apenas por eletroforese desnaturante unidimensional (Laemmli, 1970).

MM (kDa)
205

Figura 10: 2D-PAGE (O’Farrel, 1975) com focalizagdo isoelétrica manual de
proteinas de espermatozéides da cauda epididimaria. (A) Fluorescéncia (imagem
invertida) do gel de focalizagdo (1D). B) Fluorescéncia (imagem invertida) do gel
desnaturante (2D). C) Gel 2D corado por prata.
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5.3 - Analise das proteinas das fracoes de cabeca e flagelo espermaticos
5.3.1 Detecgéo e purificagcdo de proteinas tiois de géis de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Devido a predominéancia de proteinas de origem flagelar encontradas na analise 2D

do extrato total do espermatozdide epididimario foi realizado o mapeamento (SDS-
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Figura 11: Eletroforese desnaturante das proteinas de espermatozdides da cauda
epididimaria em géis de acrilamida 12%. A) Fracdes de cabeca e (B) flagelo
espermaticos. | — Marcacao-SH fluorescente (mBBr); Il - Proteinas (azul de
coomassie). As bandas tidis-positivas (C - cabecas; F - flagelos) foram purificadas.
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Banda MM 1D MM

(kDa) Purificada
(kDa)
1C 15,5 13,5
2C 19,5 56
3C 25,5 84,6
4C 31 66,2
5C 51 129
6C 67 108
7C 76 63
8C 96,5 79
9C 225 225

Tabela 1: Bandas ti6is positivas da amostra de cabecas de espermatozoides da
cauda epididimaria com suas respectivas massas moleculares na primeira dimensao

e apos sua purificacao.

Ap6s a segunda eletroforese, as bandas tidis positivas mantiveram a
marcacao SH, porém algumas bandas apresentaram alteragcdo em suas mobilidades
eletroforéticas e consequentemente em suas massas moleculares (Figura 12 -
Tabela 1). O aumento das massas moleculares ap6s a purificacao provavelmente se
deve a unido de componentes presentes ha mesma banda pela oxidacdo de seus
grupos SH. As 9 proteinas purificadas, obtidas das cabecas dos espermatozéides,
foram preparadas para espectrometria de massas, mas apenas a 6C foi parcialmente

sequenciada e identificada com sucesso, como uma o-tubulina (Fig.13 - Tabela 3).
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Figura 12: Purificacdo e deteccdo de proteinas tidis da regido da cabeca
espermatica. |- fluorescéncia da amostra bruta em SDS-PAGE 12% (A-H); lI- imagem
invertida da fluorescéncia das bandas isoladas em SDS-PAGE 15% (A-E) e 12% (F-
H). lll- igual a (Il), corado com azul de coomassie.

45



Figura 13: Purificacao e identificacdo da proteina de 67 kDa da cabeca espermatica.
A) Purificagdo da banda 6C. |- fluorescéncia da amostra bruta em gel de
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2). Todas foram preparadas para a analise no espectrémetro de massas MALDI ToF-
ToF MS e MS/MS.

1F

i
"—» 191 kDa

& — 97 kDa

Figura 14: Purificacdo e deteccdo de proteinas tidis dos flagelos espermaticos. |-
fluorescéncia da amostra bruta em SDS-PAGE 12% (A-F); Il- fluorescéncia das
bandas isoladas em SDS-PAGE 10% (A,B), 12% (C,D,E) e 15% (F). lll- igual a (II),
corado com azul de coomassie.
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Banda MM 1D MM
(kDa) Purificada

(kDa)
1F 206 191
oF 107 97
3F 76 63
4F 63 73
5F 43 43
6F 38 38
7F 25 23,6
8F 225 22
oF 17 15,5
10F 15,5 12,5

Tabela 2: Bandas tibis positivas da amostra de flagelos de espermatozéides obtidos
da regido da cauda epididimaria com suas respectivas massas moleculares na

primeira dimensao e apds sua purificacao.

Apesar de nao ter identificado nehuma proteina, a analise das bandas
1F, 2F, 3F, 4F e 9F apresentou um bom espectro de massas de peptideos tripticos
(PMF) e um bom espectro de sequenciamento (MS/MS) para cada amostra.
Segundo essas analises, as bandas 1F, 3F e 4F parecem conter as mesmas
proteinas, uma vez que apresentaram um espectro PMF similar. A amostra 6F foi
identificada como uma gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (Fig. 15), e na banda 7F
foram encontradas uma triose fosfato isomerase e uma proteina de canal aniénico
dependente de voltagem (Fig. 16 — Tabela 3). Ainda foram identificadas uma
glutationa S-transferase e uma o-globina na amostras 8F e 10F, respectivamente
(Figuras 17 e 18 — Tabela 3). As massas moleculares tedricas e experimentais

dessas proteinas estao expostas na tabela 4.
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Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
FONTE: gi[f56766284|pdhl1USFIR

EFGYSHR v —s G3PDH (NCBI)
WYDNE GYS — améstraE (MSTS

{

Figura 15: Purificacao e identificacao da proteina de 38 kDa do flagelo espermatico.

A) Purificagdo da banda 6F. | - fluorescéncia da amostra bruta em gel de
poliacrilamida 12%; Il - fluorescéncia da banda purificada em gel de poliacrilamida
12% desnaturante. Ill- igual a (Il), corado com azul de coomassie. B) A estrutura

tridimensional da G3PDH (gi|75765284|pdb|1U8F|R). C) Alinhamento da seqiiéncia
aminoacidica depositada no banco de dados com a sequiéncia de um peptideo obtida

por espectrometria de massas MSMS.
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Figura 16: Purificacdo e identificacdo da proteina de 25 kDa do flagelo espermatico.

A) Purificacdo da banda 7F. | - fluorescéncia da amostra bruta em gel de
poliacrilamida 12%; Il - fluorescéncia da banda purificada em gel de poliacrilamida
12% desnaturante. lll - igual a (ll), corado com azul de coomassie. B) A estrutura

tridimensional da TPl (gi|66360365|pdb|1WYI|A). C) Alinhamento das sequéncias
aminoacidicas depositadas no banco de dados com as seqiéncias de dois peptideos
obtidas por espectrometria de massas MSMS referente a regiao destacada em (B).

D) Segunda proteina identificada na banda 7F.
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Glutationa S-transferase

Figura 17: Purificacdo e identificacdo da proteina de 22,5 kDa do flagelo
espermatico. A) Purificacdo da banda 8F. | - fluorescéncia da amostra bruta em gel
de poliacrilamida 12%; Il - fluorescéncia da banda purificada em gel de poliacrilamida
12% desnaturante. Il - igual a (IlI), corado com azul de coomassie. B) A estrutura
tridimensional da GST (gi|5822513|pdb|3GTU|D). C) Alinhamento da seqléncia
aminoacidica depositada no banco de dados com a sequiéncia de um peptideo obtida
por espectrometria de massas MSMS.
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.—- 10,5 kDa

10F +—

Figura 18: A) Banda 10F em (l), (ll) e (lll). I - fluorescéncia da amostra bruta em gel
de poliacrilamida 12%; Il - fluorescéncia da banda purificada em gel de poliacrilamida
15%. Il - igual a (Il), corado com azul de coomassie. B) A estrutura tridimensional da
proteina identificada. C) Alinhamento da sequiéncia aminoacidica depositada no
banco de dados com a seqiiéncia de um peptideo obtida por espectrometria de
massas MSMS.
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5.3.2 2D-PAGE

Os espermatozéides maduros, obtidos da regido da cauda do epididimo, divididos
em cabeca e flagelo, também foram analisados, através de 2D-PAGE e

espectrometria de massas.

As proteinas das cabecas espermaticas apresentaram uma distribuicao
diferente das amostras de flagelo apéds a eletroforese bidimensional, assim como em
SDS-PAGE. Para obter melhor resolucao e separacao dos “spots”, foi utilizado um
gradiente de pH mais estreito (IGP 4-7), na focalizacdo isoelétrica das proteinas. Os
géis obtidos a partir do homogeneizado das cabecas espermaticas apresentaram um
menor numero e concentracdo de manchas quando comparados com os géis de
proteinas dos flagelos dos espermatozéides. No primeiro, foram observadas
aproximadamente 24 spots estando sua grande maioria localizada entre os pHs 5-7 e
55-21 kDa ( Fig. 19A). Um pequeno grupo de proteinas de pl 4,0-4,3 e 16,5-15 kDa
também foi detectado. Ja na amostra flagelar, foram detectados em torno de 29
“spots” entre os quais se observaram 2 formacbes principais em trilhos: uma de
maior massa molecular (52 kDa) e a segunda, na linha de 24 kDa (Fig. 19B). No
primeiro trilho, as manchas estavam distribuidas entre os pHs 5,0-5,5 € no segundo,
0s 7 spots apresentaram pls entre 5 e 7. As proteinas flagelares, comparadas as
obtidas da fracdo de cabecas de espermatozdides, tiveram uma distribuicdo mais
ampla em relacédo ao ponto isoelétrico (4,5 - 7) e massa molecular (66-15 kDa), como

pode ser observado na figura 23.
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Figura 19: 2D-PAGE de proteinas da fracdo das cabecas (A) e flagelos (B) de
espermatozoides da cauda epididimaria.
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5.4 - Anadlise proteomica das fracées enriquecidas em membranas

espermaticas

5.4.1 SDS-PAGE

Visando caracterizar e identificar as proteinas pertencentes a superficie dos
espermatozoides, as cabecas das células espermaticas foram processadas com o
objetivo de se obter uma fracdo enriquecida em membranas. As proteinas
sobulizadas em Triton X-100 (MP1-MP2) e SDS (MP3) foram submetidas as técnicas
eletroforéticas 1D e 2D. O perfil eletroforético unidimensional entre as amostras MP1,
MP2 e MP3 foi bastante semelhante, tanto em géis de poliacrilamida 10% ou 15%

(Fig. 20). Aproximadamente 90 pg de proteinas, de cada amostra, foram carregados
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Figura 20: Eletroforese desnaturante de fracdes enriqguecidas em membranas

espermaticas. SDS-PAGE 10% (A1) e 15% (A2) e os densitogramas respectivos (B1
e B2). BSA (1) 10 ug BSA; (2) 20 ug BSA; (3) 30 ug BSA; (4) 40 ug de BSA por

canal.

5.4.2 2D-PAGE / Espectrometria de massas MALDI ToF-ToF

Apoés a segunda dimensao, foram observadas ~17 manchas bem coradas entre
aproximadamente 40 reveladas com azul de coomassie (Fig. 21). Nos géis contendo
a mesma amostra (Figura 21A-B), as proteinas se distribuiram principalmente entre
0s pHs 4,0-5,5 e massas moleculares de 60-23 kDa. Dois “spots” de 25kDa (pl 4,1 e
4.5) se destacaram pela sua alta concentracdo relativa em todos as repeticoes
realizadas. Eles fazem parte de uma sequéncia de ~6 proteinas dispostas em trilhos
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de isoformas (Fig. 21B). No total, 9 manchas foram selecionadas para andlise por
MALDI ToF-ToF, pelo critério de concentracdo de proteinas, entre elas as duas
majoritarias de 25 kDa. O resultado da espectrometria de massas (MSMS) identificou
essas duas proteinas como isoformas da triosefosfato isomerase (Fig. 21 — Tabela
3).

pH
4% 4% B ) %.0 6.5 7.0
| I | |
! ! 1 I | I I |
0.0 - —' MM
0.1 - _75

0.2 -

Figura 21: 2D-PAGE de proteinas de fracdes enriqguecidas em membranas
espermaticas nao delipidadas (A ) e apds o processo de delipidacao (B) . Proteinas

identificadas por espectrometria de massas em (A).
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A eletroforese 2D da amostra enriquecida em membrana que foi
previamente delipidada com metanol/acetona apresentou algumas mudancas em
relacdo aos pontos isoelétricos das proteinas. O numero e concentracdo das
manchas foram similares tanto em MP1 como em MP2, porém a distribuicdo das
proteinas tendeu para a regiao menos acida do gel (pH 5-6) (Fig. 21B). Também,

houve um ganho de resolucédo/separacdo dos “spots” em relacdo a amostra nao
delipidada.

Amostra Froteina identificada  SeqUéncia aminoacidica dos peptideos
tripticos (MALDI ToF-ToF - MSMS)
CBP1 Provavel NADPH EQVIVLAK
flavina oxidoretutase
BP9, BC a-Tubulina AVFVDLEPTVVDEVR
CBP2, CBFY, B-Tubulina FPGQLNADLR
CBP10
CBP3, CBPF5, Proteina das fibras KMNIDLTAINSDLR
CBP8. CBP11, densas externas 2 TRELEADEY ALQLER
%BB%;- %BB%i- DKGDLELEIIVLNDR
' LAECQDALQAGYER
QATAEYSAFKLENER
CBP4, CEFS, Proteina dissulfeto VDATEESDLAQOY GV
CBP12 Isomerase ILFIFIDSDHTDNQR
BF Gliceraldeido 3 LTGMAFR
fosfato desidrogenase YDSTHGR
LAQPAPYSAIK
LISWYDNEYGYSHR
TF, MG, M7 Triose fosfato FRYGGNYYI
isomerase RHVFGESDELIGQK
TATPQQACQEVHEK
TF Canal anidnico LSQNMNFALGYK
dependente de VNNASLIGLGY TQTLRPGY
voltagem
8F Glutationa S- FSWRAGER
transferase ITOQSHAILR
YTCGEAPDYDR
10F a-Globina DFTPELGASY QK
VGGHAGEFGAEALER

Tabela 3: Sequiéncia de aminoacidos dos peptideos tripticos obtidas a partir da
espectrometria de massas MALDI ToF-ToF (MSMS), e as proteinas identificadas

pela analise no banco de dados NCBI.
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5.5 - Estudo dos estados de agregacao das proteinas espermaticas
5.5.1 Eletroforese bidimensional nativo-desnaturante

As eletroforeses das proteinas espermaticas em condicdes nativas mostraram varias
bandas protéicas, entre as quais 3 bandas majoritarias se destacaram (Rf 0,02, 0,39,
0,68) (Fig. 22A). Eletroforeses bidimensionais de proteinas de espermatozéides (da
regiao de corpo epididimario) em gel nativo seguido do desnaturante tiveram como
objetivo determinar as massas moleculares (em presenca de SDS) dessas proteinas
e verificar a presenca de outros componentes nas mesmas bandas. A banda de Rf
0,02, ap6s a segunda dimensao no gel desnaturante (corado por prata), revelou
algumas manchas com diferentes mobilidades eletroforéticas. A andlise
densitométrica dessa regidao detectou dois componentes principais com massas
moleculares de aproximadamente 87 kDa e 189 kDa (Fig. 22B). A segunda banda de
mobilidade eletroforética intermediaria (Rf 0,39) no gel nativo revelou uma proteina
de 70 kDa e outra menor de aproximadamente 30 kDa. A banda mais intensa (Rf
0,68) do gel nativo, quando submetida a uma eletroforese desnaturante apresentou
uma massa de 73 kDa. A analise densitométrica mostrou a existéncia de outro pico
na mesma dire¢ao, porém com maior migracao no gel 2D, podendo se tratar de uma
proteina com pequena massa molecular presente na mesma banda (Fig. 22B). Uma
vez obtidas as massas moleculares desnaturadas das proteinas majoritarias no gel
nativo, verificamos supostos estados de agregacao entre essas macromoléculas, e

seus pesos moleculares nativos.

5.5.2 Re-eletroforese de bandas nativas em géis nativos poro transverso e

determinacdo das massas moleculares nativas das proteinas

As bandas eletroforéticas majoritarias de Rf 0,39 e 0,68 foram
submetidas a uma segunda eletroforese também em condicbes nativas num gel com
gradiente de concentracdo de acrilamida (6%-18%) transversal (poro transverso)
(Fig. 23). A banda de Rf 0,39 (banda A), quando submetida a eletroforese 2D em gel

nativo poro transverso, revelou duas bandas muito préximas, uma mais intensa e
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outra mais fraca que se cruzavam ao longo da faixa de acrilamida de 7 a 16% (Fig.
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Os graficos de Ferguson foram desenhados a partir do logaritmo dos
valores de mobilidade eletroforética da proteina [100 x log (100xRf)] versus a
concentracdo de acrilamida. Os coeficientes angulares das retas geradas foram
utilizados para inferir a massa molecular baseado nas retas obtidas a partir dos
experimentos realizados com proteinas de massas conhecidas (padrdao). Desta
forma, foi demonstrado que as duas bandas que se cruzavam, encontradas no gel
2D oriundas da banda A (Rf 0.39), apresentaram massa molecular nativa de 66 e 94
kDa. Ja a analise da banda B (Rf 0.68), mostrou que a proteina principal tem uma
massa molecular nativa de 66 kDa (Fig. 24).
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Figura 24: Graficos de Ferguson. Proteinas em gel nativo de espermatozéides
epididimarios de corpo (Rf 0,39 e 0,68).
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5.5.3 Participacao das pontes dissulfeto na migracdo das proteinas espermaticas em
géis bidimensionais SDS-SDS

Para verificar a participacdo de ligacoes dissulfeto nos provaveis
agregados moleculares, as proteinas espermaticas da cauda do epididimo foram
separadas em uma eletroforese bidimensional desnaturante (SDS-SDS), tanto na
presenca como na auséncia do agente redutor B-mercaptoetanol. Ap6s a coloragéo,
com azul de coomassie, do gel 2D contendo as proteinas tratadas com -
mercaptoetanol, foram revelados pontos fora da reta esperada, indicando que a
reducao de pontes S-S alterou o padrdao de migracao de algumas proteinas (Fig. 25).
As andlises densitométricas dos géis com as amostras tratadas com B-ME revelaram
que as proteinas principais que tiveram seu padrdao de migragdo alterado
apresentaram massas moleculares proximas de 71 kDa. Também foi detectada uma
mancha de 24 kDa abaixo da proteina de 71 kDa indicando que estas proteinas
teriam migrados juntas na primeira dimensao ligadas por pontes dissulfetos (Fig. 26).
Este resultado também sugere que essas proteinas poderiam ser estabilizadas por
ligacbes S-S internas e que sua reducao alteraria o volume molecular e,

consequentemente, sua migragao eletroforética.
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Figura 25: Eletroforese Bidimensional SDS-SDS de proteinas de espermatozdides da
cauda epididimaria. A) Primeira dimensao (SDS-PAGE 12%) sem B-mercaptoetanol;
B) Segunda dimensdo (SDS-PAGE 12%) na presenca (1) e na auséncia (2) do

agente redutor.
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Figura 26: Gel Bidimensional SDS-SDS de proteinas de espermatozéides da cauda
epididimaria com pB-mercaptoetanol. Em destaque as massas moleculares das

manchas que migraram fora da reta.
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6 - DISCUSSAO

As diferencas observadas entre os perfis protéicos de espermatozéides
coletados das diferentes regides do epididimo corroboram dados prévios que indicam
alteracoes da estrutura macromolecular do gameta durante o processo de maturacao
espermatica (Lopez e de Souza, 1991; Retamal et al.,, 2000a). Clivagem e
remodelacdo de proteinas integrais da membrana espermatica sdo alguns
mecanismos responsaveis pelas modificacdes sequiénciais que experimenta a
membrana do espermatozdide durante o percurso epididimario (Dacheux et al., 2003;
Tulsiani, 2003).

As diferencas entre as proteinas de espermatozéides obtidos das
diferentes regides epididimarias também abrangem o padrao tiél — dissulfeto dessas
moléculas. Verificou-se um conteudo menor de grupos tidis em proteinas de
espermatozdides da cauda comparados com as proteinas obtidas dos
espermatozoides da cabeca epididimaria. Este resultado sugere a oxidacdo desses
grupamentos SH durante a passagem do gameta pelo epididimo, o que ja foi
observado em outras espécies (Shalgi et al., 1989). Uma situacdo similar foi
observada nos grupos SH presentes nas protaminas do nucleo espermaético.
Resultados prévios mostraram que espermatozoéides epididimarios da regido da
cauda sdo mais resistentes a descondensacdo nuclear do que os da cabeca
epididimaria, quando tratados com agentes redutores de pontes S-S (Dias, 2004;
Dias et al, 2006). Esta estabilizagdo adquirida confere ao ndcleo uma maior
resisténcia durante seu percurso pelas vias seminais e no trato reprodutivo da fémea
e facilita a penetracao do espermatozdide a zona pelucida (Bedford e Calvin, 1974;
Dias, 2004). Os estudos de marcacdo de grupos SH em proteinas espermaticas
detectaram grande quantidade de grupamentos tibdis nas bandas com massas
moleculares aproximadas a 111, 88, 72, 61, 51, 27 e 13-7 kDa. Dados obtidos a
partir do tratamento dos espermatozéides com DTT, nos permitem sugerir que as
proteinas de 29 e 14 kDa tiveram seus grupos tidis oxidados em pontes S-S durante

a passagem do gameta pelo epididimo. E provavel que a propor¢do de dimeros em
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relacdo aos monémeros que, como observado em espermatozoides coletados do
corpo epididimario, ja € grande, aumente ainda mais em espermatozoides maduros
da cauda do epididimo por ligacdes dissulfetos inter-moleculares. Como foi detectado
na analise densitométrica, a area fluorescente das proteinas de espermatozéides da
cauda epididimaria praticamente dobra apds o tratamento com DTT (Figura 9). Esse
resultado nos leva a sugerir que aproximadamente 50% dos grupos SH das
proteinas espermaticas sdo oxidados principalmente durante a passagem dos
espermatozoides do corpo para a cauda do epididimo.

Os experimentos de deteccao de proteinas-SH em cabeca e flagelo dos
espermatozoides revelaram diversas bandas fortemente marcadas. Assim como no
homogeneizado de espermatozdides, as proteinas flagelares apresentaram uma
fluorescéncia mais intensa na regido de menor massa molecular (17-12 kDa) (Fig.
11). J&a na amostra de proteinas da cabeca, a marcacdo mais forte ocorreu na
proteina de 29 kDa. Esses dados, juntamente com a semelhanca entre o perfil
protéico de espermatozdides inteiros e flagelares, indicam que em um extrato

espermatico, essas proteinas representam a maioria das proteinas totais.

A variacdo de massa molecular (mobilidade eletroforética) encontrada
em algumas proteinas apds sua purificacdo em géis de poliacrilamida desnaturantes
ocorreu, tanto nas amostras de cabeca, como nas de flagelo. Uma vez que essas
proteinas purificadas sdo ricas em grupamentos SH, provavelmente ocorreu a
formacao de complexos entre elas pela oxidacao dos tidis em pontes dissulfeto. Na
amostra de cabeca espermatica, a banda 2C apresentou 19,5 kDa na primeira
dimensao e 56 kDa na segunda, o que seria explicado com o surgimento de um
trimero. A mesma hipdtese poderia ser considerada para a banda 3C, ja a condigao
de dimeros seria encontrada nas amostras 4C, 5C e 6C. Teoricamente, as condicoes
eletroforéticas (em presenca de SDS e -mercaptoetanol) foram as mesmas, porém
0 uso do agente redutor poderia ndo ser suficiente para manter o estado reduzido

dos grupos SH das proteinas em questao apo6s a re-eletroforese. As a-tubulinas,
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identificada na amostra 6C, apresentam as caracteristicas de se ligarem entre si ou a

moléculas semelhantes (B-tubulina) na polimerizagdo dos microtubulos.

As tubulinas sdo moléculas abundantes no flagelo espermatico onde
formam os microtlbulos do axonema. Porém nossas analises protebmicas
encontraram uma o-tubulina na amostra de cabecgas espermaticas. Em concordancia
com esse resultado, Dvorakova et al. (2005) demonstraram a presenca das trés
proteinas principais do citoesqueleto, actina, tubulina e espectrina, na cabeca do
espermatozoide. Foi também demonstrado mudancas na localizacao de proteinas do
citoesqueleto durante a reagdo acrossomal, principalmente no acrossoma apical com
posteriores mudancas no segmento equatorial e regiao pdés-acrossomal. Essas
observacdes apdiam a idéia de que as proteinas do citoesqueleto, como estruturas
altamente dindmicas, participariam nos processos pré-fertilizagdo (Dvorakova et al.,
2005).

Todas as identificacbes de proteinas presentes nete estudo foram
obtidas por espectrometria de massas MALDI ToF-ToF (MS/MS) através do

sequenciamento dos peptideos, garantindo grande confiabilidade e acuracia.

Na amostra de flagelo foram encontradas proteinas do metabolismo
primario (Ex.: gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase S), detoxificacdo celular
(glutationa S-transferase) e proteina envolvidas no transporte de moléculas (canal
aniénico dependente de voltagem 3), além de uma o-globina na banda 10F. E
provavel que a o-globina pertenca as células vermelhas sanguineas, que
eventualmente contaminavam a amostra na obtencdo dos espermatozdides do

epididimo.

A localizacdo das enzimas glicoliticas, gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (banda 6F) e da triose fosfato isomerase (banda 7F), na fracao
flagelar estd em acordo com a presenca da bainha mitocondrial na peca
intermediaria. A concentracdo das etapas da respiracao celular na mesma regidao do

espermatozoide otimizaria o processo de geracao de energia.
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A triosefosfato isomerase (TPIl) é uma enzima expressa ubiquamente
que catalisa a interconversado de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldeido-3-
fosfato na via glicolitica geradora de energia. Defeitos herdados no gene TP/ sao
caracterizados bioquimicamente por reducado acentuada da atividade TPl em todos
os tecidos resultando no bloqueio metabdlico da glicélise, com acumulo de DHAP
(Ationu e Humphries, 1998).

A gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPD) oxida o gliceraldeido 3-
fosfato, produzido pela triosefosfato isomerase, gerando 1,3 bisfosfoglicerato e dois
NADH.. Estudos imunohistoquimicos encontraram a GAPD2 (homdélogo da GAPDS
em camundongos) na peca principal do flagelo de espermatozéides humanos, assim
como a GAPDS em espermatozéides de camundongos e ra
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espectrometria de massas MALDI ToF-ToF. Esses resultados estdo em acordo com
0 observado em nossos experimentos, onde foram identificadas pela mesma
metodologia duas isoformas da TPl (pl 4,1 e 4,5) de ~25 kDa em amostras
enriguecidas em membranas espermaticas. A exposicdo do espermatozoéide
capacitado aos anticorpos anti-P36 nao tiveram nenhum efeito no reconhecimento
primario, mas inibiram a ligacdo secundaria a zona pelucida e a reagdo acrosomal

induzida por Ca®* ionéforo. (Auer et al., 2004).

A andlise da amostra 7F por espectrometria de massas também revelou
outra proteina distinta da TPI, um canal aniénico dependente de voltagem 3 (VDAC
3). Em géis desnaturantes unidimensionais, € comum diferentes macromoléculas
com massas moleculares préximas co-migrarem na mesma banda, ja que a
separacao s6 considera o tamanho molecular das proteinas. Discutiremos adiante o
possivel papel dessa proteina identificada na fisiologia do espermatozéide. A
presenca da mesma proteina em mais de uma banda eletroforética também é
possivel, uma vez que os estados de agregacdo de uma proteina possibilitam
diferentes tamanhos moleculares a mesma. Dessa forma, as bandas 1F, 3F e 4F

poderiam conter a mesma proteina como sugerido pelos nossos resultados.

As alteracbes/danos celulares causados por espécies oxigénio reativas
(ROS) e principalmente o papel das enzimas antioxidantes na protecao da célula

também tem sido foco de interesse na pesquisa com sémen equino.

Por exemplo, a etiologia do céncer testicular, que esta fortemente
relacionado com mutacdées na linha germinal, € induzida por radicais livres. Um
incremento dos niveis de espécies reativas de oxigénio nas secrecbées do trato
reprodutor masculino ou da vagina pode induzir estresse oxidativo ao
espermatozbide e subsequentemente diminuicdo da motilidade, aumento de
patologias espermaticas e menor capacidade de interacdo com a zona pelucida do
ovocito (Carlsen et al., 1992; Potts et al., 2000). Entretanto tem-se sugerido que a
geracdao de pequenas e controladas quantidades de ROS modula funcdes
fisiologicas do espermatozoéide tais como a capacitagdo, que compreende uma série
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de transformacdes metabdlicas e membranares que estas células sofrem no trato

reprodutor feminino (De Lamirande e Gagnon, 1998, 2003).

A glutationa S-transferase (GST), identificada na amostra 8F por MALDI
TOF, consiste em um grupo de isoenzimas que conjugam a glutationa a compostos
eletrofilicos, potencialmente carcindégenos, tornando-os menos téxicos e mais
facilmente excretaveis pelo organismo. Além do cancer, sua acao detoxificante é
importante na protecdo contra estresse oxidativo e outras doencas degenerativas,
incluindo aquelas associadas com o envelhecimento (Babbitt, 2000).

A conjugacdo de agentes téxicos com o tripeptideo glutationa-SH
(GSH) é catalisada, na sua fase inicial, pela GST que atua na fase Il da
biotransformagéo, prevenindo danos a membrana celular e outras macromoléculas
(Dybing et al., 2002; Malmezat et al., 2000). Hayes et al. (2005) mencionam que as
GSTs do citoplasma dos mamiferos sdo todas diméricas com subunidades de 199-
244 aminoacidos. Baseado na semelhanca da cadeia de aminoéacidos, sete classes
de GST citosélicas sao reconhecidas e denominadas Alpha (o), Mu (u), Pi (n), Sigma
(0), Theta (0), Omega (Q2) e Zeta ({).

Na superficie do espermatozéide, a glutationa S-transferase (GSTSs)
existe como proteina ligadora de ovécitos mas seu papel detoxificador nesta célula
ainda nao é conhecido. Usando modelos de disfuncdo espermatica induzidos por
H.O. e 4-hidroxinonenal, Hemachand e Shaha (2003) demonstraram que as GSTs
da superficie espermatica sdo capazes de usar glutationa reduzida extracelular para
inibir a perda de competéncia funcional dos espermatozéides de caprinos. Homens
férteis tiveram niveis de glutationa significantemente maiores quando comparados
com homens subférteis. No fluido seminal, a presenca da glutationa S-transferase
A1-1 e P1-1 sugerem um papel protetor contra danos oxidativos no espermatozoide,
enquanto a glutationa deva atuar na fertilidade masculina (Raijmakers et al., 2003).

Com os ensaios de 2D-PAGE das proteinas totais dos espermatozoides
epididimarios, utilizando um IPG 3-10, foram separados aproximadamente 60
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manchas nas 4 amostras. Exceto algumas diferencas na concentracao relativa,
pontos isoelétricos e desaparecimento e/ou surgimento de algumas manchas, os
perfis protéicos dos espermatozdides obtidos da cabega proximal, distal, corpo e
cauda do epidididmo, se mostrou basicamente igual. O mesmo foi encontrado nas
analises eletroforéticas unidimensionais. A andlise em géis 2D resolve melhor os
componentes de um determinado “pool” de proteinas o que, consequentemente
determina com mais precisdo as diferengas entre amostras. Através dessa técnica
foram detectadas grande variedade de trilhos de manchas com diferentes pls
provavelmente por serem isoformas da mesma proteina. Esse comportamento tem
sido descrito para algumas enzimas encontradas no sémen de equinos, como por

exemplo, a a-manosidade (Dias, 2002; Dacheaux et al., 2003; Faria, 2005).

Entre as proteinas totais espermaticas obtidas, as analises por MALDI-
ToF MS/MS identificaram algumas proteinas associadas ao citoesqueleto (proteinas
da fibra densa externa 2 e o / B-tubulinas), proteinas disulfeto isomerase e uma

proteina homologa da NADPH flavina-oxidoretutase.

Em nossa analise, os componentes mais abundantemente encontrados

nas amostras de espermatozoéides obtidos tanto da cabeca proximal como da cabeca
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analisada por sequenciamento de peptideos apds protedlise restrita. As seqiéncias
de peptideos foram identificadas como VDAC2 e 3. VDACs (canais anibnicos
dependente de voltagem) ou porinas eucariéticas sdo um grupo de proteinas
primeiramente identificados na membrana externa da mitocéndria que sao capazes
de formar poros hidrofilicos em membranas. VDAC1, 2 e 3 foram detectados por
anticorpos especificos em extratos de proteinas de espermatozdides bovinos,
enquanto VDAC2 e 3 foram encontrados como proteinas solubilizadas derivadas da
purificacdo de ODFs bovinos. Microscopia de imunofluorescéncia dos
espermatozoides revelou que anti-VDAC2 e 3 se ligam ao flagelo espermético, em
particular as ODF.

Tem sido proposto uma outra funcdo para os VDACs no flagelo
espermatico, uma vez que as ODF nao sdo estruturas membranosas e ndao sao
envoltos pelas mesmas. Devido a ODF estar intimamente associada com o axonema
que contém a cadeia leve da dineina (Tctex) e microtubulos, VDAC poderiam exercer
um papel na regulagdo da motilidade espermatica ou integridade estrutural do flagelo
espermatico através de interacdes com proteinas Tctex ou proteinas associadas aos
microtubulos (MAPs) (Hinsch, et al., 2004). Sampson et al. (2001) tem demonstrado
que a falta de VDAC3 em camundongos leva a defeitos no axonema, produzindo
espermatozoides imoveis e por consequéncia inférteis. Cientistas vém apoiando a
hipétese de que VDACs estariam transportando ATP da mitocdndria para as
ATPases dineina mais distais na peca principal e/ou protegendo o ATP da hidrélise
prematura. Devido a sua proximidade da regido do axonema que demanda energia,
a ODF poderia servir como uma bateria para armazenamento que constantemente
supre 0 axonema com energia e imediatamente prové altos niveis de ATP quando é

necessario (Hinsch, et al., 2004).

Considerando que os componentes das fibras densas externas do
flagelo, principalmente a ODF2, sédo ricos em pontes dissulfeto e zinco (Calvin et al.,
1975; Calvin e Bleau, 1974), poderiamos sugerir que 0s mesmos corresponderiam

ao perfil das proteinas associadas a polipeptideos por ligacdes S-S detectadas em
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nossos experimentos. Futuros experimentos se fazem necessarios para averiguar

esta hipétese.

Muitas proteinas dependem de pontes dissulfeto, intra / inter-molecular,
para seu correto funcionamento. A formagcao de pontes S-S nativas € um processo
complexo. As ligacdes dissulfeto podem nao apenas serem formadas (oxidagao),
mas também ligacdes incorretas devem ser quebradas (reducdo) ou rearranjadas
(isomerizagao) (Ellgaard e Ruddock, 2005). As proteinas dissulfeto isomerase,
membros da superfamilia das tioredoxinas, podem catalizar a oxidacéo tiél-dissulfeto,
reducdo e isomerizagcdo que pode acontecer diretamente através do rearranjo
intramolecular dos dissulfetos ou através de ciclos de reducao e oxidacao (Schwaller
et al., 2003).

Estudos usando anticorpos em seccdes de testiculos de rato mostraram
a localizacao especifica das isoformas das dissulfeto isomerase no acrossoma em
desenvolvimento das espermatides. A proteina foi transferida do aparelho de Golgi
para a vesicula acrossémica, no final da fase Golgi, onde se mantiveram até o final
da fase de maturacdo da espermatides. Além do acrossoma, a PDI apareceu no
nucleo das espermatides durante a fase de maturacao e foi localizada no nudcleo do
espermatozoide epididimario (Ohtani et al., 1993). Uma vez que a PDI também
cataliza a oxidacao de grupos tidis (Kemmink et al., 1996), sua presenca no nucleo
de espermatozéide epididimarios poderia ter alguma relacdo com a formacao de
pontes dissulfeto intra e inter-protaminas adjacentes durante a maturacao
espermatica no epididimo.

Para a visualizacdo da marcacao das proteinas-SH espermaticas apos
a eletroforese bidimensional, foi realizado um experimento 2D-PAGE segundo o
autor (O’Farrel, 1975) sem as modificacoes posteriores feitas por Gorg et al. (1980) e
Bjellgvist et al. (1982). Na técnica original era construido um gel de focalizagdo onde
o gradiente de pH era gerado através dos anfélitos adicionados, polimerizados com a
matriz de acrilamida (ver em Materiais e Métodos). A focalizacdo isoelétrica foi
realizada a 100V por aproximadamente 5h, preservando a marcacéao tiél que era
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perdida durante o mesmo processo de eletrofocalizacdo sob alta voltagem (28.000
V/h) no sistema de focalizacao IPGphor® .

Entretanto na nossa primeira tentativa o gradiente de pH gerado (6-7,5)
nao correspondeu ao esperado (3-10), provavelmente devido ao tempo insuficiente
de focalizacdo. Ainda assim, foi observado a marcacdo de grupos SH na regiao
correspondente ao pl 6,5 e massas moleculares 100-60 kDa, embora a coloracdo do

gel por prata néo tivesse revelado nenhuma mancha importante na mesma regiao.
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de cabeca proximal quando comparados com 0s de cauda apresentaram uma menor
quantidade/concentracdo de spots (proteinas na regido de 30-15 kDa) onde se
encontra a TPI. A NADPH flavina oxidoredutase (36 kDa), enzima envolvida no ciclo
das pentoses, foi encontrada em espermatozéides imaturos numa mancha de
intensidade razoavel, portanto ndo seria um ponto de bloqueio da producao
energética. A TPI, como proteina de superficie ligadora de zona pellcida/odcito
(Auer et al., 2004), poderia promover também a aproximacao dos gametas ligando-
se a um substrato na superficie ovocitaria. O VDAC, encontrado em
espermatozoides maduros, tem sido visto como um ligador, transportador e
armazenador de ATP mitocondrial para as necessidades da dineina ATPase nas
regides mais distais da peca principal (Hinsh et al., 2004). Esta proteina associada as
ODFs para desempenhar tal fungéo foi encontrada na banda purificada 7F, junto da
TPI. Esses dados em conjunto sugerem que estas enzimas/proteinas poderiam estar
regionalizadas no flagelo do espermatozdide, e/ou associadas entre si,

provavelmente regulando o padrao de motilidade do gameta.

Nossos resultados de eletroforeses bidimensionais (Nativo-Nativo PT /
SDS-Nativo / SDS-SDS) também sugerem que algumas proteinas espermaticas
estariam sob a forma de agregados / complexos no estado natural. Entre elas
estariam as proteinas majoritarias dos espermatozéides, como a de 70 kDa, que
estabeleceriam interagdes moleculares com componentes menores (ex.: 24 kDa),
principalmente pontes S-S. Essa proteina, em condigées nativas, se apresentaria sob
duas formas: um mondémero € um heterodimero de ~94 kDa. Esse dado foi obtido
através da determinagdo das massas moleculares nativas em géis poro transverso
(PT). A re-eletroforese da banda do gel nativo de Rf 0,39 no gel nativo PT, que em
géis SDS 2D aparentou 70 kDa, revelou uma majoritaria de 94 kDa e outra menos
abundante de 66 kDa. Esses dados nos levam a sugerir que essas proteinas de 70 e
66 kDa seriam as mesmas proteinas e que a banda de maior massa (94 kDa)
poderia representar um agregado protéico (ex.: 66/70 + 24 kDa).
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7 - CONCLUSOES

1) Espermatozéides de eqiinos possuem uma grande variedade de constituintes
protéicos os quais apresentam diferencas nas suas caracteristicas eletroforéticas e
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5) Os resultados das eletroforeses bidimensionais (2D-PAGE) de proteinas de
espermatozoides epididimarios revelaram varias manchas e trilhos de proteinas de
diferentes intensidades e distribuicdo (pH 5.0-7.5 e massa molecular 107-15 kDa). A
maioria das manchas apresentou mobilidade eletroforética e concentragao relativa
similares nos espermatozéides das diferentes regides epididimarias. As proteinas da
cabeca, flagelo e fracdo enriqguecida em membranas se distribuiram principalmente
entre o pH 5-7; 4,5-7 e 4-5,5 e massas moleculares 55-21, 66-15 e 60-23 kDa,
respectivamente. Muitas proteinas pareceram ser polimérficas se dispondo em trilhos
de diferentes pontos isoelétricos (pls).

6) As analises de espectrometria de massas das proteinas purificadas da cabeca e
flagelo de espermatozéides bem como das proteinas separadas 2D-PAGE
permitiram identificar as enzimas NADPH flavina oxidoredutase, gliceraldeido 3
fosfato desidrogenase (G3PDH), triose fosfato isomerase (TPI), proteina dissulfeto
isomerase (PDI), glutationa S-transferase (GST). Foram também detectadas as
proteinas estruturais a-tubulina, B-tubulina, proteina da fibra densa externa 2 (ODF2)

e um canal aniénico dependente de voltagem 3 (VDCAS3).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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