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Resumo

Componentes moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que os cercam, influenciam a capacidade
fecundante destas células. Dado tal conceito, proteinas do plasma seminal modulam cruciais fungdes e processos
da reprodugdo, como a motilidade e capacitagdo espermatica, protecdo celular, reagdo acrossomica e fertilizagdo.
As relagdes empiricas entre indices de fertilidade e proteinas seminais em determinadas espécies indicam que
estas proteinas tém o potencial de serem identificadas como marcadores da capacidade reprodutiva do macho.
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Abstract

Molecular components of the sperm, or from the media that surround them, influence the fertilizing
capacity of such cells. Given this concept, proteins of the seminal plasma modulate crucial functions and events
of reproduction, such as sperm motility and capacitation, cell protection, acrosome reaction and fertilization.
Empirical associations between some proteins and fertility indexes in certain species indicate that these proteins
can be potentially identified as molecular markers of the male reproductive status.
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Introducao

Em linhas gerais, considera-se que a taxa de ndo retorno ao cio associada a cada reprodutor ¢ um dos
principais indicadores do seu desempenho reprodutivo, mas esta informagao ou ndo se encontra disponivel para
varios rebanhos ou torna-se disponivel somente quando o animal ja se encontra em fase de producdo comercial
de sémen. Portanto, a expectativa de se dispor de marcadores que auxiliem a indicag@o da fertilidade potencial
do animal tem sido objeto de intimeras pesquisas nas ultimas décadas. Pardmetros como motilidade e morfologia
espermatica sdo usados para avaliar aspectos da reproducdo dos machos, mas ainda apresentam limitada relacdo
com os indices de fertilidade in vivo (Killian et al., 1993; Moura, 2005; Moura et al., 2006a, b, 2010). Em funcao
desta abordagem sobre a fertilidade dos machos, inimeros estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de
identificar marcadores moleculares de processos reprodutivos em animais de produgdo, tais como avaliagdo da
estrutura do DNA ¢ identificagdo de mRNAs dos espermatozoides, proteinas de membranas ¢ da célula como um
todo, além das proteinas expressas nos fluidos reprodutivos. Todas estas linhas de trabalho pressupdem a
hipotese de que componentes moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que os cercam, influenciam a
capacidade fecundante destas células, ¢ as diferengas de fertilidade observadas entre os animais, ndo explicadas
pelos testes de rotina para avaliagdo da qualidade do s€émen, relacionam-se a tais componentes.

Considerando-se que a funcdo espermatica, apos a espermatogénese, ¢ modulada de forma significativa
por alteragdes pos-traducionais de proteinas celulares, a analise protedmica dos fluidos reprodutivos fornece
informagdes importantes para a compreensao dos mecanismos que determinam a capacidade fecundante dos
gametas masculinos e, consequentemente, dos reprodutores. Assim, a presente revisdo aborda fungdes dos
principais grupamentos de proteinas seminais de animais de producdo e associagdes delas com parametros do
sémen ou indices de fertilidade.

Proteinas envolvidas em eventos associados a protecio das células espermaticas

O plasma seminal contém proteinas que participam de processos relacionados a protecdo dos
espermatozoides (Kraus et al., 2005) durante o transito epididimario ¢ o armazenamento na cauda deste 6rgdo
(Hinton et al., 1995), por ocasido da ejaculagdo e no trato reprodutor da fémea. Apesar de o processo de
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenhar fung¢do importante na fisiologia do
espermatozoide (Macleod, 1943), um desequilibrio nessa formagdo pode levar ao estresse oxidativo com
consequentes distirbios funcionais do espermatozoide, por meio de mecanismos como peroxidacdo lipidica

Palestra apresentada no XIX Congresso Brasileiro de Reprodugido Animal, Recife, PE, Brasil, 25 a 27 de maio de 2011.


mailto:amoura@ufc.br�

»

Moura et al. Proteinas do plasma seminal, fungdes espermaticas ¢ marcadores moleculares da fertilidade.

(Aitken et al., 1993), reducao da atividade de enzimas reguladoras do influxo de célcio na membrana (Ohta et al.,
1989) e perda de ATP (de Lamirande e Gagnon, 1992). Para combater a acdo deletéria das ROS sobre os
espermatozoides, o epididimo secreta enzimas antioxidantes (Hinton et al., 1996), dentre as quais glutationa S-
transferase, tioredoxina peroxidase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase (Alvarez e Storey,
1983; Jeulin et al., 1989; Fouchécourt et al., 2000; Dacheux et al., 2006). A glutationa peroxidase (GSHPx)
constitui um dos principais meios enzimaticos de protegdo espermatica, estando presente no fluido epididimario
e na membrana (Perry et al., 1992; Dacheux et al., 2005). A GSHPx possui um residuo selenocisteina no sitio
ativo que catalisa a reducdo de moléculas de peréxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge, 1990), e o aumento
da atividade dessa enzima, em sémen de carneiros, tem sido associado a uma atividade antioxidante no fluido
seminal, mantendo a viabilidade do espermatozoide (Casao et al., 2010). De forma semelhante, a proteina
conhecida como acidic seminal fluid protein (aSFP), membro da familia das espermadezinas e secretada pelas
glandulas sexuais acessorias e epididimo (Moura et al., 2007, 2010), também possui importante papel no
controle do estresse oxidativo no trato reprodutor masculino.

Adicionalmente, quelantes metalicos presentes no plasma seminal, como a lactoferrina, protegem os
espermatozoides dos danos da peroxidagao lipidica (Ochsendorf, 1999). A lactoferrina atua sequestrando o ferro
i6nico (Nozaki et al., 2003) e possui a propriedade de adsorver-se aos espermatozoides, durante o transito
epididimario (Jin et al., 1997) e no momento da ejaculacio (Thaler et al., 1990), onde também atua como agente
antimicrobiano e na regulacdo da expressdo génica.

A albumina seminal possui a capacidade de absorver perdxidos de lipidios, contribui com efeito protetor
da membrana espermatica (Alvarez e Storey, 1983 e apresenta correlagdo positiva entre a porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais no ejaculado de bovinos (Elzanaty et al., 2007). Outra proteina com
fungdes protetoras do espermatozoide é a clusterina, que atua como chaperona, solubilizando proteinas
parcialmente desestruturadas e reduzindo a citotoxicidade da precipitagdo proteica induzida por estresses
celulares (Humphreys et al., 1999). Algumas das fun¢des da clusterina no epididimo estdo relacionadas a
maturagdo espermatica, ao transporte de lipidios (Tenniswood et al., 1992) e ao remodelamento da membrana
espermatica (Humphreys et al., 1999). A clusterina também tem sido associada a inibigdo da lise pelo sistema
complemento presente no epididimo e nas secre¢des uterinas (Ibrahim et al., 1999), o que auxilia a viabilidade
do espermatozoide durante o trajeto no trato reprodutor feminino (Meri e Jarva, 2001). A correlagdo positiva
entre clusterina do plasma seminal e a congelabilidade do sémen sugere que esta proteina exerce efeito sobre o
transporte e redistribui¢@o de lipidios no plasmalema, o que reduziria os danos a membrana espermatica durante
a criopreservacao (Jobim et al., 2004). Estudos também indicam que as quantidades de clusterina e albumina no
fluido das glandulas sexuais acessorias de touros correlacionam-se com a capacidade fecundante de
espermatozoides epididimario tratados com este fluido, in vidro (Souza et al., 2008).

Proteinas associadas a motilidade espermatica

O plasma seminal possui componentes capazes de modular a motilidade dos espermatozoides (Baas et
al., 1983), dentre os quais o sistema enzimatico das calicreina-cininas. Nesse sistema, o cininogénio presente no
plasma seminal atua como substrato especifico da enzima calicreina (Fink et al., 1989), produzindo as cininas,
que sdo os principais efetores no estimulo da motilidade espermatica apos a ejaculagdo (Schill et al., 1989).
Estudos tém demonstrado correlagdes positivas entre o grau de atividade da calicreina no plasma seminal e a
motilidade dos espermatozoides no ejaculado, e a adi¢ao de calicreina exdgena apresenta efeito benéfico sobre a
motilidade de espermatozoides (Somlev et al., 1996). Outro componente seminal relacionado ao sistema das
calicreinas € a enzima conversora de angiotensina (ECA; Hohlbrugger et al., 1984), que catalisa a formagdo de
angiotensina II e liga-se a receptores especificos nas pegas intermediaria e principal do espermatozoide,
intensificando eventos relacionados com a motilidade (Vinson et al., 1996). A atividade da ECA no plasma
seminal de carneiros correlaciona-se positivamente com a concentragdo espermatica (Gatti et al.,, 2004) e
também com a fertilidade deles (Métayer et al., 2001).

Proteinas envolvidas na capacitacio espermatica

Proteinas ligadoras de fosfolipidios, coletivamente denominadas de BSPs (Binder of Sperm Proteins),
encontram-se presentes no plasma seminal de varias espécies, tais como bovinos, caprinos e ovinos (Villemure et
al., 2003; Bergeron et al., 2005; Manjunath et al., 2009; Rego et al., 2010). Estas proteinas sdo secretadas pelas
glandulas sexuais acessorias e representam em torno de 35% das proteinas totais sintetizadas no plasma seminal
daquelas espécies (Moura et al., 2006a; Rego et al., 2010; Lima et al., 2011). As BSPs sdo compostas de
peptidios de cadeia tnica e apresentam dois dominios semelhantes a fibronectina tipo II, caracteristica que lhes
confere a capacidade de ligacdo a fosfolipidios (Calvete et al., 1996). Estudos tém demonstrado que as BSPs
ligam-se aos espermatozoides no momento da ejaculagdo, promovendo a remocao de fosfolipidios e colesterol
(Thérien et al., 1998; 1999), o que resulta na diminuigdo da proporgao colesterol:fosfolipidio, um dos requisitos
a capacitagdo do espermatozoide. Além disso, estas proteinas permanecem ligadas a membrana espermatica
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durante o trajeto no trato reprodutor feminino (Souza et al., 2008) e, ao atingirem o oviduto, auxiliam na
interacdo entre os espermatozoides e o epitélio do oviduto (Gwathmey et al., 2006). Estudos tém evidenciado
que as BSPs correlacionam-se com indices de fertilidade de touros (in vivo e in vitro) e estas relagdes empiricas
evidenciam que tais componentes, além de constituirem a principal categoria de proteinas do plasma seminal de
ruminantes, também se apresentam como potenciais indicadores da reproducdo dos machos.

Proteinas envolvidas na reacio acrossdomica, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario

A fosfolipase A, (PLA,) seminal desempenha fun¢des importantes na capacitagdo, na reacao
acrossOmica e nas etapas iniciais da fertiliza¢do, incluindo a fusdo entre espermatozoide e o6cito (Soubeyrand et
al., 1997; Pietrobon et al., 2005; Roldan e Shi, 2007). Esta enzima também pode exercer a¢do antimicrobiana no
plasma seminal, e a expressdo de PLA, nesse fluido de bovinos também apresenta correlacdo com a fertilidade
(Moura et al., 2006a, Souza et al., 2008).

A habilidade dos espermatozoides de ligag@o a zona pelucida, de penetragdo e fertilizagdo do odcito €
adquirida durante o transito epididimario (Amann e Hammerstedt, 1993; Topfer-Petersen et al., 2000). As
modificagcdes ocorridas durante a maturacdo espermatica ocorrem por meio da exposicdo sequencial e
sincronizada destas células a diferentes componentes do fluido do epididimo. A maior parte dessas modifica¢des
¢ induzida por novas proteinas presentes nesse fluido (Dacheux et al., 2005) ou por modifica¢des de proteinas ja
existentes (Dacheux et al., 2006), criando novos sitios de ligacdo a estrutura oocitdria ou exposi¢do de sitios
préexistentes (Sullivan et al., 2005). Antes de o espermatozoide atingir o sitio de fertilizagdo, durante o transito
epididimario a membrana plasmatica do espermatozoide sofre mudangas intra (Olson et al, 2004) e
extracelulares, tais como proteodlise e modificagdes de glicoconjugados na superficie celular (Jones, 1998). O
fluido da cauda do epididimo ¢é rico em [-galactosidases, ¢ uma séric de glicosidases, auxilia na maturagdo
espermatica (Dacheux, 2005). Estas proteinas modificam glicoproteinas presentes na membrana espermatica
(Skudlarek et al., 1993) ou ligam-se a essa membrana, atuando como sitios de ligacdo a carboidratos. A remogao
desses residuos da zona pelicida promove o bloqueio da ligagdo aos espermatozoides, sugerindo que essa
enzima liga-se as células durante a maturacao epididimaria (Tulsiani et al., 1995).

A andlise protedomica do plasma seminal de animais Bos faurus mostrou que a expressdo de uma
proteina denominada osteopontina (OPN) apresentou significativa associagdo com os indices de fertilidade
avaliados por meio das taxas de ndo retorno ao cio de vacas inseminadas ¢ em sistemas de fertilizacdo in vitro
(Killian et al., 1993; Moura et al., 2006a, b). A OPN, também conhecida como fosfoproteina secretada 1 (SPP1),
¢ uma proteina acidica, com peso molecular entre 25 a 75 kDa, rica em acidos aspartico e glutamico (Sorenson e
Petersen, 1994), ¢ inicialmente isolada de tecido dsseo bovino (Franzen e Heinegard, 1985). A OPN possui
fungdes como adesdo celular, o que sugere sua participacdo na interacdo entre espermatozoide e odcito
(Gongalves et al., 2007), no remodelamento de membranas, nas alteracdes no citoesqueleto e na modulagio
imunologica (Denhardt, 2004). Estruturalmente, a OPN apresenta uma sequéncia RGD (arginina, glicina e
aspartato) conservada com capacidade de ligagdo a integrinas (Butler, 1995; Gongalves et al., 2007), sitio de
ligagdo para a OPN nos espermatozoides (Gongalves et al., 2007). Uma hipdtese aceita para o mecanismo de
acdo da OPN na fertilizagdo (Moura, 2005) apoia-se no conceito de que, durante a ejaculacdo, a OPN
proveniente do fluido das glandulas sexuais acessorias liga-se 8 membrana espermatica por meio das integrinas ¢
esse complexo OPN-integrinas interage com receptores na membrana oocitaria (D’Cruz, 1996). Tal hipdtese
pode ser corroborada pelo fato de que o fluido do oviduto bovino possui OPN (Gabler et al., 2003).
Adicionalmente, a OPN também se liga ao receptor CD44 por meio de um dominio distinto da sequéncia RGD, ¢
este receptor, geralmente, participa dos processos de adesdo celular (Cichy e Puré, 2003) e é expresso tanto na
membrana espermatica (Bains et al., 2002) quanto na oocitaria (Monaco et al., 2009).

Estudos recentes sugerem a participagdo da OPN no processo de fertilizagdo e desenvolvimento
embrionario (Monaco et al., 2009). A incubagdo de odcitos bovinos em fluido do oviduto, obtido durante a fase
folicular, adicionado de anticorpos contra a isoforma de 36 kDa da OPN isolada do leite, reduz
significativamente a capacidade dos espermatozoides de se ligarem a zona pelucida (Gongalves et al., 2007,
2008). E provavel que, além de atuar no processo de interagio de gametas durante a fertilizagio, a OPN
desencadeie cascatas de sinalizacdo intracelulares que favorecam o desenvolvimento embrionario, explicando,
em parte, sua associagdo com os indices de fertilidade dos reprodutores. A reestruturacdo da matriz extracelular é
outro evento importante na interacdo espermatozoide-oocito, e as proteinas envolvidas nesses processos, bem
como seus respectivos inibidores, apresentam fungdes importantes. Neste contexto, as “matrix
metaloproteinases” e seus inibidores, as TIMPs (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases), tém sido descritas
no plasma seminal de varias espécies (Hulboy et al., 1997; Shimokawa et al., 2002; Rego et al., 2010). A
expressdo de TIMP-2 no plasma seminal de bovinos apresenta também associacdo empirica com fertilidade de
touros (McCauley et al., 2001), apesar de suas fungdes ainda ndo serem muito claras.
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Conclusiao

Ha evidéncias de que as proteinas seminais modulam a funcgdo espermatica. As relagdes empiricas entre
algumas destas proteinas e indices de fertilidade em determinadas espécies indicam que elas sdo potenciais
marcadores moleculares da capacidade reprodutiva dos animais. Experimentos comprovam também relagdes de
causa ¢ efeito entre fatores paternos, como a osteopontina, e eventos que ocorrem durante e apos a fertilizagdo.
Atualmente, os setores ligados a producgdo animal apresentam demandas elevadas em termos de produtividade e,
portanto, testes mais precisos necessitam ser desenvolvidos para avaliagdo dos reprodutores. Analises
bioquimicas, associadas aos critérios de avaliagdo seminal existentes, podem auxiliar na identificagdo de
diferencas importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Tal estratégia deve, objetivamente, envolver o
conhecimento adquirido sobre as proteinas seminais e os respectivos efeitos de tais componentes sobre as
fungdes reprodutivas no macho.
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