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RESUMO GERAL

Estabelecer o perfil protedmico de uma determinada raca utilizando células
espermaticas € um importante mecanismo para identificar biomarcadores e esclarecer o
potencial reprodutivo e/ou econdmico. Com a utilizagdo da eletroforese bidimensional, além
de detectar o conjunto de proteinas expressas de uma raga, também é possivel, quando
associada a ferramentas de bioinformatica, estabelecer um comparativo quantitativo e
qualitativo das proteinas expressas dos grupos em estudos. O objetivo neste trabalho é
caracterizar o perfil protedmico do espermatozdide de caprinos da raca Saanen e fazer uma
analise comparativa com a raca Moxot6 correlacionando biomarcadores de fertilidade que sdo
exclusivas para cada raga. Foram utilizados cinco reprodutores para cada raca e estabelecido
condicdes de manejo e metodologias para estabelecer uma possivel comparacdo das proteinas
expressas através de eletroforese bidimensional. As proteinas de cada raca foram identificadas
e quantificadas com base no ponto isoelétrico (pl) e massas molecular (MM) no banco de
dados UniProt utilizando a ferramenta Tagldent do ExPASy. A partir da analise dos
resultados foi detectado proteinas exclusivas e diferencialmente expressas para cada raca, bem

como, proteinas mais especificas relacionadas a eficiéncia reprodutiva.
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GENERAL ABSTRACT

In order to establish the proteomic profile of a particular breed using sperm cells is an
important mechanism to identify biomarkers and clarify the reproductive potential and / or
economic. Using two-dimensional electrophoresis, in addition to detecting the set of proteins
express in a breed, it is also possible, when associated with bioinformatics tools, establishing
a quantitative and qualitative comparison of proteins expressed of groups in study. The
objective of this work is to characterize the proteomic profile of the goats spermatozoa from
Saanen breed to make a comparative analysis with the Moxotd breed correlating biomarkers
of fertility that are unique to each breed. Five breeding were used for each breed, and
established conditions of handling and methodologies to establish a possible comparison of
the expressed proteins by two-dimensional electrophoresis. The proteins of each breed were
identified and quantified based on isoelectric point (pl) and molecular mass (MM) in database
UniProt using the tool Tagldent of ExPASy. From the analysis of the results it was detected
proteins exclusives and differentially expressed for each breed, as well as more specific

proteins related to reproductive efficiency.

Keywords: Goats. Proteomics. Electrophoresis. Reproduction.
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CONSIDERACOES GERAIS

A caprinocultura desempenha um aspecto socioecondmico relevante para pecuaria no
Nordeste brasileiro, tornando-se uma atividade acessivel ao pequeno produtor rural devido a
seus baixos custos e por atender suas necessidades de subsisténcia e o mercado local.
Entretanto, para ser atividade promissora necessita de maiores investimentos nas tecnologias
adotadas e na organizacdo da cadeia produtiva para apresentar maior produtividade.

Estudos protedmicos vém sendo aplicados na reproducdo animal, visando identificar
proteinas que possam ser usadas como marcadores de fertilidade especializando, assim, seus
reprodutores para aumentar o rebanho e a producdo. Pesquisas com células espermaticas tém
permitido o mapeamento dessas moléculas esclarecendo mecanismos que comprovem a
capacidade fertilizante do macho, ja que ele contribui significativamente com a heranca
genética do rebanho e maximiza o sucesso durante a inseminagdo artificial.

O uso da técnica de eletroforese bidimensional de proteinas em gel de poliacrilamida
(2D-PAGE) juntamente com o uso da bioinforméatica e espectrometria de massas tém
proporcionado a identificacdo e caracterizacdo das proteinas, com resultados interessantes e
promissores para a reproducéo.

Outro aspecto interessante é na identificacdo de proteinas relacionadas a caracteristicas
marcantes de cada raga porque estudaremos duas racas distintas e bem peculiares sendo a
primeira a raca exdtica Saanen que se destaca como excelente produtora de leite e a segunda
Moxotd, raca nativa, e com alta rusticidade que se adaptou bem as condi¢bes do semiarido
nordestino. Para isso, € imprescindivel estabelecer o perfil protedmico da Saanen e comparar
guantitativamente com as proteinas da Moxotd e assim, entender 0 mecanismo de acdo que
permite desenvolver suas aptiddes especificas e identificar proteinas que exercem maior
potencial de fertilidade entre seus reprodutores.

Estudos que ja foram elucidados mostraram proteinas que desempenham diferentes
funcbes que auxiliam na motilidade, protecdo, maturacdo dos espermatozoides e também na
capacitacdo espermatica. Foram estudados os espermatozoides de cada raca, tentando
esclarecer uma maior interacdo ou diferenciacdo nas proteinas encontradas em ambas.

Realizando andlise em banco de dados foi possivel observar que, dentre 0s animais de
producdo, o caprino (Capra hircus) € a espécie que apresenta caréncia de informacGes
moleculares, tanto na expressdo de genes como de proteinas, quando comparados a outras
espécies. Os resultados obtidos serdo enviados para a formacdo de um banco de dados

relacionado a cada racga estudada e que poderd auxiliar em futuras pesquisas.
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Objetivou-se neste trabalho, caracterizar o perfil protebmico do espermatozoide de
caprinos da raga Saanen bem como realizar uma analise de expressdo quantitativa e
comparativa com a raca Moxotd, correlacionando possiveis biomarcadores e proteinas que

séo exclusivas para cada raca.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO
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Introducéo

A caprinocultura é uma das mais antigas atividades pecuérias do Brasil, surgiu desde a
ocupacdo portuguesa e esta presente em todas as cinco grandes regibes do pais, com maior
relevancia no Nordeste com 93% (IBGE, 2011).

A maior parte do territorio da regido esta sob influéncia do clima semiérido,
caracterizando baixos indices pluviométricos, alta taxa de evaporacdo, escoamento superficial
das &guas e temperatura média de 26 °C (EMBRAPA, 2011). No entanto, mesmo na zona
semidrida da regido Nordeste os caprinos tem potencial para contribuir com a oferta de
alimentos atendendo ao consumo e a demanda do mercado local.

As racas naturalizadas sdo bastante exploradas por apresentar maior rusticidade e
adaptacdo ao clima da regido. Entretanto, caprinos de ragas exoticas sdo importadas com a
justificativa de apresentar maior especialidade de producdo e altos indices produtivos
(SANTOS et al., 2005). Uma alternativa explorada é o uso de cruzamentos no melhoramento
genético entre as racas, possibilitando maior exploracdo de heterose e contribuindo para a
viabilidade econdmica em curto prazo (PIRES, 2009).

Uma das ferramentas importantes para aumentar os indices de produtividade de um
rebanho é a utilizacdo de machos geneticamente superiores e de fertilidade comprovada
(GUIMARAES et al., 2011). A busca por marcadores de fertilidade exigem uma série de
procedimentos desde a utilizagdo de macro parametros, como o diametro e o volume do saco
escrotral, observac6es em nivel celular, como a motilidade e integridade dos espermatozoides,
e reacdo acrossdmica, bem como estudos em nivel molecular como genémica e protebmica.
Vale salientar que os parametros moleculares ndo substituem os morfofisiolégicos,pois eles
complementam-se e tornam-se mais um componente desta equacdo multiparamétrica (DU
PLESSIS et al., 2011).

A analise protebmica da célula espermatica tem propiciado uma melhor compreensédo
sobre 0s processos espermaticos como motilidade, capacitacdo, reacdo acrossémica e
fertilizacdo.Através das técnicas de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa €
possivel caracterizar e identificar de proteinas especificas do espermatozoide que estdo
envolvidas desde a formacdo das células, até em proteinas encontradas durante o seu
desenvolvimento e atividade fertilizante (DU PLESSIS et al., 2011).
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O uso de animais cujo protedma ou genoma sdo conhecidos como modelos de estudo
tais como ratos, bovinos e suinos auxiliam em estudos com baixos niveis de proteinas

identificadas em bancos de dados.

Em funcdo desta abordagem sobre a fertilidade dos machos, inimeros estudos tém
sido desenvolvidos com a finalidade de identificar marcadores moleculares do processo
reprodutivo em animais de producdo. Assim, a funcdo espermatica, apos a espermatogénese, €
modulada de forma significativa por alteracbes pés-traducionais de proteinas celulares. A
analise protedmica dos fluidos reprodutivos fornece informagdes importantes para a
compreensdo de tais mecanismos que determinam a capacidade fecundante dos gametas
masculinos e, consequentemente, identificando reprodutores superiores (MOURA et al.,
2011).
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Referencial Tedrico

Caracteristicas gerais da raca Saanen

A raca de caprinos Saanen € originaria da Suica, do Vale Saanen, é muito explorada na
Alemanha, Franca, Bélgica, Estados Unidos e em outros paises por sua alta producéo de leite
por dia com média de 3,0 kg e periodo de lactacdo de 8 a 10 meses com elevado teor de
gordura (3,0 a 3,5%). No Brasil, a média de producdo diaria de leite tem variado de 2,5 kg a
4,9 kg para uma lactacdo com duragédo de 260 a 305 dias (LOPES et al., 2012).

E uma raca que se destaca por ser uma das mais utilizadas para producdo e
melhoramento genético do rebanho de caprinos leiteiros. Os animais apresentam pelagem
uniformemente branca, com pelos curtos, o chanfro é retilineo, com orelhas pequenas e as
pontas ligeiramente acima da horizontal, com o pavilhdo interno voltado para frente. E muito
docil, com uma conformacdo tipicamente leiteira: cabeca fina e delicada, pescoc¢o delgado,
corpo com formato de cunha, Ubere volumoso e bem conformado, angulosa. S&o animais de
grande porte, com as fémeas pesando de 50 a 90 kg algumas até mesmo ultrapassando os 100
kg e os machos de 80 a 120 kg com individuos de ate 130 kg podendo ter ou ndo barba,
brincos e chifres (Figura 1) (AIURA; AIURA; SILVA, 2010).

Figura 1: Reprodutor da raca Saanen.
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Fonte: (EMBRAPA caprinos e ovinos , 2012).
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Caracteristicas gerais da raga Moxotd

A raca Moxotd € nativa do Nordeste brasileiro e apresenta caracteristicas adaptativas
que permitem sobreviver e reproduzir em regides semiaridas, principalmente no periodo de
estiagem, 0 que a torna um recurso genético valioso (OLIVEIRA, 2004).

E a Gnica raca nacional reconhecida oficialmente e que tem registro genealdgico.
Originaria do vale do Rio Moxotd, em Pernambuco Ibimirim-Inaja, possui caracteristica
rastica e bastante prolifica, com aproximadamente 40% de partos multiplos. Tem porte
pequeno e pouco produtora de leite, no entanto, possui uma pele de excelente qualidade, além
de produzir carne. A altura para 0os machos varia entre 50 a 70 cm, com peso médio das crias
ao nascer variando de 2,0 a 2,3 kg e adulto até 34 kg. Possui pelagem branca ou baia, com
uma listra negra descendo da base dos chifres, lateralmente até a ponta do focinho, bem como
ao longo do dorso tomando quase toda sua extensdo. O ventre, Ubere e membros séo
normalmente pretos, podendo apresentar pequenas manchas brancas. Os pélos sdo curtos e
brilhantes CAPRIOVIS( 2010). (Figura 2).

Figura 2: Reprodutor da raca Moxoto.

Fonte: (EMBRAPA caprinos e ovinos , 2012).

Aspectos morfofisiologicos da espermatogénese

O hipotalamo age controlando a fertilidade através da liberacdo de horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH). Nos machos este horménio atua sobre a glandula pituitaria para
estimular a secrecdo de dois produtos essenciais para o desenvolvimento de células
germinativas, o FSH (Horménio Foliculo Estimulante) e o LH (Horménio Luteinizante),
sendo este ultimo responsavel pelo desenvolvimento testicular das células de Leydig para

produzir e secretar a testosterona. O FSH e a testosterona exercem fungdes sao fundamentais
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para progressdo normal da espermatogénese, diretamente nas células de Sertoli atraves de
seus receptores que tém repercussdes na producdo normal de esperma (HOGARTH;
GRISWOLD, 2010). (Figura 3).

Figura 3: Vias hormonais envolvidas na espermatogénese.
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Fonte: (NUNES, 2012).

As células de Leydig iniciam a secrecdo de testosterona ainda na vida fetal, na
diferenciacdo embrioldgica dos 6rgaos genitais masculinos, porém, é durante a puberdade que
se tornam mais evidentes e funcionais. A densidade populacional das células de Leydig pode
variar entre individuos de espécies diferentes e mesmo entre individuos da mesma espécie.
Dentre os inimeros fatores que podem influenciar na sua quantidade por animal, estdo a
quantidade de LH disponivel, o nimero de seus receptores por célula, a quantidade de
testosterona que é capaz de secretar por uma unidade de tempo, a velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluidos seminais, o
volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (RUSSELL et al., 1994;
RUSSELL, 1996).

As células de Sertoli desempenham um papel fundamental na interacdo célula-célula e

na sintese de diferentes substancias essenciais para o desenvolvimento dos espermatozoides,
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possuem receptores para testosterona e FSH e, portanto elas séo as principais reguladoras da
espermatogénese (LOMBARDI et al., 2013).

Estudos indicam que o nimero de células de Sertoli por testiculo é o principal fator na
producdo espermatica e peso testicular, justificando-se o fato de que essas células tém uma
capacidade fixa de suporte para as células germinativas sendo o nimero de células
germinativas, em especial as espermatides, suportadas por uma unica célula de Sertoli torna-
se um indicativo da eficiéncia funcional do testiculo e, consequentemente, da produgdo
espermatica (FRANCA; RUSSELL, 1998; ROCHA; DEBELJUK; FRANCA; 1999 apud
MACHADO JUNIOR, 2009).

Segundo Lombardi e colaboradores (2013) todo o processo de espermatogénese ocorre
no testiculo, especificamente no epitélio seminifero observando-se uma organizagdo fixa e
bem definida de tipos celulares. O conjunto dos estagios é organizado em sequéncia
progressiva do desenvolvimento das células germinativas num dado segmento do tubulo
seminifero,sendo denominado Ciclo do Epitélio Seminifero (CES). O padréo ciclico é
marcado pela evolugdo progressiva e sincronizacao das celulas espermatogénicas individuais
e translocacdo das mesmas do compartimento basal. Estes grupos celulares morfologicamente

distintos, podem ser identificados em seccbes de tubulos histologicos como nos mostra a

Figura 4.
Figura 4: Corte histolégico dos tdbulos seminiferos.
. | Seminiferous tubule
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Fonte: (HOGARTH; GRISWOLD, 2010).
Espermatogénese

A espermatogénese € um processo altamente orquestrado que exige a interacdo correta
de todos os constituintes moleculares para produzir espermatozoides funcionais e moveis.
Inicia-se com o desenvolvimento das células germinativas indiferenciadas até a producéo de
espermatozoides altamente especializado e capaz e de fertilizar um o6cito (KANIPPAYOOR;
ALPERN; MOEHRING, 2013).
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Esta diferenciacdo complexa e organizada envolve trés fases: (1) fase proliferativa
espermatogonial, na qual as células sofrem rapida e sucessiva divisdo mitética e ddo origem

aos espermatdcitos primarios e, ao mesmo tempo, renovam a populacdo
espermatogonial necessaria para a manutencdo do processo; (2) fase meiética, espermatocitos,
onde o material genético € duplicado e passa por recombinacdo genética com duas divisdes
celulares sequenciais resultando na formacdo de células hapldides, as espermatides; (3) fase
de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as espermatides sofrem intensas modificacfes e

se convertem em espermatozoides (Figura 5).

Figura 5: Fases do processo de espermatogénese.
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Fonte: BIOMEDICI NA-FARMACIA, (2011).

A testosterona é o principal horménio masculino que controla a espermatogénese, 0
libido e as caracteristicas sexuais secundarias que aumenta, desde niveis muito baixos no
animal pré-pubere até niveis elevados no adulto, em resposta a secrecdo de gonadotrofinas
(GARNER; HAFEZ, 2004)sendo este hormdnio essencial a funcdo reprodutiva nos machos.
Os testiculos secretam maior parte da testosterona circulante, e menos de 1% pode ser

produzido pela glandula adrenal. Atua estimulando os estadios finais da espermatogénese,
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prolonga a vida atil dos espermatozoides no epididimo e estimula o desenvolvimento
testicular e atividade secretora dos 6rgdos sexuais do macho (HAFEZ, 2004).

Embora o processo espermatogénico seja essencialmente o mesmo em todos o0s
mamiferos, existem caracteristicas especificas entre as diferentes espécies. Estas
particularidades estdo relacionadas com o numero de geragdes espermatogoniais e as
caracteristicas morfoldgicas das células germinativas presentes em varias fases do processo
espermatogénico, principalmente nas espermatides alongadas. Nos tubulos seminiferos de
animais sexualmente maduros, as células espermatogénicas ndo estdo organizadas ao acaso e
sim, em associacdes celulares distintas denominadas de estadios, ordenados de modo espécie-
especifico (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

Espermatozoides

Os espermatozoides foram descritos pela primeira vez ha mais de 300 anos por
Leeuwenhoek. Ele notou que cada um dos animéalculos, como foi denominado os
espermatozoides, tinham uma cabeca e uma cauda. Houve grande controvérsia sobre o real
significado dos espermatozoides por muitos anos, até que em 1830 eles foram reconhecidos
como parte do sémen e essenciais para fertilidade do individuo (SETCHELL et al., 1982).

O espermatozoide ¢é o produto final da espermatogénese, o qual resulta em uma célula
altamente diferenciada em sua estrutura e funcdo, capaz de combinar-se com um o00cito
homologo e iniciar uma nova geragédo. Os dois principais componentes do espermatozoide sao
a cabeca e a cauda, conectados pela peca conectora (EDDY, 2006). (Figura 6).

Os espermatozoides tém carga elétrica negativa e repelem um ao outro. Quando
perdem sua carga negativa agregam-se, formando aglomerados. Este fenbmeno € chamado de
aglutinacdo e pode ocorrer devido a um aumento na acidez do meio, a presenca de ions
metais, bactérias ou outras impurezas ou a presenca de aglutininas no corpo do animal
(MAIA;MEDEIROS;LIMA; 2011).

O espermatozoide maduro é composto por trés porcoes especializadas. A cabeca, que
contém o nacleo com DNA que durante a condensacdo da cromatina, as histonas sdo
removidas e substituidas por protaminas estas proteinas carregadas positivamente e ricas em
residuos de arginina e cisteina, que substituem as histonas em cerca de 85% do DNA,
resultando em sua condensacdo. O acrossoma, é formado por uma estrutura vesicular derivada
do complexo de Golgi (HERMO et al.,, 2010), e se sobrepBe a parte apical do nicleo

alongado. Contém uma matriz composta de enzimas hidroliticas e receptores necessarios para
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a interacdo entre o espermatozoide e a zona pelicida do o6cito durante a fertilizacdo.

(GADELLA, 2012).

A cauda onde se encontra a peca intermediaria revestindo perifericamente o axonema,

é uma estrutura formada por a- e B-tubulina e ATPase de fibras densas e uma hélice com

mitocdndrias responsaveis pela producdo de energia. Além disto, possui um complexo de

microtubulos cercado por fibras densas na peca intermediaria, onde séo enrolados em espiral

em torno do flagelo central que sera responsavel pelo funcionamento aerébico do

espermatozoide. A area mais distal da cauda do espermatozoide, a peca principal ndo contém

mitocdndrias, mas um conjunto especifico de adaptacGes do citoesqueleto, densa em todo o

flagelo central para assegurar as propriedades de movimento (SPERRY, 2012).

Figura 6: Representacdo da célula espermatica e seus constituintes.
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A funcdo dos espermatozoides é transportar o material genético paterno para o 6vulo

da mée ocorrendo assim a fertilizacdo. Entretanto, uma série de modificacdes a nivel celular

acontece, uma delas é na mudanca de concentracdo dos fons intracelular de calcio Ca*" e

bicarbonato HCO* (MORAN, 2013).
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Maturacdo Espermatica

A medida que os espermatozoides passam pelo epididimo eles sofrem importantes
alteracbes morfoldgicas e fisiologicas. O epididimo é um 6rgao alongado localizado na
superficie do testiculo, dividido-se anatomicamente em trés segmentos: a cabeca, onde ha
absorcdo de fluidos e aquisicdo de motilidade progressiva pelos espermatozoides; o corpo,
onde os espermatozoides passam a apresentar capacidade fecundante e por ultimo a cauda,
cuja funcdo béasica é armazenamento e manutengdo dos espermatozoides (SULLIVAN et al.,
2005).

Para uma fertilizacdo eficiente, 0s espermatozoides necessitam apresentar
caracteristicas morfofuncionais normais adquiridas em sua formacao nos tubulos seminiferos
e completadas com a passagem pelo epididimo e contato com secre¢fes das glandulas
acessorias. Além do desenvolvimento da motilidade, os espermatozoides no epididimo sofrem
estabilizacdo da peca intermediaria e do acrossoma. Os espermatozoides, ao sairem do
epididimo, sofrem alteracGes na composicdo e propriedades da membrana incluindo no teor
de lipidios, mudancas superficiais de glicoconjugados nas proteinas de membrana,
estabilizacdo da cromatina nuclear, compactacdo de fibras da cauda e obtencdo de novas
proteinas (MOURA, 2011).

Entre as macromoléculas, as proteinas que se incorporam a membrana plasmatica do
espermatozoide podem ser responsaveis pelo agrupamento ou ativacdo de receptores para o
oocito. Em ratos, foram identificadas proteinas da familia das glicoproteinas que é secretada
pelo epididimo e que poderia contribuir para 0 amadurecimento do espermatozoide bem como
a maior parte dos antigenos adquiridos no epididimo, embora alguns ja sejam obtidos no
tubulo seminifero (PATRIZIO et al., 1992).

Modificacbes na composicdo da membrana plasmatica contribuem para estas
mudancas funcionais que envolvem alteracfes do padréo de atividade flagelar e habilidade de
se ligar a zona pelicida e reacdo acrossomica. Elas sdo refletidas por mudancas na carga
elétrica da superficie celular, ligacdo de lecitinas, distribuicdo de particulas
intramembranosas, fluidez da membrana, composicdo de lipideos e proteinas e ligacdo de
anticorpos. Portanto, tanto 0s eventos da espermatogénese quanto a maturacdo pos-testicular

sdo0 necessarios para a funcionalidade das células espermaticas (GATTI et al., 2004).

Capacitacdo espermatica
A capacitacdo é um processo que envolve multiplas etapas, ainda ndo bem

compreendidas, e mudancas bioquimicas e estruturais da membrana plasmatica dos
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espermatozoides. Estas mudancas afetam a estrutura e a permeabilidade da membrana
espermatica. Este processo esta relacionado com mudangas na concentracdo idnica
intracelular, na fluidez da membrana plasméatica, no metabolismo e na motilidade dos
espermatozoides (YANAGIMACHI, 1994).

A capacitacdo espermatica é um requisito necessario para que ocorra a fertilizacdo e
resulta de alteragBes na membrana plasmatica as quais tornam 0s espermatozoides capazes de
efetuar a reacdo acrossomica que, em condicdes fisioldgicas, ocorre durante exposi¢do a uma
glicoproteina que compde a zona pellcida do o6cito (GADELLA et al., 2008).

Entre as principais mudangas durante o processo de capacitacdo estdo: redugdo da
relacdo colesterol/fosfolipidio na superficie espermatica, maior fluidez da membrana,
principalmente determinada pelo aumento da concentracdo de fosfatidilcolina e pela
estabilizacdo da membrana, o Mg-ATP (Trifosfato de Adenosina Sal de Magnésio) que,
ligando-se as fibras densas externas do espermatozoide torna flexivel o movimento flagelar,
alteracdes nas glicosaminoglicanas, influxo de ions célcio, aumento da concentracdo de AMP
(adenosina monofosfato) ciclico e modificacdes de algumas atividades enzimaticas

principalmente a proteina quinase C (KOTHARI et al., 2010).

Reacdo do acrossoma

O acrossoma é sede de uma reacdo necessaria a penetracdo do espermatozoide pela
membrana do odcito e consiste das seguintes etapas: a) Fusdo da membrana acrossdomica
externa com a membrana plasmatica; b) Fenestracdo das membranas; c¢) Liberacdo do
contelldo acrossdmico e exposicdo, ao meio ambiente, das proteinas ligadas a membrana
acrossdmica; d) Fusdo da membrana plasmatica e membrana acrossdmica interna no limite
anterior do segmento equatorial e e) Perda das membranas que reagiram (GUERRA;
PETERS, 2007).

Os espermatozoides desenvolvem-se como produto de aquisi¢do de novas proteinas do
fluido epididimal e modificacdo de proteinas ja existentes, criando sitios de ligacdo para
estruturas oocitarias ou expondo sitios ja existentes (BAKER et al., 2005; DACHEUX et al.,
2006). A zona pelucida dos odcitos é formada por uma matriz glicoprotéica denominadas
ZP1, ZP2 e ZP3 sendo as duas Ultimas longas cadeias, interligadas por “pontes” de ZP1 - ZP3
que é o receptor especifico no espermatozoide, onde sdo formadas por 400 aminoacidos
(SULLIVAN et al., 2005). Diversos estudos com carboidratos, incluindo a galactose e a N-
acetilglicosamina, tém demonstrado estar envolvidos na interagdo entre gametas (MIRANDA
et al., 1997).
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A reacdo do acrossoma envolve a fusdo da membrana plasmatica do espermatozoide
com a membrana externa do acrossoma, liberando enzimas hidroliticas como a acrosina e a
hialuronidase, que resultam na penetracdo do odcito. A fosfolipase A2 ou PLA2 desempenha
papel importante na reacdo de acrossoma participando da sintese do &cido araquid6nico
quando ativada pela progesterona, Ca** e pela proteina kinase C. O 4cido araquidonico é
entdo convertido em prostaglandina, a qual induz o influxo de Ca?* através da membrana
espermatica ocasionando a fusdo das membranas e, consequentemente, a reacdo acrossémica
(JOBIM; GREGORY; MATTOQOS, 2009).

Em diversos estudos com diferentes espécies de mamiferos a fertilizacdo depende de
uma série de fatores, como o comportamento animal e as caracteristicas ligadas diretamente
ao sémen, tais como a motilidade e morfologia dos espermatozoides e a composi¢do
bioquimica do plasma seminal (MOURA et al., 2010).

Proteinas do espermatozoide

O sémen e composto por espermatozoides, que compde menos que 1% do volume
total e por plasma seminal que representa secre¢des do epididimo e glandulas vesiculares do
trato reprodutivo, considerando que 30-60% é secretado pelas glandulas (ASSUMPCAOQ et
al., 2013).

Diferentes estudos buscam identificar proteinas especificas dos espermatozoides, seja
durante sua formacdo no periodo da espermatogénese, ou proteinas que sdo do plasma
seminal e que interagem de forma direta sendo adsorvidas pelos espermatozoides e em
seguida desempenham suas fungdes. Segundo Rolland e colaboradores (2007) utilizando a
técnica de eletroforese bidimensional seguido por MALDI-TOF/TOF (lonizacéo e dessor¢do
a laser assistida por matriz - Tempo de vbo) durante a fase da espermatogénese foi
identificado cerca de 123 proteinas no testiculos de ratos, representando 64 picos de expressao
durante a fase de espermatogonias, 17 em espermatocitos e 42 em espermatides.

Govin e colaboradores (2006) estudando proteinas especificas da espermatogénese
identificaram a HSPA2 (Heat Shock Protein) com funcdo especifica no controle de
transcricdo das histonas e nos fatores relacionados a choque térmico especifico do testiculo.
Outras proteinas identificadas em estudos especificos foram as fosfoproteina que sao
fosforilada pela caseina quinase 2, que desempenham papeis importantes no desenvolvimento
da cabeca do espermatozoide e sua ligacdo com o célcio (CALVEL et al., 2009).

Os grupos de proteinas dos espermatozoides mais estudados sdo as de capacitacdo

espermatica e motilidade onde eles adquirem o potencial fertilizante ap6s o contato com 0s
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fluidos das glandulas sexuais acessorias envolvendo alteracGes bioquimicas e estruturais da
membrana, que incluem a perda de componentes adsorvidos, alteracbes em sua composi¢do
lipidica e maior permeabilidade a ions (MANJUNATH; THERIEN, 2002).

Entre as proteinas relacionadas a interagdo entre os gametas e a rea¢do acrossdémica,
destacam-se a osteopontina e a prostaglandina D sintetase. A osteopontina é uma molécula de
adesdo que pode estar associada a fertilidade devido a capacidade de mediar a ligacdo dos
espermatozoides ao od6cito (SOUZA, 2007). A prostaglandina D sintetase transporta
substancias hidrofébicas, como a testosterona e retindides no trato reprodutor masculino
(FOUCHECOURT et al., 2002). A caveolin 2 é uma proteina associada a eficiéncia da reacéo
acrossomica (MIRANDA et; al 2009).

Outras proteinas sdo importantes para o espermatozoide, podendo-se citar a PPP1,
uma fosfoproteina fosfatase com apenas 4 isoformas que desempenham inimeras funcdes em
diversos tecidos e mecanismo de controle de atividade catalitica. Foi demonstrado que uma
isoforma especifica de espermatozoide, a PPP1CC (protein serine/threonine phosphatase 1)
tem um importante papel na motilidade do espermatozoide, sendo sua atividade maior em

espermatozoides mdveis quando comparada com os imoveis (FREITAS et al., 2012).

Proteinas do plasma seminal

A interacdo entre 0s espermatozoides e o plasma seminal, relacionada com a
fertilizacdo, comecou a ser estudada na década de 60 para fins de selecdo de reprodutores
criados em diferentes climas (SKINNER; LOUW, 1966). Agregando-se esses conhecimentos
anteriores, sugeriu-se que as proteinas do liquido seminal atuam no metabolismo espermatico,
0s quais relataram a presenca de quatro “proteinas associadas com a fertilidade”. Sao
conhecidas as funcbes de varias proteinas presentes no plasma seminal, como as que
colaboram com a capacitacdo espermatica (BERGERON, 2004).

O fato de o plasma seminal desempenhar importante papel na maturacdo dos
espermatozoides faz dele material bioldégico de uso comum nos muitos trabalhos de
protedmica, visando determinar perfil proteico, ou seja, caracterizar e identificar proteinas
como, por exemplo: as proteinas de ligacdo ao espermatozoide (Binder Sperm Proteins -
BSPs), metaloproteinases de matriz (MMPs); proteinas com afinidade a heparina (HAPS);
espermadesinas; fosfolipase A2 e lactoferrina (BEZERRA JUNIOR, 2013).

O plasma seminal consiste em um fluido produzido pela rede testis, epididimo e
glandulas acessorias, sendo expelido em fragdes durante o ejaculado por meio de contracdes

uretrais e contém diferentes componentes, tais como acgucares, lipideos, proteinas e ions. A
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maioria das proteinas presentes no plasma seminal € proveniente do epididimo e estdo
envolvidas na remodelacdo da membrana espermética, que ocorre durante o transito
epididimario e apos a ejaculacdo. Sabe-se que as proteinas seminais estdo divididas em trés
grupos: proteinas transportadoras de dois ou quatro mddulos de fibronectina tipo Il (Fn-2),
proteinas secretorias ricas em cisteina (CRISPs) e as espermadesinas (KARESKOSKI;
KATILA, 2008).

Dentre diversos estudos com proteinas do plasma seminal destacamos o grupo “Bind
Sperm Proteins” (BSPs) ou Proteinas Ligadas ao Espermatozoide, que representam
aproximadamente 30% presentes no Plasma Seminal (PS) e 86% das glandulas acessorias
representando assim o maior grupo de proteinas seminais conhecidas (JOBIM et al., 2005).

O Estudo de BSPs em bovinos mostrou que essas proteinas (BSPA1, BSPA2, BSPA3
e BSPAS ) sdo capazes de ser adsorvidas na superficie dos espermatozoides e permanecem
durante a capacitacdo espermatica no interior do trato genital da fémea, contribuindo para a
ligagdo entre o espermatozoide e o oo6cito durante 0 armazenamento e reservatorio de
espermatozoéite na capacitagdo espermatica. As BSPs apresentam dois dominios tipo Il
semelhantes ao da fibronectina, (Fn2 ), os quais lhes conferem a capacidade de ligarem a
fosfolipidios e a heparina. As BSPs ligam-se aos espermatozoides no momento da ejaculacéo,
interagindo com fosfolipideos contendo colina, abundantes em sua membrana plasmatica
promovendo a remocéo de fosfolipideos e colesterol (GWATHMEY et al., 2006).

Souza et al (2011), em trabalhos com bovinos, observaram que as BSPs, Al e A2 sdo
bastante semelhantes na composicdo de aminoacidos e no peso molecular (16,5 e 16 kDa,
respectivamente). Estas moléculas se ligam especificamente a fosfolipideos, principalmente a
colina, que constitui a fracdo principal dos fosfolipidios da membrana espermatica. Como
funcéo principal, destacam-se os glicosaminoglicanos, que no trato genital da fémea, formam
complexos que protegem 0s espermatozoides contra os efeitos oxidativos que ocorrem no
trato genital feminino. As BSps A3 (30 kDa) e A5 (28-30 kDa) possuem diferencas quanto a
sua cadeia de aminoacidos, ndo sendo glicoproteinas, ja a A3 se liga em todas as regides do
espermatozoide de forma mais intensa na peca intermediaria e acrossoma.

A familia das proteinas ricas em cisteina (CRISP) inibe a fosforilacdo da tirosina no
processo de capacitacdo espermatica, pelo bloqueio dos canais de ions na membrana
plasmatica e apresenta capacidade de penetrar através das membranas celulares e atuar como
antioxidante (REGHINI et al., 2010). Estudos demonstraram que a cisteina oferece protecdo
efetiva da integridade funcional do acrossoma e da mitocéndria, melhorando a motilidade

(SARIOZKAN et al., 2009) e a integridade da membrana espermética pés-descongelacdo sem



37

eliminar a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MICHAEL et al., 2008). Em
suinos, a adicdo de cisteina ao meio de maturacdo melhorou a maturacdo e a fertilizacdo dos
odcitos, bem como a taxa de prenhez (SARIOZKAN et al., 2009).

As espermadesinas possuem de 110 a 113 aminoacidos na sua estrutura e
compreendem um Unico dominio CUB (dominio protéico) estabilizado por pontes
dissulfidicas. Estas proteinas sdo multifuncionais e exibem habilidade para se ligar & heparina,
aos inibidores de proteinase, fosfolipideos e os carboidratos. A HSP-7 é a maior representante
das espermatodesinas sendo secretada durante o trajeto do espermatozoide pelo ducto
epididimario. Esta se liga a zona pelicida intacta, mostrando seu papel na interacdo
espermatozoide-zona pelucida (GUASTI; MONTEIRO; PAPA, 2012).

De acordo com a literatura, estudos realizados em javali mostraram que as
espermadesinas compunham cerca de 90% do total protéico do plasma seminal
(DOSTALOVA,; CALVETE; TOPFER-PETERSEN, 1995) e contribuiam para a manutengio
de espermatozoides com alta viabilidade, motilidade e atividade mitocondrial em
temperaturas fisiologicas e também pode modular as respostas imunes no Utero de porcas
jovens ( ASSREUY et al., 2003).

Abordagem protedmica com eletroforese bidimensional

Grandes avancos nas técnicas biomoleculares, bem como na sensibilidade e na
precisdo dos espectrémetros de massa, estao transformando a paisagem cientifica através dos
progressos que estdo sendo obtidos no campo da bioquimica analitica, a chamada revolucéao
“Omica”. Esta revolugdo nos remete para o estudo dos genes (gendmica), das transcrigdes
(transcriptbmica), das proteinas (protedmica) e dos seus metabdlitos (metabolémica)
associadas a bioinformatica (Figura 7). Desta forma, atualmente € possivel analisar os
estoques de lipidios, proteinas, metabdlitos e de espécies de RNA em populagdes de células
purificadas e ainda, determinar a relacdo destes componentes com a funcéo celular (AITKEN;
HENKEL, 2011).

Figura 7: Protedmica como ferramenta de estudo.
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O termo proteoma foi proposto por Wilkins e Willians, em 1994, para descrever o
estudo contendo proteinas expressas por um genoma ou, no caso de organismos
multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou por células diferenciadas
(WILKINS et al., 1996). Dessa forma, o estudo do proteoma permite a identificacéo,
caracterizacao funcional e a interacdo entre proteinas essenciais para a célula.

Destacamos assim a eletroforese bidimensional (2D), onde as proteinas sdo separadas
de acordo com o ponto isoelétrico (pl) e massa molecular (MM). A 2D resulta da combinacéo
de duas técnicas: a focalizacdo isoeléctrica (IEF), seguida de uma separacdo por SDS-PAGE.
Quando bem sucedidas, obtém - se um gel de poliacrilamida contendo numerosos spots, bem
separados, cada um correspondendo a uma proteina. Os fundamentos desta abordagem foram
apresentados, pela primeira vez, por O’Farrell (1975) e Klose (1975).

Segundo Brewis e Gadella (2010), a importancia dos estudos protedmicos de
espermatozoides é elevada por esclarecer as alteracdes sofridas na maturacdo e capacitacéo.
Vale salientar que as modernas técnicas de criacdo de animais utilizam métodos de

reproducéo assistida, principalmente a Inseminacéo Atrtificial.
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A investigacdo protedmica do espermatozoide de mamiferos é muito mais recente em
humanos esta andlise tem identificado 1.760 proteinas do espermatozoide ejaculado,
utilizando cromatografia liquida e espectrometria de massas (JOHNSTON et al., 2005).

As etapas de analise de expressdo de proteinas por 2DE-PAGE, segundo Vispo (2004),
consistem na preparacdo da amostra, separacdo por ponto isoelétrico, separacdo por tamanho
ou massa, deteccdo dos spots, analise das imagens da separacdo, por tamanho ou massa,
analise das imagens dos géis identificacdo usando pl e massa em compara¢do em banco de

dados, e selecdo das proteinas de interesse, recortando secBes do gel com proteinas
selecionadas (Figura 8).

Figura 8: Fluxograma das etapas para estudos proteomicos de espermatozoides.
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A aplicacdo da protedbmica de espermatozoides maduros tem contribuido
significativamente na identificacdo de marcadores de fertilidade e fornecido maior
compreensdo do complexo regulador celular e os mecanismos moleculares envolvidos na
funcdo reprodutiva do macho (OLIVA et al., 2012).
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CAPITULO 2
PERFIL PROTEOMICO DO ESPERMATOZOIDE DA RACA SAANEN
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Resumo

Estabelecer o perfil protebmico das células esperméticas da raca Saanen é um
importante mecanismo para identificar o potencial reprodutivo dos animais. O objetivo desse
capitulo é caracterizar o perfil protedmico da raca Saanen e indicar proteinas com potencial
para serem biomarcadoras de fertilidade. Foram utilizados cinco reprodutores em idade
reprodutiva de 18 a 21 meses e fertilidade comprovada. O sémen foi colhido e submetido a
avaliacdo dos parametros espermaticos, extracdo de proteinas, seguido pela técnica de
eletroforese bidimensional. A analise foi feita em triplicata e foi obtido um total de 508 spots
no gel de referéncia. As proteinas foram identificadas com base na comparacdo de ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular (MM) no banco de dados UniProt utilizando a ferramenta
Tagldent do ExPASy. Todas as proteinas foram classificadas conforme sua funcdo, em
proteinas de ligacdo, proteinas com atividade catalitica e proteinas de transporte. Observou-se
55 proteinas de maior expressdo presente em todas as triplicatas dos 5 animais. Destas, foram
selecionadas as candidatas a biomarcadoras de fertilidade. Ao final, foi possivel estabelecer o
perfil protéico da raca Saanen, identificar possiveis biomarcadores relacionados a fertilidade e

conhecido importantes alvos de aplicagdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Caprino. Espermatozoides. Protebmica. Raca Saanen.
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Abstract

In order to establish the proteomic profile of sperm cells Saanen of breed is an
important mechanism to identify the reproductive potential of animals. The objective of this
chapter is to characterize the proteomic profile of Saanen breed and indicate proteins with
potential to be biomarkers of fertility. Five breeding of reproductive age (18-21 months) and
proven fertility were used. Semen was collected and submitted for evaluation of sperm
parameters, protein extraction, followed by two-dimensional electrophoresis technique. The
analysis was done in triplicate and was obtained a total of 508 spots in the reference gel.
Proteins were identified based on comparison of isoelectric point (pl) and molecular mass
(MM) in database UniProt using the tool Tagldent of ExPASy. All proteins were classified
according to their function, binding proteins, proteins with a catalytic activity, and transport
proteins. Fifty five (55) proteins were observed with higher expression present in all
triplicates of 5 animals. Of these, it was selected the candidates for biomarkers of fertility. At
the end, it was possible to establish the protein profile of Saanen, identifying possible
biomarkers related to fertility and it was appointed important targets for biotechnological

applications.

Keywords: Goats. Spermatozoa. Proteomics. Saanen.
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Introdugéo

Nas ultimas duas décadas a protedmica tornou-se uma ferramenta de pesquisa
fundamental devido a sua ampla atuacdo em diferentes categorias de estudos, dentre as quais,
podemos citar: mapeamento genético das espécies de interesse econbmico, investigacdo de
marcadores em determinadas doencas, resposta da célula a diversos estimulos externos,
comparar perfis protéicos com diferentes objetivos de estudos, entre outros (ROCHA et al.,
2005).

Um desafio da producdo animal é entender as diferencas nos perfis protedmicos tanto
dentro da mesma espécie como entre espécies diferentes, bem como, suas variacbes
fenotipicas que possibilitem a compreenséo sobre as patologias e respostas dos individuos a
tratamentos, para melhorar o bem estar animal, a eficiéncia reprodutiva e assim aumentar a
quantidade e qualidade dos seus produtos gerados (OLIVEIRA; MENEZES, 2011).

Dentre os animais de producdo, a espécie caprina é a que possui menor porcentagem
de informacdes moleculares em seus bancos de dados, tanto em nivel de expressdo de genes,
como em nivel de proteinas (Gréaficos 1 e 2).

Gréfico 1: Representacao gréafica da quantidade de genes identificados por espécie.
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Grafico 2: Representacdo comparativa da quantidade de proteinas identificadas por espécie

domésticas.
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Para o conhecimento da tolerancia e capacidade de diversas racas exdticas para
exploracdo, faz-se necessario estudo a niveis moleculares quanto a expressdo do potencial
produtivo quando sdo introduzidos em uma regido diferente da sua de origem. 1sso
proporciona maior seguranca no uso desses animais norteando um programa de cruzamento,
que desenvolva gendtipos mais adequados a uma condi¢do ambiental especifica (SANTOS et
al., 2005).

As racas caprinas para producdo de leite no Brasil sdo de origem européia. Estudos
com machos Saanen analisando sua adaptabilidade ao clima da regido Nordeste, tém
apresentado sensivel a elevacdo da temperatura, quando comparados com 0s nativos. A racga
Saanen tem apresentado boa prolificidade e adaptacdo, mas precisa estar inserida em um
sistema produtivo intensivo e devido sua alta produtividade apresenta-se mais susceptiveis a
doenca ,porém marcam presenca na maioria dos rebanhos leiteiros e sendo a mais utilizada
em programas de melhoramento genético (COELHO, 2006).

Poucos estudos moleculares tém sido relatados para esta raca, tornando imprescindivel
maiores informacBes quanto ao seu aspecto reprodutivo, devido a grande importancia

econdmica, especialmente nas exploragdes leiteiras, em que o fluxo das receitas inicia-se com



53

a capacidade de fertilizacdo dos machos e a ocorréncia dos partos nas fémeas (LOBO;
SILVA, 2005).

O objetivo desse capitulo é caracterizar o perfil protedmico das células espermaticas
da raca Saanen e indicar possiveis biomarcadores com potencial biotecnolégico.
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Materiais e Métodos

Animais experimentais e coleta do sémen
Foram utilizados cinco reprodutores caprinos da ragca Saanen designados
aleatoriamente em animais A,B,C,D, E e a partir daqui serd usado essa denominacao para 0s
animais com suas idade de 18 a 21 meses, sadios e bem alimentados de acordo com a norma
NRC (National Research Council) com capim elefante (Pennisetum purpureum Schum) e
com suplementacdo de 300 g de concentrado por dia, contendo 70% de milho, 27% de farelo
de soja, 2% de calcério e agua e sal mineral ad libitum. Todos os animais possuem fertilidade
conhecida sdo submetidos a regime de criagdo intensivo na Embrapa Caprinos e Ovinos em
Sobral, CE. Os animais foram denominados aleatoriamente de animais A, B, C, D, E, e a
partir daqui sera usada esta denominagéo para 0s animais.
O sémen foi colhido usando vagina artificial e uma fémea ovarectdmizada cujo
cio foi induzido utilizando 1 mL de cipionato de estradiol. As coletas foram realizadas nos
meses de marco e abril de 2013 nos horarios entre 08:00 h as 10:00 h, sendo realizada uma

coleta por semana.

Avaliacgdes espermaticas

Apos a coleta, as amostras foram imediatamente mantidas em banho-maria a 37°C
para avaliar 0s seguintes parametros espermaticos: quanto ao aspecto (Aquoso; Leitoso;
Leitoso espesso; Cremoso; Cremoso espesso), volume do ejaculado (mL), motilidade
progressiva individual (%), vigor (0-5) e  concentracao espermatica
(x10%/espermatozoides/mL) sendo avaliados em microscopio 6ptico e através de
espectrofotbmetro de acordo com recomendacdo do Colégio Brasileiro de Reproducéo
Animal (CBRA, 1998).

Vale salientar que todas as avaliacBes espermaticas foram realizadas apenas pelo
técnico e experiente laboratorista de modo a minimizar os erros de analises.

O sémen foi centrifugado a 1.500 x g por 30 minutos a 4°C, com a finalidade de
separar 0 plasma seminal dos espermatozoides, sendo estes armazenados a -80 °C até o uso

para a extracao de proteinas.

Extracéo de proteinas
Os espermatozoides foram descongelados a 37°C, lavados com tampao fosfato salino

(PBS) a 0,15 M pH 7,4 e centrifugados a 4.000 x g em trés ciclos de 10 minutos cada. Para
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lisar as células, foi utilizado o detergente CHAPS (Ciclohexilamino dimetilamdnio propano
sulfonato) a 4 %, levado a mesa agitadora por 2 h e posteriormente, centrifugados a 10.000 x
g por 20 minutos. Em seguida, observou-se duas fases, coletou-se o sobrenadante e adicionou
a ele trés volumes de acetona/TCA (&cido tricloroacético) a 10% gelado, por 16 horas a 20°C.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. O precipitado foi
lavado 3x com acetona 100% gelada, secado a temperatura ambiente e solubilizado em 50 pL
de uréia/tioureia 9 M. As amostras selecionadas para extracdo foram referentes as coletas do
més de marco. Apds o processo de extracdo foi feito um pool das proteinas extraidas para
cada animal, visando obter a quantidade necessaria para quantificagdo das proteinas totais
pelo o método de Bradford (1976), comprovar a integridade protéica por SDS-PAGE e 0 uso

para eletroforese bidimensional.

Dosagem de proteinas totais

As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) que se baseia
na ligagdo do corante Coomassie Brilliant Blue G250 as proteinas, com formacgdo de
coloracdo azul. A presenca de proteinas foi observada através de espectrofotometro modelo
Ultrospec 2100 (GE Healthcare), utilizando-se o comprimento de onda 595 nm. A
quantificacdo foi feita em triplicata, usando a albumina sérica bovina (BSA) para criar uma

curva padrdo em concentrac6es conhecidas (0, 5, 10, 15, 20 pg/uL) de BSA.

Eletroforese Unidimensional (SDS-PAGE)

Para avaliar a integridade e a concentracdo das proteinas foi realizado uma eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) (LAEMMLLI,
1970). A partir do Bradford foi obtida leituras de absorbancias das proteinas a 595 nm uma
realizado para cada amostra em triplicata para se obter uma média no valor de suas
concentragdes e posteriormente aplicou-se 5 pg de proteinas por pogo. O marcador de peso
molecular utilizado foi o LMW (Low Molecular Weight - Marcador de baixo peso molecular)
(GE Healthcare). O tempo de corrida foi estimado em uma hora e trinta minutos, nas
seguintes condi¢bes: 150 V, 30 mA.

Ap6s a corrida, o gel foi colocado na solucdo de fixacdo (Etanol 40%, Acido acético
10%) por 15 minutos, posteriormente corado com Comassie Brilliant Blue R-350 por 24 horas

e descorado com agua quente.
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Eletroforese Bidimensional

As proteinas do espermatozoide (250 pg) foram solubilizadas em tampédo de
reidratacdo (uréia 7 M, tiouréia 2 M, DTT 65 mM, CHAPS 1% p/v, anfélitos 0,5% v/v e azul
de Bromofenol 0,002%). A mistura foi reidratada em caneletas do IPGBox (GE Healthcare) e
incubadas em tiras de gradiente de pH imobilizado (IPG Strip) de 13 cm, com faixa de pH
linear de 4-7 por 16 horas.

A focalizagdo isoelétrica foi conduzida no equipamento Ettan™ IPGPhor 1™ (GE-
Healthcare) nas seguintes condicfes: etapal (500 V por 30 minutos); etapa 2 (4000 V por
2:30 horas) e etapa 3 (8000 V até atingir 18.000 V horas totais). Em seguida as tiras foram
armazenadas em freezer a -80 °C para procedimentos posteriores.

Apos a focalizacdo as tiras foram equilibradas, sob agitacdo, em solucdo de equilibrio
(tris 50 mM, glicerol 30%, uréia 6M, SDS 2% e azul de bromofenol 0,002%) com ditiotreitol
1% (DTT 1% p/v) por 15 minutos para a reducdo das proteinas e, em seguida, alquiladas com
iodoacetamida 3% (IAA 3% p/v) também em solugdo de equilibrio por 15 minutos. Em
seguida, as proteinas foram separadas na segunda dimensdo em geis de poliacrilamida a
12,5% na presenca de SDS. A corrida foi realizada sob as seguintes condic¢des: 15 mA/gel por
15 minutos e 25 mA/gel por 6-8 horas. Foi utilizado marcador de peso molecular entre 14 e
97 kDa sendo corrido em triplicata para cada animal.

Os géis foram fixados em mistura de etanol, acido acetico e agua (4:1:5 v/v/v), durante
15 minutos e posteriormente corados com solucdo de Coomassie G 250 (Blue Silver)
(CANDIANO,G. et al. 2004) durante vinte e quatro horas e armazenados em solucao de &cido
acético 5%.

Para digitalizacdo dos géis, utilizou-se o equipamento ImageScanner Il gerenciados
pelo programa LabScan 6.0 (ambos da GEHealthcare). As imagens obtidas foram analisadas

no programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE-Healthcare).

Identificacdo das Proteinas

As proteinas presentes nos géis bidimensionais foram identificadas in silico com base
nos dados de ponto isoelétrico e massa molecular comparados com o banco de dados de
proteinas ndo redundantes do Uniprot através da ferramenta online Tagldent
(web.expasy.org/tagident). Os parametros do Tagldent incluiram a restricdo do organismo para
“Mammalia” e margem de erro de 10%. Apenas a primeira proteina da lista (maior hit) foi

considerada.
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Os dados dos spots como ponto isoelétrico, massa molecular, volume do spot
juntamente com as informacdes de identificacdo foram armazenados em uma planilha no

Microsoft Excel.
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Resultados e Discussdes

Parametros espermaticos
No presente trabalho foram avaliados os parametros espermaticos, bem como, o perfil
protedmico dos espermatozoides de caprinos das ragas Saanen.

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdo dos parametros espermaticos da raca Saanen avaliados
estatisticamente pelo programa Graphpad prism® versdo 4.0 One-way ANOVA, seguido pelo teste de

Bonferroni. Considerando <0,05.

Amostra
Parametros Animal A Animal B Animal C AnimalD  Animal E

Motilidade (%) 83,33+3,33% 76,67+6,67° 86,67+3,33°  90,00+0,01° 83,33%6,67°
Vigor (1-5) 4,00+0,01°  3,67+0,33°  4,67+0,33*  4,00+0,01*°  4,67+0,33°
Concentragdox  3,17+0,31°  3,86+0,10°  3,73+0,49°  3,88+0,22°  2,85+0,86°
x10¥mL
Volume (mL)  1,33+0,24*  1,73+0,39°  1,67+0,44° 1,03+0,20°  0,90+0,06°

Fonte : Autor

A partir das coletas e avaliacdo de sémen ndo se observou diferenca significativa de
acordo com os parametros mostrados na Tabela 1. Estes dados corroboram com Bezerra e
colaboradores (2009), Rovay (2006), Matos (2012) e Eloy e Pereira (2013) os quais avaliaram
0S mesmo parametros com caprinos da raca Boer, Saanen, Moxoté e Anglo-Nubiano,
respectivamente.

No entanto pesquisas tém revelado nos reprodutores bovinos avaliados pelos métodos
tradicionais, caracteristicas seminais semelhantes uma diferenca de 20 a 25% no indice de
Fertilidade Larson e Miller (2000). Provavelmente essas diferencas podem estar relacionadas

com proteinas e outros compostos intercelulares.

Dosagem das proteinas e eletroforese unidimensional

Para avaliar a eficiéncia do método de extracdo das proteinas totais de
espermatozoides da raca caprina Saanen, realizou-se uma quantificacdo de acordo com o
método do Bradford e uma SDS-PAGE.

De acordo com as concentracdes obtidas foi avaliado o menor e maior valor médio,
observando uma variagdo de 14,25 pg/uL e 28,6 pg/ul, respectivamente (Tabela 2). Os

referidos dados estdo de acordo com Matos (2012), que, estudando espermatozoides de
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caprinos Moxot6 no mesmo periodo do ano de margo e abril obteve valores médios de 17,25
pg/ul e 27,9 pg/ul.

O método de extracdo de proteinas utilizado foi eficiente nos aspectos qualitativos e
quantitativos, sendo observado, no SDS-PAGE, bandas protéicas integras e livres de

contaminantes, como carboidratos e lipideos conforme a Figura 1.
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Tabela 2: Quantificacdo de proteinas totais de espermatozoides de caprinos da raca Saanen utilizando
0 método de Bradford.

Amostra Concentracao (pg/pl)
Animal A 25,95
Animal B 18,85
Animal C 22,2
Animal D 28,6
Animal E 14,25

Fonte: Autor.

Eletroforese Unidimensional

A realizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5% de
proteinas de espermatozoides utilizando 5 UL de amostra em cada poco teve como finalidade
averiguar a integridade das proteinas extraidas e se as mesmas estavam livres de

contaminantes para a eletroforese bidimensional.

Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional mostrou um grande nimero de spots protéicos nitidos na
triplicata da raca Saanen. Os géis de referéncia para cada animal podem ser visualizados na
figura 2. Os dados obtidos relataram um nimero médio de spots variando de 319 (animal E) a
468 (animal D) e o nimero de spots correspondentes (Matches) variou de 273 (animal C) a
347 (animal D) (Tabela 3).

Recentemente, Matos (2012) detectou uma média de 330 spots de amostras protéicas
de espermatozoides de caprinos da raca Moxoto através de eletroforese bidimensional (2DE),
utilizando faixa de pH de 4 - 7. Estudos com bovinos da raca holandesa, analisando o
espermatozoide com a técnica de 2DE, detectou uma média de 861 + 45 no valor total de
spots onde, 567 + 143 pontos combinava com o gel de referéncia fazendo matches
(D'AMOURS et al., 2010).



Figura 2: Géis bidimensionais das proteinas totais de espermatozoide de caprinos da raca Saanen.
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14,4 KDa e acima os valores de ponto isoelétrico (pl), que varia de 4 a 7. Fonte: Autor
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Tabela 3: Numero de spots e spots correspondentes (matches) presentes nos géis

bidimensionais de cada animal.

Animal R1 R2 R3 Numero médio de spots  Spots correspondentes (Matches)
Animal A 443 486 408 445 414
Animal B 390 317 370 359 351
Animal C 417 384 505 436 273
Animal D 449 504 453 468 347
Animal E 272 391 294 319 275

Os valores de spots das réplicas de cada animal estar representada por R1, R2 e R3
juntamente com o nimero médio de spots entre elas. A correlacdo entre as triplicatas mostrou
414, 351, 273, 347 e 275 spots correspondentes (Matches) para os animais A, B, C, D e E,

respectivamente.
Fonte: Autor.

De acordo com os valores dos matches foi construido um grafico de disperséo, a partir
da porcentagem do volume do spot, para verificar a reprodutibilidade da técnica 2D (Grafico
3). Conforme os valores dos gréaficos foram reproduzidos, uma tabela com os valores de

correlacdo obtidos em suas replicas de cada animal (Tabela 4).
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Gréfico 3 - Gréficos de dispersdo das triplicatas dos geéis 2D, contendo proteinas de espermatozoides
de caprinos da raca Saanen.
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Tabela 4: Coeficientes de correlagdo linear para as triplicatas por animal.

Animal Correlagdo R1 e R2 Correlagdo R1 e R3
A 0, 945 0, 964
B 0, 963 0, 957
C 0, 948 0, 916
D 0, 950 0, 958
E 0, 936 0, 915

R1: gel de referéncia; Correlagdo com as repeticdo R1 e R2 e Repetigdes 2 e 3,
respectivamente.
Fonte: Autor

De acordo com a correlacdo de Pearson, valores acima de 0,85 sdo aceitaveis para
indicar boa reprodutibilidade entre duas variaveis (VIEIRA, 1980). Assim, observou-se boa
reprodutibilidade em todos os géis de todos os animais em estudo. Estes dados corroboram
com os obtidos por Matos (2012) em espermatozoide da ragca Moxoto .

Foi observado maior abundancia de proteinas na faixa de pH de 5 a 6.69, como mostra
o Grafico 4. Em relacdo a massa molecular a maior concentracdo de spots foi entre 20 a 80
kDa (Gréafico 5). As proteinas foram estudadas numa faixa de pH de 4 a 7 com 13 cm
(unidades de pH/cm). Estudos demonstram que essa faixa é mais eficiente na deteccdo de
maior numero de spots quando comparadas com tiras menores como a de 7 cm e faixa de pH
de 3a10.

Grafico 4: Distribuicdo dos spots, por Ponto Isoelétrico (pl), de proteinas das células espermaticas da

raca Saanen.

Distribui¢cao dos spots por pl
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Fonte: Autor
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Gréfico 5: Distribuicdo dos spots, por Massa Molecular (MW), de proteinas das células espermaticas
da raga Saanen.
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Fonte: Autor

De acordo com Matos (2012), a maioria das proteinas de espermatozoides da racga
Moxotd se concentram na faixa de pH entre 5 a 6 e com massa molecular entre 20 a 60 kDa.
Resultados semelhantes foram obtidos em espermatozoides de cavalos, onde a maioria das
proteinas se concentraram na faixa de pH entre 5 a 7 com massa molecular entre 20 a 80 kDa

(DIAS, 2006). Esses resultados corroboram com os resultados obtidos para a raca Saanen.

Identificacdo de proteinas

Os spots protéicos foram identificados no banco de dados Uniprot através da
comparacdo por pl e massa molecular, e foram comparados com proteinas de outras espécies
(Gréfico 6) e classificadas quanto sua categoria funcional, componente celular e processos

biologicos (Gréfico 7).

De acordo com as identificacbes de proteinas feitas com base nos valores de pl e
massa molecular, a maioria das proteinas identificadas sdo homdlogas aquelas presentes em

Bos taurus (Gratico 6).
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Gréfico 6: Distribuicdo das proteinas identificadas em géis bidimensionais de Saanen com base em
proteinas homdlogas de outros organismos.

B Mus musculus

u Rattus novergicus
u Bos taurus

m Outros

Fonte: Autor

Estudos filogenéticos comparando a proteina 5 contendo motivo tripartite (TRIM5) em
diferentes animais, mostrou uma maior similaridade entre caprinos e ovinos quando
comparados com bovinos (JAUREGUI et al., 2012). Possivelmente, esse resultado pode ser
justificado pela proximidade filogenética entre a espécie Bos tauros e Capra hircus, sendo
que, a primeira espécie, possui maior quantidade de proteinas registradas em banco de dados e
relatada na literatura, quando comparadas com ovinos. Sendo assim, o grafico de identificacdo
de proteinas, de acordo com o organismo, pode ser uma ferramenta indicativa de similaridade

em estudos com proteinas homdlogas de organismos filogeneticamente proximos.
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Gréfico 7: Identificacdo de proteinas separadas por funcdo molecular, componente celular e processo
bioldgico por genes ontologos e classificacdo indepedente.

90
80
wv
5+
;- 70
3 60
e —
= 50
(3 40
T
@ 30
K= 20
(5]
E i Ld L
o 0 —
[<F] ) - © o =
o = 3 ey P o c = =2 2
3] s @ > 3 = S = 3 >
= o — = © = = (2 o =
o 4 = @ o o @ =
S @ = >< = ) w o
= b= L w o b w0
Rl o o o
,g @ o 2
=
< s D
= oc
<
Funcdo molecular Componente celular Processo biologico

Categorias de notagdao funcional

Fonte: Autor

Milardi e colaboradores (2012), estudando plasma seminal de humanos, obtiveram
resultados semelhantes com dados proteicos de espermatozoide quanto a identificacdo de
proteinas. Analisando a funcdo molecular, através do banco de dados Uniprot, a maior
proporcdo encontrada sdo as proteinas de ligacdo, correspondendo a 58%, seguida por
proteinas cataliticas (20%). Quanto a categoria de processos biolégicos, 40% das proteinas
estdo envolvidas no processo celular e 31% por proteinas envolvidas na regulagéo.

De acordo com os resultados obtidos, existe um grande numero de proteinas
identificadas na categoria funcional de ligacdo. Proteinas de ligacdo tém sido descritas na
literatura em associacdo com a superficie espermatica, indicando um papel potencial na
fertilizacdo, desempenhando funcGes especificas na fusdo do espermatozoide com o odcito e
exercendo funcdes direta nos Ultimos eventos de fertilizacdo onde elas sdo expressas nos
testiculos e epididimo (BARROS, 2011).

Numerosas tentativas tém sido realizadas no intuito de se estabelecer marcadores de
fertilidade em machos com a utilizacdo de anticorpos contra proteina de ligacéo, in vitro, nos
espermatozoides e na zona pellcida, sem afetar a motilidade, reacdo acrossémica ou a fusao

das membranas dos gametas masculino e feminino (BOUE; SULLIVAN, 1996).
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Entre as proteinas com atividades cataliticas destacam-se as quinases e fosfatases.
Essas proteinas atuam como elementos de controle chave, agindo como reguladoras de sinais
extracelulares e intracelulares. Além disso, também desempenham um papel importante na
regulacdo da transducdo de sinal especifica por sua presenca em uma série de modulos de
sinalizacdo macromoleculares. As fosfatases sdo encontradas em abundancia em células dos
testiculos humano (FARDILHA, 2003).

Proteinas associadas a funcdo de transporte tém sido descritas em estudos
imunohistoquimicos, sendo localizadas na peca principal do flagelo de espermatozoides
humanos, camundongos e ratos. A natureza conservada dessa enzima sugere que elas
possuem a mesma fungdo em outras espécies de mamiferos (WELCH et al., 2000).

Assim, no presente momento, ndo se questiona mais se a mitocondria espermatica
produz novas proteinas, mas sim quais novas proteinas estdo sendo produzidas e como essas
novas proteinas sao utilizadas pelas células. Portanto, embora a criagdo de listas protedmicas
nos forneca um “inventario” de proteinas presentes dentro da célula espermatica,
funcionalmente ainda € dificil determinar quais destas proteinas sdo, por exemplo,
modificadas durante o transito epididimario para permitir a ligacdo espermatozoide-odcito, ou
iniciar a motilidade espermatica (BAKER , 2011).

Proteinas mais expressas do perfil protedmico

Considerando 0s spots protéicos presentes em todas as repeticbes dos géis, foi
selecionado um grupo contendo as proteinas mais expressas. As proteinas foram identificadas
utilizando os seus respectivos valores de pl e massa (Tabela 5), dentre elas, foram
selecionadas algumas proteinas de maior expressao para discutir sua funcdo de acordo com as

identificacbes do Uniprot e com a literatura.
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Tabela 5: Proteinas mais expressas no perfil protebmico da raga Sannen, utilizando o banco

de dados do Uniprot.

pl
SpotID MW N° DE ACESSO pl MW Nome da proteina
262 549 53379.0 A0A8J8 5.47 54959 Angiopoietin-2
415 5.64 39730.0 AS5YM72-2 5.64 41774 Carnosine synthase 1
530 5.39 27663.0 A1E295 5.25 27649 Cathepsin B
805 5.74 20351.0 CAV1 PAPAN 5.64 20326 Caveolin-1
625 5.14 17099.0 CAV2 PAPAN 5.20 18265 Caveolin-2
465 592 349430 ALA4Ve2 591 33ggp  Coiled-coil domain-containing
protein C160rf93
407 550 40494.0 ALYERS 544 30086 Lo ublquitin-protein ligase
RING1
E3 ubiquitin-protein ligase
303 5.45 49246.0 AO0JN74 5.41 52948 TRIM1L
220 512 55773.0 AOIND9 520 5340  Ccronucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 8
534 532 27007.0 ALAAM2 528 24766 ' membrane protein complex
subunit 10
F-actin-capping protein subunit
459 5.54 35525.0 AOMS8R8 5,58 32818
alpha-2
535 5.82 26963.0 ALYIY0-2 5.89 27358 Fc receptor-like protein 6
650 5.64 16195.0 LEG16 HUMAN 553 16576 Galectin-16
573 679 24822.0 BOBMZ3 6.63 24343 C'raseIMAP family member
GIMD1
671 6.84 14986.0 HBB_SCICA 6.77 15914 Hemoglobin subunit beta
292 4,71 50318.0 A5A6P3 4.80 45918  Keratin, type I cuticular Ha3-I
366 5.27 45397.0 AQJND2 5.23 47438  Keratin, type Il cytoskeletal 80
656 6.53 15766.0 LY6H _BOVIN 6.48 14813 Lymphocyte antigen 6H
633 494 170500  MED22 RAT 492 1gagg ediator of RNA polymerase |l
- transcription subunit 22
540 483 26807.0 A1E960 484 28322

Odontogenic ameloblast-



https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0M8R6&usd=2&usg=ALhdy28N2uGEI2CEtyHGuKGwugku2XxymA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0M8R5&usd=2&usg=ALhdy29Xvak4R1XSGpQouPRtpOdxb5FeuQ
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A8MUM7&usd=2&usg=ALhdy2__IXcudoe7XU7NTG37ygvxYOs_QA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/B3EWD2&usd=2&usg=ALhdy2_ZyNWaMZ0tx_lGRmbsZCf3eOXT6Q
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0JNB3&usd=2&usg=ALhdy29Ehi9wUYWSxog6yqjfA9uK7PZocQ
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0JPN6-2&usd=2&usg=ALhdy298bfQwaSZ3kHg7MqSiLsGnVwJWDw
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639

491

681

640

807

975

293

560

653

580

355

204

787

438

935

421

791

607

641

642

5.41

5.21

6.53

4.60

5.54

431

4.77

4.40

591

5.08

6.16

5.95

5.68

6.25

5.69

5.40

4.83

5.43

5.46

6.71

17124.0

31245.0

13490.0

17001.0

17224.0

25742

50158.0

26324.0

16148.0

24073.0

46090.0

57812.0

28242.0

36766.0

35032.0

39730.0

23717.0

20317.0

16805.0

16695.0

OOEP_BOVIN

AOPG75

PIP_HYLAG

F71E1_MOUSE
FA72A_RAT

HUMMR_BOVIN

AGNHM9

ABNL28-2

RMI2_BOVIN

AO0JNG4-2

AlASR1

AO0AV96-2

PRS38_HUMAN

AO0JNK3

SRR_BOVIN

AOAV02-4

TLDC2_MOUSE

TIFA_BOVIN

TMM72_HUMAN

TMM80_BOVIN

5.39

5.12

6.51

4.55

5.49

4.29

4.61

4.48

5.96

5.56

6.02

5.94

5.67

6.11

5.72

531

4.73

5.33

5.36

6.70

15868

30027

13488

16860

16756

24888

54511

24801

16817

22919

45551

56920

29473

35118

36181

41059

21987

21580

16870

15339

associated protein

Oocyte-expressed protein
homolog

Phospholipid scramblase family
member 5

Prolactin-inducible protein
homolog

Protein FAM71E1
Protein FAM72A
Protein MGARP

Putative DBH-like
monooxygenase protein 2

Putative tropomyosin alpha-3
chain-like protein

RecQ-mediated genome
instability protein 2

RING finger protein 207

RNA binding protein fox-1
homolog 2

RNA-binding protein 47
Serine protease 38

Serine protease HTRAZ2,
mitochondrial

Serine racemase

Solute carrier family 12 member
8

TLD domain-containing protein
2

TRAF-interacting protein with
FHA domain-containing protein
A

Transmembrane protein 72

Transmembrane protein 80



https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0JNQ6&usd=2&usg=ALhdy2-CIbYsJAA6LMnK0elc1AsuME5vqQ
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0A890&usd=2&usg=ALhdy28N8AUiek7jkzh_9jNnLyPdfIP8Zg
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A1L3C1-2&usd=2&usg=ALhdy2_J9L34j9ps6Lh0GT8zTo73mcgbgA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A1KXW8&usd=2&usg=ALhdy284j5cAYScu6fZTJGmQVTIj8aIp7g
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A6QLZ1&usd=2&usg=ALhdy28OzLHrnUUxcqFI1zUcO2mli35vxA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A5PJU7&usd=2&usg=ALhdy2_cQI_Z9yoo2yBNpS5e0l2ZQY7Qkw
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A1L453&usd=2&usg=ALhdy2_lrrIRKYNvpUgEPqjeNHEEfMx0cg
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0JNI4&usd=2&usg=ALhdy29Tua7I4yKoH19uC0xvbuSxv5tYpQ
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A2ACG1&usd=2&usg=ALhdy2_jdfJ26ctcKgLcayBSQ6u7_DbwsA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A2VDM0&usd=2&usg=ALhdy2-7C3LK9zwGRkcn3NTa4RPStlI_Aw
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A0PK05-2&usd=2&usg=ALhdy294tZoK9YvP93Q8E-XzuL_Dz0QyvA
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A1A4P6&usd=2&usg=ALhdy2-LZnIaDCKWoTInV50qNXjRdllOOA
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802 471 17938.0 TRMI1L_MOUSE 4.73 16214 TRMT1-like protein

tRNA wybutosine-synthesizing

628 6.84 179250 TYW5_HUMAN 6.84 17526 .
- protein 5

435 5.05 38782.0 AO0JNCO 5.05 40459 Tropomodulin-1

Ubiquitin-conjugating enzyme

649 538 16467.0 UBE2C_HUMAN 553 15765 E2C

Ubiquitin-like modifier-

417 5.12 40546.0 AOAVT1-3 5.11 43216 -
activating enzyme 6

Fonte: Uniprot 2014 e Autor

Entre as proteinas de ligacdo com maior expressdo esta a Caveolina 2, que € uma
receptora de ligagdo que segundo, o banco de dados do Uniprot, sua localizacdo atribuida a
uma proteina de membrana caveolar com funcéo reguladora acessoria em conjunto com CAV
1 na segmentacdo de bolsas lipidicas e na articulacdo caveolar. Essa proteina tem sido
estudada para fins reprodutivos associadas com a sinalizacdo e enriquecimento de
propriedades biofisicas da membrana espermatica durante o processo da perda do colesterol,
preparando o0 espermatozoides para a rea¢do acrossémica.

Miranda e colaboradores (2009), utilizando espermatozoides de ratos, avaliaram a
localizagdo da CAV-2 antes e ap0s a reacdo acrossdomica, e durante o processo de capacitacdo
espermatica. Os estudos demonstraram a especificidade na superficie do acrossoma,
utilizando anticorpo especifico para a CAV-2 e imunofluorescéncia, conseguindo, assim,
comprovar que a CAV-2 emitiu fluorescéncia até a participacdo na reacdo acrossémica, o que
ndo foi detectado sua emissdo durante o processo de capacitacdo espermatica, sugerindo seu
potencial como biomarcador para a rea¢do acrossomica.

A proteina Homeobox Nkx-6.3 participa do processo celular de ligacdo a regido
reguladora da transcricdo na sequéncia especifica do DNA. Especificamente, € um fator de
transcricdo, que pode estar envolvido na modelacdo do sistema nervoso central e do pancreas.

Os membros da familia de proteinas Nkx foram estudados por Alanentalo et al.
(2006), que observaram, por clonagem e expressdo, o desenvolvimento do Nkx6.3 como um
novo membro da subfamilia Nkx6, observando que seu desenvolvimento ocorre no sistema
nervoso central (SNC) e no trato gastrointestinal.

A familia das galectinas compreende um grupo de lectinas cujos dominios de

reconhecimento de carboidratos (CRDs) possuem afinidade especifica para R-galactosideos.


https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A2RSY6-4&usd=2&usg=ALhdy28pDy_l5ZTpLPaXfZGTgzY408i3dw
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/A2RUC4-2&usd=2&usg=ALhdy28vsYxVrS3-gOjanwzQMZNVYKXPLg
https://www.google.com/url?q=http://www.uniprot.org/uniprot/O00762-2&usd=2&usg=ALhdy28xn0Lo63kftHjher5aIQ0-SMY8qQ
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Estas se encontram amplamente distribuidas em células normais e neopléasicas de diferentes
organismos e estdo envolvidas em uma grande diversidade de eventos celulares, tais como o
risco de infarto do miocardio, processos inflamatorios, adesdo celular, progressdo tumoral
(TOSCANO et al., 2006).

As galectinas tém sido foco de estudos recentes, principalmente pelo seu envolvimento
em processos inflamatorios e neoplasicos, entretanto, ainda existem muitas perguntas sobre
suas interacdes com diferentes carboidratos, a especificidade destas interagcdes e o papel
especifico das galectinas em inflamacdo (NORLING; PERRETTI; COOPER, 2009).

Um dos antigenos leucocitarios humanos nao-classica (HLA) da classe de proteinas
HLA-G, exerce funcdo imunorregulatoria de atividade importante, especialmente durante a
gravidez na fémea, porém sua presenca no fluido seminal de macho pode ter influéncia sobre
0 risco de desenvolvimento da pré - eclampsia.

Larsen e colaboradores (2011), através da técnica de Western Blot com anticorpo
HLA-G (sHLA -G) e imunostoquimica em plasma seminal, epididimo e prostata de
humanos, investigou sua localizacdo especifica durante sua expressao, confirmando que o0s
niveis de expressao sdo variados em plasma seminal e epididimo, porém ndo houve evidéncia
nos tecidos da prostata.

A prolactina € um horménio que desempenha um importante papel na producdo de
leite e atua na manutencdo das glandulas mamarias em fémeas. Em macho, sua funcéo ainda
ndo é esclarecida, mas associada a diminuicdo da libido, infertilidade e baixa producédo de
espermatozoides.

Comparando o perfil protedmico do esperma humano, foi encontrado prolactina no
plasma seminal, podendo este, atuar como um possivel biomarcador de infertilidade, ou
deficiéncia no mecanismo de transporte dos espermatozoides, quando associada a animais
inférteis. E importante compreender as proteinas envolvidas em estresse oxidativo e
inflamacdo porque isso vai ajudar a identificar de eventuais medicamentos e terapias
antioxidantes que poderiam ajudar a tratar os homens inférteis que consequéncia do estresse
oxidativo (SHARMA et al., 2013)

A proteina que pertence a segunda categoria, de média expressdo, com atividade
catalitica é uma Serina Protease. Esta classe de proteinas desempenha papel fundamental em
muitos processos bioldgicos, regulando as proteinas de superficie que sdo pontos-chave em
vias de sinalizacdo.Varios estudos tém relatado a presenca de membros desta familia nos

espermatozoides de diferentes espécies (CESARI et al., 2010).
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A proteina que pertence a terceira categoria, com menor expressdo, com atividade de
transporte é a proteina bicaudal 2. Ela é identificada em diversos vertebrados e a sua
expressao esta restringida ao desenvolvimento do cérebro, olho, dorsal, ganglios da raiz e do
rim. Estudos recentes tém demonstrado acdo dessas proteinas relacionada com a ovogénese e
embriogénese (NOORDSTRA, 2012).

Muitos mediadores de resisténcia intrinseca em células tem sido estudados, afim de
inibir o potencial de replicacdo dos retrovirus, proteinas da familia TRIM. Os dominios 5 e 3
tém sido bastante elucidados em estudos para o HIV, um potente retrovirus precusor da AIDS.
Entretanto, hd poucos relatos de estudos dessa familia de proteinas para inibir a acdo de
retrovirus para doencas especificas em caprinos, como no caso da CAEV.

Jauregui et,al (2012) estudaram propriedades restritivas do motivo tripartite 5-alfa
(TRIMS5a), buscando identificar sequéncias semelhantes em ovinos e caprinos. Este estudo
teve como objetivo identificar e caracterizar em ovinos e caprinos com a possivel fungéo
restritiva da proteina para as infec¢Bes dos lentivirus para maedi visna e caev. Com técnicas
de clonagem, foi inserido os genes restritivo da TRIM5a em ovinos e caprinos, extraido o
RNA, cDNA e sequenciado para a construcdo de uma arvore filogenética com as sequéncias
de nucleotideos TRIM 5 a de espécies diferentes e verificar a homologagdo do gene. Os
resultados mostraram que todas as sequéncias TRIMS5 ovinas e caprinas descritos sao
ortologos, sendo possivel apenas a comprovacdo das células transduzidas com ovinos
TRIMSa através da PCR que efetivamente inibiu a sintese de DNA viral, sugerindo um
mecanismo conservado de restricdo para cada especie. A identificagdo de TRIMS5a. espécies
moleculares ativos pode abrir novas estratégias profilaticas contra as infec¢des dos retrovirus.
Porém nao hé estudos com a proteina TRIM da familia 11 experimentalmente para pequenos

ruminantes, apenas tendo sido relatado sua acdo anti- retroviral para humanos e ratos.
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Conclusao

Pode-se concluir que foi estabelecido o mapa protedmico da raca Saanen conhecendo
possiveis candidatas a biomarcadores de fertilidade envolvida na reacdo acrossémica, citamos
a CAV-2. E também proteinas ligadas as caracteristicas imunofisologica citamos a proteina

TRIM11 com potencial de agdo retroviral e com possibilidades biotecnoldgicas.
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CAPITULO 3
ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA ENTRE AS RACAS
SAANEN E MOXOTO
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Resumo

Buscando analisar quantitativamente os valores dos parametros espermaticos, bem
como as proteinas expressas nos espermatozdides de caprinos (Capra hircus) das ragas
Saanen e Moxoto, foram identificadas as proteinas exclusivas e suas diferencas quanto aos
niveis de expressdo entre elas. A avaliacdo comparativa dos parametros espermaticos entre 0s
reprodutores, ndo se obteve diferencga significativa entre as ragas. A analise protedmica dos
géis bidimensionais detectou maior quantidade de proteinas para raca a Moxotd (806 spots),
em comparacdo com a raca Saanen (505 spots). A quantidade de spots correspondentes
(matches) entre elas foi 213. O parametro comparativo foi realizado pelo programa Image
Master 6.0, utilizando como gel de referéncia a ragca Saanen. Foram observadas diferencas
quantitativas na deteccdo de proteinas para cada raca, bem como na identificacdo de proteinas
com potencial para serem biomarcadores exclusivas de fertilidade tanto para a Saanen como

para Moxoto.

Palavras—chave: Caprinos. Analise quantitativa. Protedmica.



81

Abstract

Seeking to analyze quantitatively the values of sperm parameters as well as the proteins
expressed in spermatozoa of caprin (Capra hircus) of Saanen and Moxotd, was identified the
exclusives proteins and their differences in expression levels between them. Assess the
reproductive potential of their breeding, from comparing sperm parameters, there was no
significant difference between the breeds. The proteomic analysis of two-dimensional gels
revealed a higher quantity of proteins to Moxotd breed (807 spots) in comparison with the
Saanen (508 spots). The quantity of corresponding spots (matches) between them was 213.
The comparative parameter was performed by Master Image 6.0 software, using as reference
gel breed Saanen. Quantitative differences were observed in the detection of proteins for each
breed, as well as the identification of proteins with the potential to be exclusive biomarkers of
fertility both Saanen and for Moxoto.

Keywords: Goats. Quantitative analysis. Proteomics.
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Introducéo

Diversas analises comparativas da protebmica foram possiveis devido a integracéo e
automatizacdo de uma variedade de técnicas que permitem separar, identificar, quantificar e
caracterizar proteinas, bem como relacionar essa informacdo com as obtidas por outras
abordagens, através da Bioinformatica. Utilizando essa abordagem, a biologia comparativa se
tornou possivel até mesmo em alguns animais de producéo, onde 0 genoma completo ndo esta
totalmente sequenciado (SANTOS; TEIXEIRA; SA-CORREIA, 2004).

A técnica de eletroforese bidimensional (2D) seguida de identificacdo por
espectrometria de massas (MS), sdo técnicas amplamente utilizadas para comparar proteomas
com a finalidade de identificar proteinas diferencialmente expressas (BRANDAO;
BARBOSA; ARRUDA, 2010).

Algumas limitagcbes também sdo atribuidas a técnica de eletroforese bidimensional,
como a perda de proteinas hidrofébicas, baixa resolucdo de polipeptideos grandes ou
pequenos demais, dificuldades para obter reprodutibilidade e coloracéo dos géis. Com relagédo
a pouca reprodutibilidade, para a comparacao de dados obtidos em diferentes laboratorios, se
faz necessario a padronizacdo para as técnicas de extracdo da amostra e para 0S
procedimentos da eletroforese (RICROCH et al., 2011). Neste trabalho foi possivel uma
comparagdo devido a padronizacdo dos animais, técnicas laboratoriais e software
especializados.

Estes softwares permitem a identificacdo das proteinas, mas também de uma
caracterizacdo adicional que varia do céalculo das propriedades fisico-quimicas basicas até a
predicdo de potenciais modificacbes pos-traducionais e de estruturas tridimensionais (3D). A
proteina encontrada e as bases de dados dos géis bidimensionais sdo o0 nucleo da
bioinformatica na pesquisa de proteomas. SWISS-PROT € um exemplo tipico de uma base de
dados (BAIROCH; APWEILER, 1998).

Os experimentos desenvolvidos no laboratério necessitam ser complementados pelas
andlises virtuais feitas com o auxilio de um computador aléem de softwares para analisar a
separacdo eletroforéticas. Algumas destas estdo disponiveis através da Internet ao UsSuario:
ExXPASy (www.expasy.ch/www/tools.html) (HOCHSTRASSER, 1998).

Nesse contexto, a protedmica comparativa identifica as diferencas quantitativas e
qualitativas entre amostras de proteinas, sendo a técnica de eletroforese bidimensional (2-D)
geralmente o método escolhido, gerando dados em formato que possibilita uma boa avaliacdo

visual e fornece comparagdes quantitativas (RABILLOUD, 2002).
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No presente estudo, a técnica de eletroforese bidimensional foi utilizada para comparar
os perfis protéicos de espermatozoide da raca Saanen e Moxotd, bem como suas diferencas
quanto a intensidade nos seus niveis de expressdo. O objetivo dessa abordagem é estabelecer
proteinas exclusivas que sdo expressas em Saanen e Moxotd, bem como as diferencas na

expressao de intensidade das proteinas em comum.

Matériais e Métodos

Os animais da raca Saanen e Moxoto6 sdo reprodutores da Embrapa Caprinos (Sobral-
CE) foram utilizados 5 animais que eram submetidos as mesmas condicGes de tratamento.

A avaliacdo dos pardmetros espermaticos dos grupos foi realizada seguindo mesma
metodologia descrita para 0s animais Saanen do capitulo 1.

Os géis bidimensionais de espermatozoides da raca Moxotd, foram previamente
descritos por MATOS, 2012, e estavam disponiveis no laboratdrio para comparagdo com
aqueles obtidos da raca Saanen, descritos no Capitulo 2. A comparacdo foi possivel, pois
tanto as condigcdes de tratamento dos caprinos quanto a metodologia utilizada para a extracao
das proteinas e os geéis bidimensionais foram 0s mesmos.

Os géis bidimensionais foram digitalizados pelo ImageScanner 111 (GE Healthcare) e
analisados pelo software ImageMaster 6.0 Platinum (GE Healthcare). A deteccdo de
proteinas (spots) foi feita no modo automatico, seguido de ajustes manuais. A selecéo do gel
de referéncia foi feita levando-se em consideracdo o gel com o maior nimero de spots tanto
nas repeticbes como nos grupos de animais.

A comparacdo entre 0s geis bidimensionais das racas Saanen e Moxoto foi feita
através da analise inter-classe do programa ImageMaster. Os histogramas foram feitos
utilizando a porcentagem do volume como parametro de comparacéo dos spots.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados, os histogramas foram classificados em
duas categorias: as proteinas que diferiram entre as racgas e aquelas que nao diferem. Entre as
proteinas que diferem entre as racas, subdividimos em duas subcategorias: as que diferem por
presenca/auséncia de spots e aquelas que diferem pelo nivel de expressdo (aumento do

volume do spot).
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Resultados e Discussao

Parametros espermaticos
De acordo com os resultados analisados ndo se obteve diferenca significativa entre os
parametros espermaticos de cada raca estudada (Tabela 1).

Tabela 1: Analise comparativa dos parametros espermaticos da raga Saanen e Moxoto.

Raga Saanen Moxoté
Parametro

Motilidade(%) 84+8,28° 85,8+8,81°
Vigor (1-5) 4,2+0,56* 4,2+0,66°

Concentragdo 3,49+0,81° 3,42+1,2°
10x10°mL

Volume (mL) 1,33+0,52° 0,65+0,29°

Valores médios, desvios padrdes e analise estatistica foram feitos utilizando o programa Graphpad
prism® versdo 4.0 com Teste t-Student. Considerando P<0,05.
Fonte: Autor. e Matos 2012..

Corroborando com os resultados obtidos, Coelho e colaboradores (2006) avaliaram os
parametros espermaticos entre as racas Saanen e Pardo alpina sob a mesma condicdo
ambiental e nutricional. A avaliacdo estatistica foi feita de acordo com o teste Duncan e nao
houve diferencas entre as racas (P<0,05). Observando o volume do ejaculado, onde os machos
Saanen (0,6+0,3/mL) produziram maior volume do ejaculado quando comparados com os da
raca Pardo-Alpina (0,5+0,3/mL).

Comparacéo dos géis bidimensional entre as racas Saanen e Moxot6

Durante a analise comparativa entre os perfis protéicos, foi escolhido um gel de
referéncia para cada raca, utilizando como parametro para a escolha a quantidade de spots.
Foram detectados 505 e 806 spots nos géis de referéncia das racas Saanen e Moxotd,
respectivamente (Figura 1). Comparando as racas foi obtido um total de 213 spots

correspondentes (matches).
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Figura 1: Géis bidimensionais das proteinas totais de espermatozoide das ragas Saanen e Moxotd.

MW MW
(KDa) 4 7pl (KDa) 4 7 pl
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66.0 66.0
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e «

(A) Perfil ‘Bidimensional da raca Saanen; (B) Perfil bidimensional da raca Moxotd. A esquerda
encontram-se os valores de massa molecular (MW), os quais variam de 97,0 a 14,4 KDa e acima 0s
valores de ponto isoelétrico (pl), que variade 4 a 7.

Fonte: Autor. e Matos 2012..

Avaliando bovinos de racas diferentes (chianina) e (holstein) por eletroforese
bidimensional Miarelli e Signorelli (2009) detectaram uma média total das duas racas de 649
spots.

Investigando as diferencas associadas a fertilidade dos bovinos da raca Kedah
Kelantan (Bos indicus) ser maior do que da raca européia Mafriwal (Bos taurus) em areas de
climas tropicais, utilizou a protebmica para identificar proteinas relacionadas a maior
termotolerancia e fertilidade. As proteinas de esperma de ambas as racas foram extraidas e
analisadas por eletroforese bidimensional. Um total de 627 spots foram detectados para a raca
Mafriwal enquanto que Kedah Kelantan obteve-se 707 spots o autor ndo revelou os valores
correspondentes (matches) entre os géis (ASHRAFZADEH; NATHAN E KARSANI 2013).
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Proteinas exclusivas da raga Saanen

. Algumas proteinas mais evidentes dos cinco animais e suas réplicas foram
selecionadas para a construcdo de figuras, mostrando o numero de identificacdo (ID), pl e
massa (Figuras 1) em apéndice. A construgdo da tabela 2 apresenta a identificagdo das
proteinas simplificada com o nome das proteinas, nimeros de acesso, pl e massa tedrico e
experimental para auxiliar na discussdo com base no banco de dados do UNIPROT e estudos

na literatura.

Tabela 2: ldentificacdo das proteinas detectadas da raca Saanen com base no pl e massa,

utilizando o banco dedados do Uniprot.

pl/MW . pl/MW
D (Exp.) Nuangssrsc;)de (Teor.) Nome da Proteina (classe)
E3 ubiquitin-protein ligase
303 5.45/49246 AO0JN74 5.41/52948 TRIM11
312 6/31828 GDA2_WHEAT 6.51/31631 Alpha/beta-gliadin A-II
(Prolamin)
360 5.75/44886 AO0JPP7 5.77/45451

Protein DDI1 homolog 1

456 537/36348  AOAVTI-4  520/37693 piauitin-like modifier-activating

enzyme 6
470  531/34546  AOAVT1-4  5.20/37693 Ub'q”'“”"";enzr;?r‘]’!féer'a‘:t“’at'”g
935 5.69/35032.0 SRR _BOVIN 5.72/36181 Serine racemase

Fonte: Autor.

Dentre as proteinas detectadas foi possivel observar maior frequéncia para a familia
das ubiquitinas, sendo composta por uma cadeia de peptideos de 76 AA. Esta familia é um
marcador universal para protedlise encontrado em todos 0s tecidos e organismos
correspondendo a um sinal celular altamente especifico nas proteinas.

O processo de ubiquitinacdo é modulado pela acdo especifica de trés enzimas E1
ativacdo, a E2 conjugacdo, E3 ligase. Quando ativadas, se ligam covalentemente a uma
proteina alvo sinalizando que esta serd degradada ou simplesmente suas funcbes sedo
alteradas, sendo utilizada pelo sistema de proteossoma ubiquitina (UPS). Além da funcéo
proteolitica, o processo de ubiquitinacdo é importante para regulacdo e interacGes proteicas,
traducdo de sinal, reparacdo do DNA, no trafico de proteina, progressdo do ciclo celular,

comunicagdo intercelular, proliferacdo das células e apoptose. Diversos estudos tém se
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aplicado em processos patologicos incluindo neuroldgico e imunoldgico, céncer, diabetes,
obesidade e reprodutivos (AMARAL et al., 2014) .

A ubiquitinacdo foi proposta como evidéncia de modificagdes na membrana
plasmética do espermatozoide que leva a uma reducgdo da fertilidade ou como um mecanismo
de controle para qualidade espermética dependente de ubiquitina. Foi descrito nos
espermatozoides de varias espécies: Seres humanos (SUTOVSKY et al., 2001), equinos
(SUTOVSKY et al., 2003) e em bovinos (SUTOVSKY; HAUSER; SUTOVSKY, 2004).

Potenciais para biomarcadores do esperma incluem proteinas que sdo exclusivamente
associadas a determinados tipos de defeitos nos espermatozoides (marcadores "negativos™ de
fertilidade) ou por proteinas abundantes em espermatozoides com morfologia e funcdo
normal (marcadores “positivos™), um dos biomarcadores de proteina de qualidade espermatica
de touro que ainda ndo possui seu papel totalmente esclarecido € a ubiquitina (RODRIGUEZ-
LOZANO et al., 2014).

Espermatozoides anormais sdo marcados por ubiquitinacdo na superficie da membrana
plasmatica dos espermatozoides, durante a passagem pelo o epididimo e observa-se uma
reducdo das células com defeitos na cabeca do acrossomo e na peca intermediaria, indicando
que houve remocéo das celulas com defeitos. A remocdo ocorre por fagocitose, nas células
epiteliais dos ductos eferentes e por macrofagos intra-epiteliais na cauda do epididimo
(BASKA et al., 2008).

Ha duas razdes principais para este processo ser relevante: uma que atua como um
mecanismo seletivo para espermatozoides férteis e saudaveis e outra é que pode representar
deficiéncia do sistema regulatorio dos espermatozoides deficientes, prejudicando o processo
de fertilizacdo dentro do trato reprodutivo da fémea (AITKEN; KOPPERS, 2011) .

Segundo Amaral e colaboradores (2014) a identificacdo abrangente de ubiquitina em
esperma € um indicativo para relacionar a funcdo em que estd envolvido ao substrato e a
funcdo que ele esta exercendo no interior da célula em cada proteina ubiquitinada .

O fato da ubiquitina estar sendo expressa, e considerando que a adicdo de uma unica
proteina-alvo altera sua atividade e localizacdo, Dikic, Wakatsuki e Walters (2009) relataram
a importancia de estudar os dominios de ligacdo da ubiquitina (UBDS) com uma
diversificada gama de cadeias ligantes a ubiquitina, sendo especificos e correspondendo aos
eventos direcionados ao proteassoma 26S. Os dominios, por sua vez, atuam de forma
reversivel, altamente regular para seus mecanismos e funcdes versateis in vivo. O nimero de

UBDS identificados esta em constante crescimento, com mais de vinte familias diferentes
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identificadas até o momento, diferenciando por sua estrutura e tipo de reconhecimento a
ubiquitina.

A enzima E1 (Ubal) possui fungdo reconhecida por ser ativadora dos processos de
ubiquitinacdo, porém, estudos evidenciaram outra enzima com capacidade de se fixar as
proteinas para a degradacdo, indicando que pode haver uma especificidade associada a essa
via, conhecida como modificador de tipo 6 (Uba6) com fungdo especifica nas células
germinativas, participando da transicdo de gondcitos para espermatogbnias, garantindo o
fornecimento adequado de ubiquitina para a proliferacdo e diferenciacdo celular. Entretanto,
onde foram relatados para desempenhar um papel na transicdo da mitose a meiose.
Considerando que as duas enzimas medeiam diferentes tipos de funcdes, apesar de serem
coexpressas em alguns tipos de células,observa-se que a UPS funciona em varios niveis em
gonocitos (PEREIRA, 2013).

Corroborando com os resultados obtidos, (HORGARTH; GRISWOLD 2010),
utilizando o testiculo de ratos como modelo de estudos, relatou altos niveis de transcritos que
a Uba6 em populacbes de células germinativas e sométicas no testiculo neonatal, mas em
seguida, tornou-se restrito para as células germinativas, de acordo com a idade do animal,
estando especificamente nas espermatogonias e células de Sertoli. Assim, a importancia dessa
proteina no epididimo pode servir como um controle de qualidade espermatica e pode ser uma
explicacédo para reducdo seletiva dos espermatozoides com defeitos, garantindo uma producéo
de espermatozoide normal e fértil.

Outro membro de proteinas que se encontra ligada a ubiquitina E3ligase foi a Motif
Tripartite (TRIM) que possui mais de 100 membros em humanos. E uma proteina
transmembrana, pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, com localizacdo especifica
no citoplasma ou no nucleo. Essa proteina age principalmente em processos como apoptose,
transcricdo, diferenciacdo e regulacdo da progressao do ciclo celular. Um grupo de
aproximadamente 55 proteinas dessa familia possuem atividades especifica antiviral contra
retrovirus. Descritos em estudos utilizando 36 humanos e 19 ratos, confirmam a dificuldade
na liberacdo dos virus da imunodeficiéncia 1 (HIV), virus da leucemia murina (MLV) e virus
da leucose aviaria (ALV) quanto a expressao da TRIM 5 e TRIM 3 (UCHIL et al., 2008).

A TRIM 19 também foi descrita por sua capacidade de inibir o herpes tipo 1, ebola e
HIV (BJORNDAL; SZEKELY; ELGH, 2003). A TRIM 22 foi descrita por possuir um efeito
antiviral para o HIV, bloqueando a liberacdo do virus para célula hospedeira e sua acao liga-

se especificamente as células gag do virus (BARR et al., 2008).



90

Com a possivel identificacdo da expressao TRIM 11 de acordo com suas fungdes.
Ozato e colaboradores (2008) constataram sua contribuicdo na restricdo de retrovirus
endogenos em células hospedeiras, interferindo na replicacdo celular, sendo referidas como
fatores de restricdo e consideradas como parte do sistema imunitario inato ou intrinseco no
hospedeiro que expressam especificamente essa proteina.

Em recente estudo a TRIM 11 quando ligada com a E3 ligase ubiquitina, interage de
forma negativa com o peptideo Humanin, o qual foi identificado como antiapoptético e com a
funcéo de protecdo dos neurdnios contra a doenca de Alzheimer, porém o nivel intracelular do
humanin diminuiu na presenca da proteina TRIM 11 (IKEDA;INOUE 2012).
Proteinas exclusivas da raca Moxoté

. Algumas proteinas mais evidentes dos cinco animais e suas réplicas foram
selecionadas para a constru¢do de figuras, mostrando o nimero de identificagdo (ID), pl e
massa (Figuras 2) em apéndice. A construcdo da tabela 3 apresenta a identificacdo das
proteinas simplificada com o nome das proteinas, nimeros de acesso, pl e massa teérico e
experimental para auxiliar na discussdo com base no banco de dados do UNIPROT e estudos

na literatura.

Tabela 3: Identificacdo das proteinas detectadas da raga Moxotd com base no pl e massa, utilizando o

banco dedados do Uniprot.

D p:E/MW NUmero de pI/MW Nome da Proteina (classe)
(Exp.) acesso (Teor.)
423 5.7/51565 ALAALO 5.67/52194 Sorting nexin-4
Isoform 3 of Tesmin OS=Homo
719 4.7/27738 Q9Y415-3 4.6/26737 sapiens GN=MTLS5
Nucleoside diphosphate kinase
921  5.6/13114.0 QIIMHS 5.7/13018 homolog 5
Low-density lipoprotein receptor-
1028 /25601 A4QPB2-2 5.4/25620 related protein 5-like protein
1007 5.7/26491 Q03060-7 5.6/26513 CAMP-responsive element modulator
050 6.0/26599 AOPJE2-3 6.05 /30850 Dehydrogenase/reductase SDR

Family member 12

Fonte: Matos 2012.
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A raca Moxot6 demonstrou maior variedade de proteinas sendo expressas quando
comparadas com as exclusivas do Saanen selecionamos as proteinas mais estudadas e com
relevancia das suas fungdes de acordo com a literatura.

A Sorting nexin-4 esta envolvida em varias etapas do trafico intracelular,
desempenhando um papel na reciclagem de endocitose no receptor transferrina, evitando sua
degradagcéo.

Weering, Verkadeb e Cullen (2010), estudando marcadores para reciclagem de
membrana no endossoma do plasma, identificou como receptor de transferrina a SNX4, que
transita como uma via rapida e direta no endossoma para a membrana plasmatica.

A proteina Isoform 3 of Tesmin GN=MTL5 ndo possui funcdes bem elucidadas na
literatura, incluindo no banco de dados Uniprot, que a exemplificou que pode estar envolvida
no processo de espermatogénese.

Em anédlise de RT-PCR a partir de tecidos de rato com genes especificos que
codificam a proteina metalotioneina, exclusivas de testiculo, tesmin 2 foram relacionadas de
trancricdes 2,2 e 1,8 kb em ratos, apresentando ser rica em cisteina de 32 kDa em analise de
hibridacdo in situ o testiculo do rato adulto demonstraram que tesmin € especificamente
expresso em espermatécitos a RT-PCR quantificou sua expressdo em diferentes estagios de
desenvolvimento pos-natal (dia 4, 8, 12, 18 e 42) com inicio de expressdo no 8 dia
coincidindo com a entrada de células germinativas em meiose. Além disso, nos ratinhos
adultos onde ndo foi detectado a expressdao de Tesmin GN=MTLD5, tiveram problemas de
fertilidade (SUGIHARA et al., 1999).

A proteina NDK (nucleoside diphosphate kinase) possui atividade gquinase, mas
confere protecdo contra a morte celular e altera os niveis celulares de vérias enzimas
antioxidantes. Pode desempenhar um papel na espermiogeneses, aumentando a capacidade de
espermatideos de fase final para eliminar as espécies reativas de oxigénio.

As proteinas do grupo nucleoside diphosphate kinase (NDPKSs) sdo conservadas ao
longo da evolucdo e podem estar envolvida em varios processos bioldgicos associadas com a
proliferacdo, desenvolvimento e diferenciacdo. A nucleoside diphosphate kinase homolog 5 -
NDPK , nm23 - M5 foi identificada um novo membro que codifica uma proteina de 211
aminodacidos, a analise de Northern blot com testiculos de ratos revelou a proteina que
codifica transcritos nm23 - M5 que sdo altamente especificos no testiculo adulto
,complementando com analise de RT-PCR demonstrou que as transcrices de nm23 - M5
aparecem pela primeira vez em espermatocitos e aumenta sua expressdo na fases seguintes
(HWANG, 2003).
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Buscando entender melhor a funcdo NM23 -M5, Choi e colaboradores (2009),
produziram camundongos transgénicos com niveis reduzidos de NM23 - M5 in vitro com as
técnicas de Northern e Western por anélise de transferéncia. Que camundongos transgénicos
NM23 -M5 exibiu nimeros reduzidos de células haploides e o antioxidante glutationa
peroxidase 5 (GPX - 5) que é regulada por NM23 - M5 mudou o nivel de expressao e
atividade. Estes resultados revelam que a expressao de NM23 - M5 desempenha uma
importante fungdo na espermiogenesis aumentando os niveis celulares de GPX - 5 para
eliminar as espécies reativas de oxigénio.

O cAMP-responsive element modulator (CREM) que se liga a uma sequéncia presente
em muitos promotores virais e celulares. As isoformas sdo ativadores de transcrigdo ou
repressores. Desempenha um papel na espermatogénese e esta envolvido na maturacdo das
espermatides.

A analise quantitativa dos principais fatores de transcricdo para a espermiogénese €
identificar fatores que interferem na producdo do esperma aparentemente normal ou com
disfuncdes. Noda e colaboradores (2014) buscou elucidar os mecanismos moleculares para o
cAMP-responsive element modulator (CREM) durante a espermiogénese usando testiculos de
21 touros japoneses e mudancas individuais do ativador, utilizando as técnicas de PCR,
Northern Blot, imunofluorescéncia indireta. A motilidade e morfologia da cauda do epididimo
foram examinados antes das analises quantitativas do ativador testicular CREM, a fim de
confirmar a capacidade para produzir esperma com motilidade e morfologia normais. O tecido
de figado foi utilizado para comparar com o0s altos niveis de expressdo no testiculo
demonstrando sua importancia para o0 progresso normal da espermiogénese e atividade
transcricional de genes que codificam fatores essenciais para a capacidade de fertilizacdo de
espermatozoides.

Seus resultados foram consistentes no envolvimento cAMP com o elemento
responsavel modulador (CREM) estdo envolvidos na espermiogénesis em testiculos de
bovinos e que os niveis de MRNASs variaram significativamente entre os individuais, que tém
a capacidade para produzir esperma com o motilidade e morfologia normal.

A Dehydrogenase/reductase SDR - 12 possue uma importante fun¢do na estimulacao
de horménio esterdide, prostaglandinas, retindide no metabolismo e sinalizacao.

Devido o grande numero de membros desta familia, é feita uma subdivisdo para
melhor esclarecer sobre suas funcdes. Em mamiferos a correlacdo entre a classificacdo da
familia e sua funcdo existe também alguns membros associados a outras proteinas como a

Dehydrogenase/reductase SDR — 12 é dependente das 17 b-hydroxysteroid dehydrogenases
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(17 b-HSDs) que promove a sintese de esterdides e enzimas do metabolismo. Além disso, ao
investigar o padrao de expressdo de 173 HSD - 12 in vivo, que sugerem ter um papel central
durante o processo reprodutivo mediada por esterdides (KALLBERG; OPPERMANN;
PERSSON, 2010).

Proteinas diferencialmente expressa da raca Saanen em comparacao com a

raca Moxoto

A partir da comparacdo entre os dois géis além das proteinas exclusivas de cada raga,
também foi possivel detectar proteinas que estavam presentes em ambos 0s géis mais com
spots mais intensos nos niveis de expressdo diferenciados. As proteinas mais evidente dos
cinco animais e suas réplicas foram selecionadas para a construcdo de figuras, mostrando o
namero de identificacdo (ID), pl e massa (Figuras 3) em apéndice. A construcdo da tabela 4
apresenta a identificacdo das proteinas simplificada com o nome das proteinas, nimeros de
acesso, pl e massa teorico e experimental para auxiliar na discussdo com base no banco de
dados do UNIPROT e estudos na literatura.

Tabela 4: Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas da raga Saanen em compara¢do com

a raca Moxot6 com base no pl e massa, utilizando o banco dedados do Uniprot

ID pIMW Namero de PI/MW Nome da Proteina (classe)
(Exp.) acesso (Teor.)

327  5.18/59087.0 Q8WWU5 5.08/56141 T-complex protein 11 homolog
607 5.5/42030 (ALYER5) 5.44/39086 E3 ubiquitin-protein ligase RING1
900 5.5/35525 (AOMB8RS) 5.58/ 32818  F-actin-capping protein subunit alpha-2
968 6.7/29630 (A0JN86) 6.60/ 29642  Polycomb group RING finger protein 5

Coordinator of PRMT5 and

1112 411288 (ASPID3) 40019050 differentiation stimulator
1242  44/14103 (A6NDES)  4.32/12924 G antigen 12H.

Fonte: Autor. e Matos 2012.

A proteina T-complex protein 11 homolog desempenha um papel importante na funcao
do esperma e na fertilidade sendo essencial para a capacitacdo espermatica e reacao
acrossomica.

Em estudos com ratos foram identificados trés produtos de splicing alternativo de seu

gene homologo humano, TCP11 sdo eles: TCP11a, TCP11b e TCP11c onde sua expressao €
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especifica no testiculo durante a espermatogénese e na maturacdo do espermatozoide. A fim
de explorar a fungdo de TCP11, foi estudado com ensaio de RT - PCR a localizacéo
subcelular, expressdo e sua ligacdo com o0 esperma em todas as isoformas presentes nos
testiculos e no esperma. No entanto, por western blot sé foi possivel observar a expressao das
proteinas TCP1la e TCP11lc e uma diferenca no nivel da expressdo da TCP1lc inferior
contendo 15% de espermatozoides anormais quando comparados com a TCPlla de
morfologia normal. Além disso, varias proteinas TCP1la foram isolados e adicionado no
exterior fibra densa 1 (ODF1) um componente da cauda do espermatozoide que contribuem
para a diferenciacdo morfologica e funcdo da cauda. Em ensaios de co-imunoprecipitacdo de
extratos célular de esperma confirmou que a proteina TCP11 também interagiu com ODF1
que pode contribuir para a morfologia e motilidade dos espermatozoides (LIU et al., 2011).

A proteina F-actin-capping protein subunit alpha-2 se liga de uma forma
independente ao Ca®* para os fins de réapido crescimento de filamentos de actina, blogueando
assim a troca de subunidades a esses fins. Ao contrario de outras proteinas de nivelamento,
estas proteinas ndo corta os filamentos de actina e estdo associadas ao espermatozoide com o
canal de calcio e envolvida com o processo de fertilizagdo no interior do trato feminino com o
imediato influxo de célcio, bicarbonato e aumento no nivel de AMPc, processo que aumenta a
motilidade espermatica.Também foi demonstrado que essa proteina esta envolvida no
aumento da motilidade e na interacdo do espermatozoide com o oocito (BAKER et al., 2010).

O componente de um Grupo Polyco complexo (PCG) é uma classe complexa e
necessaria para manter o estado transcricionalmente repressivo de muitos genes, incluindo o
gene HOX. Ao longo do desenvolvimento do embrido, ela age de forma complexa na
remodelacdo da cromatina e modificacdo das histonas tornando a cromatina hereditaria com
sua expressabilidade modificada.

Proteinas Grupo Polycomb (PCG) sdo repressores transcricionais em que a expressao
de genes reguladores estdo em desenvolvimento. Os recentes avangos na nossa compreensao
da o sistema PCG incluem purificacbes bioquimicos que revelaram uma variedade
consideravel em PcG composicdo complexa, essas analises bioquimicas, estudos estruturais
comecgaram a fornecer uma visdo sobre como PcG proteinas interagem umas com as outras e
com a cromatina. Finalmente perfis de ligacdo do genoma funcional e analise da regulacdo do
gene alvo revelou que o sistema PcG ndo é utilizado apenas para o silenciamento permanente
do desenvolvimento genes reguladores. Em vez disso, PcG mediada repressdo também
constitui no mecanismo de controlo dindmico da transcricio de genes (MULLER,;
VERRIJZER, 2009).



95

A proteina-arginina metiltranferase 5 (PRMT5) é um Coordenador e diferenciacéo
estimuladora que promove a ligacdo das histonas necesséria para a atividade histona
metiltransferase H4 que interage com o N-terminal de PRMT5.

A metilacdo € modulada especificidade pelo substrato de PRMT5 sugerindo que ele
atua promovendo a associagdo entre a histona H4 e PRMT5 desempenha um papel na
diferenciacdo de células musculares, através da modulagdo do recrutamento de PRMT5 para o
promotor de genes envolvidos na coordenacdo entre a saida do ciclo celular e diferenciacdo
muscular.

A metilacdo da arginina é importante para uma variedade de processos celulares,
incluindo transcrigdo regulamento, splicing de RNAm, reparo do DNA, nuclear/citoplasma e
varios traducdo de sinal. No entanto, o papel da metilacdo na arginina e a biossintese de
proteinas e dos sinais extracelulares ndo séo totalmente compreendidos.

Jung e colaboradores (2011) demonstrou que o fator de crescimento de fibroblastos
basico (bFGF) tem sido identicado como um potente estimulador da diferenciacdo em
fibroblastos a dimetilagcdo arginina de alongamento eucariotica fator 2 (eEF2) € induzida em
fibro-embrido de rato por bFGF, sem a mudanca no nivel de expressdo de eEF2 concluindo
que a arginina proteina metiltransferase 7 (PRMT7) é responsavel pela metilacdo, e que
PRMT5 atua como um coordenador.

A proteina G antigen 12H. pertence a uma familia de multigenes expressa numa
grande variedade de tumores enquanto que em tecidos normais, a expressao esta restringida as
células germinativas. Estes genes organizados em repeti¢es agrupadas, tém um alto grau de
identidade de sequéncia previsto, mas diferem por dispersa substituicdo de nucleotideo Unico.
Suas sequéncias contém o peptideo antigénico YYWPRPRRY ou YRPRPRRY que ¢
reconhecida pelas células T citotdxicas (uniprot 2014).

Pertencente a familia GAGE de antigénios CT inclui um pequeno nimero de proteinas
acidas com um elevado grau de aminoacidos suas fungfes ndao sao totalmente compreendida,
embora possam ter anti apoptoticas propriedades com reconhecimento de células T citotdxicas
essa familia foi identificada por autdlogo genes que codificam antigénico e peptideos pelo
HLA- Cw6 e HLA- A29 em células de melanoma de cancer em humanos transcritos do gene
GAGE foram encontrados em numerosas tipos de cancer e mais freqientemente em
melanomas malignos (24%-42%) , cancros do pulmdo (19% -54% ), da tirGide, (30%)
carcinomas, cancros da mama (26%),carcinoma hepatocelular (38%) ovario (30%).

Especificamente a proteinas ANTIGEN 12 /Antigenos cancer GAGE esta associada a cancer
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nos testiculo, enquanto que a sua expressdo nos tecidos normais é limitado para as células
germinativas das gonadas testiculos e ovarios (GJERSTORFF; DITZEL, 2007).
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Proteinas diferencialmente expressa da raca Moxoté em comparacdo com a

raca Saanen

A partir da comparacdo entre os dois géis além das proteinas exclusivas de cada raca,
também foi possivel detectar proteinas que estavam presentes em ambos 0s géis mais com
niveis de expressdo diferenciados. As proteinas mais evidente dos cinco animais e suas
réplicas foram selecionadas para a constru¢cdo de figuras, mostrando o ndmero de
identificacdo (ID), pl e massa (Figuras 4) em apéndice. A construcdo da tabela 5 apresenta a
identificacdo das proteinas simplificada com o nome das proteinas, nimeros de acesso, pl e
massa tedrico e experimental para auxiliar na discussdao com base no banco de dados do
UNIPROT e estudos na literatura.

Tabela 5: Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas da raga Moxot6 em comparagdo com

a raca Saanen com base no pl e massa, utilizando o banco de dados do Uniprot.

plI/IMW . plI/MW
ID Namero de Nome da Proteina (classe)
(Exp.) acesso (Teor.)
505 6.0/45643 Q2KIY®6 6.01/ 44785 HORMA domain-containing protein 1
588 6.2/42928  A2ATYS 6.16/ 42829 Migration and invasion-inhibitory
protein
704 5.5/38444 ALYERS5 5.44/ 39086 E3 ubiquitin-protein ligase RING1

787 5.0/35067 ALAAVO-2 5.91/ 33880 Coiled-coil domain-containing protein

C160rf93
1117 5.7/20827 AOMB8R6 5.64/ 20326 Caveolin-1
1248 5.0/13827 A0A889 5.05/ 13543 Prolactin-inducible protein homolog

Fonte: Autor. e Matos 2012..

A proteina HORMA domain-containing 1 desempenha um papel fundamental na
progressdao da meiose regulamenta 3 fungdes diferentes: Garante o nimero suficiente de
DNA e a quebra da fita dupla processado (LAP) estdo disponiveis para busca bem sucedida
de homologia promove a formacédo sinaptonémico complexo independentemente de seu papel

na busca de homologia.
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O processo de meiose é Unico para as células germinativas. Na reproducdo, a proteina
Hormad1l é essencial durante a gametogénese nos machos,e quando apresentam baixos niveis
de Hormadl, ha deficiencia na fase meidtica apresentando defeitos genéticos. Em humanos
ela esta associada com azoospermia. Miyamoto e colaboradores (2012) analisaram mutacfes
em todas as regides de codificacdo por meio de sequéncia direta com 30 homens
diagnosticados com azoospermia resultante de deficiencia meiotica e 80 comprovadamente
ferteis para polimorfismos pela analise da seqiiéncia, trés locais Polimorfismo de Um Unico
Nucleotide Polymorphism 1 (c. 163A > G), SNP2 (c. 501T > G) e SNP3 (c. 918C > T), foram
encontrados em exons 3, 8 e 10. Ambos SNP1 e SNP2 foram associados com azoospermia
humana causada por deficienéncia meiética (P < 0,05) .

A proteina inibidora da migracéo e invasao (MIIP) inibe glioma e células invasoras e
regula genes associados a mobilidade, como NFKB2 e ICAML1 adesdo e exposicOes efeitos
opostos para IGFBP2 na invasdo celular.Wang, Wen e Zhang (2011) estudando a proteina
inibidora da migracao e invasdo (MIIP) surgeriu como funcdo chave reguladora a invasao e
migracéo celular relacionada a fisiologia do cancer incluindo o de mama,péancreas , alem de
glioma e neuroblastoma. Estudos utilizando modelos de ratos demonstraram que ela possui
atividade supressora de tumores o que levou a descoberta do gene MIIP que foi inicialmente
denominado 11p45 e proteinas com massa molecular de 45 kDa.

A proteina CAV 1 participa na co-estimulacdo essencial de sinal para o receptor de
células T (TCR), mediada pela activagdo de células-T. Sua ligacdo a DPP4 induz a
proliferacdo de células T e a ativagdo de NF-kappa-B de uma maneira receptor/CD3-
dependent de células T. Pode atuar como uma proteina de andaimes em membranas caveolar.
Interage diretamente com as subunidades alfa e proteina G e funcionalmente pode regular a
sua atividade. Forma um complexo estavel com heterooligomeric CAV2 que tem como alvo a
jangadas lipidicas e impulsiona a formacéo caveolae.

A proteina de bolsas lipidica caveolin - 1 (CAV1) é uma proteina de membrana
integral , identificada como um dos principais substratos de tirosina - fosforilada contendo um
cold-shock domaine (CSD de 20 aminoacidos) que interage com proteinas diferentes tais
como G- receptores acoplados a proteinas, as proteinas G. Essas interacdes levou a hipotese
de sinalizacdo atraves da caveolin especifica e capaz de reunir e coordenar as funcbes de
varios complexos envolvidos na traducdo de sinal celular, homeostase de lipidios e adesdo
celular.

Baltiérrez-Hoyos, Roa-Espitia e Hernandez-Gonzalez (2012), analisando esperma de

cobaias e ratos por imunofluorescéncia, verificou-se que CDC42 participa na regulagdo e
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capacitacdo da reagdo acrossdémica resultados comprovaram que CDC42 é ativado durante a
capacitacdo e sua atividade foi regulada através de sua associacdo com CAV1; essa interacdo
é interrompida durante a capacitacdo através da fosforilacdo de CAV1 em Tyrl4.

Algumas proteinas identificadas na tabela e que ndo foram discutidas é porque ndo
suas tem funcdes definidas no banco de dados do Uniprot ou porque ja foram estudadas nos

itens anteriores ou no capitulo 2.
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Conclusoes

A raca Moxotd apresentou maior quantidade de proteinas expressas nos
espermatozdides em relacdo a raca Saanen e também proteinas especificas ligadas a
reproducdo, enquanto a Saanen apresentou maior expressao de proteinas ligadas ao sistema
imuno-fisioldgico.

Supde-se que a raga Saanen por ser altamente produtiva, e por estar fora do seu habitat

natural, explique a existéncia de proteinas de maior expressao ligadas ao sistema imune.
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CONSIDERACOES FINAIS

A anélise protedmica através das técnicas de eletroforese bidimensional (2D), seguidas
do uso da bioinforméatica e de banco de dados publicos, mostrou-se uma ferramenta
biotecnoldégica com grande potencial e reprodutibilidade para estudos em caprinos.

O perfil protebmico das células espermaticas de caprinos Saanen foi descrita pela
primeira vez e, diante dos resultados obtidos, foi detectado possiveis biomarcadores
envolvidos em diversos processos imuno-fisioldégico, além de proteinas especifica para a

reacao acrossomica.

O comparativo entre os perfis protebmicos de racas diferentes ja foi descritos para
outras espécies, entretanto com base na literatura este trabalho € o pioneiro para caprinos,
abordando analise quantitativa e comparativa do perfil protebmico e da identificacdo de
possiveis biomaracdores para cada raga, contribuindo para sua eficiéncia na reproducdo

animal.

A importancia de se estudar os aspectos moleculares dos espermatozoides, levando-se
em conta o potencial de transferéncia de genes favoraveis ou desfavoraveis para as futuras
geracOes, é de importadncia para esclarecer 0s mecanismos responsaveis por suas
caracteristicas fenotipicas e metabdlicas. Adicionalmente, este estudo demonstra a
identificacdo de possiveis biomacadores como ferramenta biotecnoldgica para futuros estudos

de melhoramento genético de caprinos.



