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RESUMO

Proteinas do plasma seminal possuem o importante papel de regular a funcdo espermaética,
sendo fundamentais para a fertilidade masculina. Em primatas e roedores, as proteinas mais
abundantes do plasma seminal sdo as semenogelinas (SEMG1 e SEMG2) e as SVS’s (SVS2 e
SVS3; seminal vesicle-secretory proteins), respectivamente, as quais possuem similaridades
funcionais e estruturais. Essas proteinas fazem parte de uma familia conhecida como REST
(Rapidly-evolving seminal vesicle-transcribed), sendo abundantemente expressas pela glandula
seminal de mamiferos. A SEMGL1 interage com o0 espermatozoide ejaculado e inibe a sua
motilidade, capacitacdo e reacdo acrossdmica. Por sua vez, a SVS2 também inibe a capacitacédo
e a reagdo acrossbmica no espermatozoide murino, sendo estes efeitos inibitdrios
potencializados pela SVS3. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos da SVS2 e SVS3 na
motilidade espermética. Neste estudo, testamos a hipGtese que a SVS2 inibe a motilidade
espermatica em camundongos, e que a SVS3 facilita esses efeitos inibitérios. Também
caracterizamos o perfil de expresséo e distribuicdo da SVS2 e SVS3 (RNAm e proteina) no
sistema reprodutor de camundongos machos, bem como sua regulagéo por androgénios. Para
isto, processamos 6rgdos reprodutivos para ensaios de RT-PCR, RT-qPCR, Western blot e
imuno-histoquimica, e espermatozoides epididimarios para ensaios de imunofluorescéncia apés
incubacdo com a SVS2 e SVS3A murinas recombinantes (SVS2m e SVS3m) ou fluido da
glandula seminal. Além disso, para avaliar o impacto da SVS2m e SVS3Am sobre a motilidade
espermatica, incubamos espermatozoides da cauda do epididimo com diferentes concentracdes
de SVS2m e SVS3m recombinantes, isoladas ou em associagéo, e avaliamos a motilidade pela
plataforma CASA (computer-assisted sperm analysis). Nossos resultados demonstraram que
SVS2 e SVS3 (RNAm e proteina) sao diferencialmente expressos em tecidos reprodutivos de
camundongos machos. Os transcritos Svs2 e Svs3 foram detectados na glandula seminal, mas
também em outros tecidos do sistema reprodutor, como cauda do epididimo, ducto deferente,
prostata ventral, e no testiculo (somente Svs3). Os resultados de Western blot revelaram a
expressao da SVS2 pela presenca de uma banda Unica, com massa molecular aparente de 45
kDa na glandula seminal (tecido e fluido). Na cauda do epididimo, entretanto, observamos a
presenca de uma banda menor, de ~11 kDa. Para a SVS3, observamos a presenca de uma
banda de 35 kDa no fluido da glandula seminal. Ja& em amostras de testiculo, cauda do epididimo
e glandula seminal, observamos a presenca de mdltiplas bandas com massas moleculares
aparentes de 40-43, 28-29 e 14 kDa, respectivamente. Analises de RT-gPCR e imuno-
histoquimica utilizando amostras da glandula seminal de animais em diferentes fases da
maturacdo sexual ou submetidos a orquiectomia bilateral com ou sem reposi¢cdo hormonal com
testosterona (8 mg/kg, s.c.) demonstraram a correlac@o positiva entre a expressao da SVS2 e
SVS3 com os niveis plasméticos de androgénios. Tanto a SVS2m quanto a SVS3m interagiram
com espermatozoides maduros, apresentando sitios de ligacdo especifica na cabecga e flagelo.
Observamos que a SVS2m inibiu os parametros de motilidade e cinematica espermatica de
forma dependente da concentragéo (ICso = ~5 pM) e tempo de incubacéo, os quais afetaram a
motilidade progressiva e hiperativada. Por outro lado, a SVS3m apresentou apenas efeitos
modestos sobre a motilidade hiperativada. Em adi¢do, a SVS3m ndo demonstrou efeito sinérgico
sobre os efeitos inibitérios da SVS2m sobre a motilidade de espermatozoides de camundongos.
Em conjunto, nossos dados demonstram que a SVS2 é um fator endégeno do plasma seminal
de camundongos com atividade inibitéria da motilidade espermatica. Considerando que a SVS2
€ a ortdloga murina 8 SEMG1 humana, propomos a existéncia de mecanismos conservados para
o controle da motilidade espermética a partir de proteinas oriundas do plasma seminal em
primatas e roedores. Nossas descobertas abrem novas fronteiras para o estudo do papel das
proteinas da familia REST na regulacdo das funcdes espermaticas, principalmente nos
parametros de motilidade espermatica, bem como sua exploragdo como alvos para contracepcao
masculina, utilizando modelos murinos.



ABSTRACT

Seminal plasma proteins play important roles on the regulation of sperm function and male fertility.
In primates and rodents, the most abundant proteins in the seminal plasma are the semenogelins
(SEMG1 and SEMG2) and seminal vesicle-secreted proteins (SVS2 and SVS3), respectively,
which display functional and structural similarities. These proteins are members of the REST
(Rapidly-evolving seminal vesicle-transcribed) family, which are abundantly expressed in the
seminal vesicles. SEMG1 interacts with the ejaculated spermatozoa, thus inhibiting its motility,
capacitation and acrosomal reaction. In turn, SVS2 inhibits capacitation and acrosome reaction
in murine spermatozoa. SVS2 inhibitory effects on mouse sperm capacitation and acrosome
reaction are potentiated by SVS3. However, little is known about the effects of SVS2 and SVS3
on sperm motility. In this study, we tested the hypothesis that SVS2 inhibits mouse sperm motility,
and that SVS3 facilitates these inhibitory effects. We also characterized the expression and
distribution profile of SVS2 and SVS3 (mRNA and protein) in the male mouse reproductive tract,
as well as their regulation by androgens. We processed reproductive tissues for RT-PCR, qPCR,
Western blot and immunohistochemistry assays, and epididymal spermatozoa incubated with
recombinant murine SVS2 and SVS3A (SVS2m and SVS3m) or seminal vesicle fluid for
immunofluorescence assays. To assess the impact of SVS2m and SVS3m on sperm motility, we
incubated spermatozoa with different concentrations of recombinant SVS2m and SVS3m,
isolated or in combination, and evaluated their motility parameters using the computer-assisted
sperm analysis (CASA). Our results demonstrated that SVS2 and SVS3 (mMRNA and protein) are
differentially expressed in male mouse reproductive tissues. Svs2 and Svs3 transcripts were
detected in the seminal vesicle, but also testis (only Svs3), cauda epididymis, vas deferens and
ventral prostate. Western blot results revealed the expression of SVS2 by the presence of a single
band, with apparent molecular mass of 45 kDa in the seminal vesicle (tissue and fluid). In cauda
epididymis protein extracts, however, we observed the presence of a smaller band with apparent
molecular mass of 11 kDa. For SVS3, we observed the presence of a 35-kDa-band in the seminal
vesicle fluid. In testis, epididymis and seminal vesicle samples, however, we observed the
presence of multiple bands with apparent molecular masses of 40-43, 28-29 and 14 kDa
depending on the tissue analyzed. RT- gPCR and immunohistochemistry analyzes using seminal
vesicle samples from animals at different stages of sexual maturation or subjected to bilateral
orchiectomy with or without hormone replacement with testosterone (8 mg/kg, s.c.) demonstrated
that both Svs2 and Svs3 are androgen-dependent genes. Both SVS2m and SVS3m bound to the
head and flagellum of mature spermatozoa. We observed that SVS2m inhibited sperm motility
and kinematics in a concentration- (IC50 = ~5 uM) and time-dependent manner, thus leading to
an inhibition of progressive motility and hyperactivation. On the other hand, SVS3m displayed
modest effects on hyperactivated, but not progressive, motility. Furthermore, SVS3m did not
demonstrate a synergistic effect on the inhibitory effects of SVS2m on mouse sperm maotility.
Altogether, our data demonstrate that SVS2 is a seminal plasma-derived inhibitory factor of
mouse sperm motility. Since SVS2 is the murine orthologue of human SEMG1, we propose the
existence of conserved mechanisms for the control of sperm motility endogenous to the seminal
plasma in primates and rodents. Our findings open new frontiers for the study on the roles of
REST proteins on the regulation of sperm functions, which could be explored for the development
of new targets for male contraception, using murine models.
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1. Introducao



1. Introducéo
1.1. Espermatozoides

Os espermatozoides sdo células flageladas, altamente especializadas, que apresentam
caracteristicas morfolégicas e funcionais Unicas, as quais os tornam capazes de entregar o
material genético masculino ao odcito durante a reproducédo (Eddy, 2006). Em mamiferos, os
espermatozoides s&o as Unicas células especializadas produzidas pelo macho cujo objetivo final
€ alcancado no organismo da fémea (Freitas et al., 2017). A producao dos espermatozoides se
da no epitélio dos tubulos seminiferos e envolve uma série de processos de divisdo celular
mitotica e meidtica e de citodiferenciacdo, conhecida como espermatogénese (Figura 1). Este
processo é finamente regulado por fatores endécrinos, paracrinos e autécrinos, dentre os quais
os androgénios (testosterona e diidrotestosterona) sdo absolutamente fundamentais (O'Donnell
et al., 2006). Em humanos, a espermatogénese é concluida no inicio da puberdade e continua
ao longo da vida. Em homens adultos férteis, esse processo resulta na produgéo de cerca de
1.000 espermatozoides por segundo, 0os quais sao liberados do epitélio seminifero para a luz
tubular (O’ BRYAN, 2016, p. 2328). A duragéo da espermatogénese varia conforme a espécie,
sendo de aproximadamente 64 e 35 dias no homem e camundongo, respectivamente (O'Donnell
et al., 2006; de Kretser et al., 2016; Neto et al., 2016).

Durante a espermatogénese de mamiferos, observa-se a presenca de diversos tipos de
células germinativas: espermatogbnias, espermatécitos e espermatides. Essas células sao
distribuidas de maneira altamente organizada ao longo do epitélio seminifero, formando arranjos
especificos de diferentes tipos celulares do compartimento basal para o apical, conhecidos como
estagios da espermatogénese (de Kretser et al., 2016). Em humanos e camundongos sao
conhecidos 12 estagios da espermatogénese, os quais compdem um ciclo espermatogénico
(Figura 1) (Hess & de Franca, 2008; Muciaccia et al., 2013).

Localizadas no compartimento basal do epitélio seminifero, as espermatogbnias sédo as

células mais imaturas da linhagem espermatogénica, sendo classificadas em dois tipos: A e B,



de acordo com o padrdo da cromatina nuclear (Figura 1). Em humanos, as espermatogonias tipo
A séo subdivididas em Ad (do inglés, dark) e Ap (do inglés, pale). As espermatogonias tipo Ap
se dividem por mitose, renovando sua populacdo e dando origem as espermatogoénias tipo B
(Figura 1) (Schlatt & Ehmcke, 2014). As espermatogonias tipo B se proliferam por uma série de
divisdes mitéticas, originando uma grande populacéo de células germinativas disponiveis para a
proxima etapa da espermatogénese (O'Donnell et al., 2006). Esta ocorre pelo inicio da primeira
divisdo meidtica (meiose |), caracterizada pela producao do espermatdcito primario preleptéteno
a partir da espermatogoénias tipo B (O'Donnell et al., 2006). Conforme a fase da meiose |, o
espermatocito prelepténeno se diferencia sequencialmente em espermatdcito zigéteno,
paquiteno e diploteno. O final da meiose | gera os espermatécitos secundarios, que rapidamente
passam pela segunda divisdo meio6tica (meiose Il), originando as espermatides redondas
haploides, estagio a partir do qual ndo ha mais divisao celular.

A espermiogénese é 0 processo caracterizado por diferentes etapas de citodiferenciacéo,
no qual as espermatides redondas se diferenciam em espermétides alongadas (Figura 1). As
etapas da espermiogénese variam conforme a espécie, sendo identificadas 14 e 16 etapas em
humanos e camundongos, respectivamente (Figura 1) (O'Donnell et al.,, 2006). A
espermiogénese envolve a formacao e desenvolvimento do acrossoma e flagelo, condensacgéo
da cromatina, remodelamento e alongamento nuclear (Figura 1) (Eddy, 2006; Schlatt & Ehmcke,
2014). A fase final da espermatogénese é a espermiacao, na qual ocorre a perda do excesso de
citoplasma da espermatide, e a liberacdo do espermatozoide na luz do tdbulo seminifero

(Eroschenko, 2013; Schlatt & Ehmcke, 2014; de Kretser et al., 2016; Neto et al., 2016).
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Figura 1. Diagrama da espermatogénese em homens (A) e camundongos (B), demonstrando os tipos de
células espermatogénicas presentes em cada estagio do epitélio seminifero. Ad (espermatog6nia tipo Ad

— do inglés dark); Ap (espermatogbnia tipo Ap — do inglés pale); B (espermatog6bnia tipo B); pL

(espermatdcitos preleptétenos); L (espermatdcitos em fase leptdteno); Z (espermatécitos zigétenos); eP

(espermatdcitos paquitenos iniciais); mP (espermatdcitos paquitenos intermediaros); IP (espermatécitos
paquitenos finais); D (espermatdcitos diplétenos); SS (espermatécitos secundarios); 1-14 (painel A,

estagios da espermiogénese humana); 1-16 (painel B, estagios da espermiogénese murina). Adaptado de

Russell et al. (1990); Muciaccia et al. (2013).
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Os espermatozoides sédo divididos morfologicamente em dois compartimentos principais:
cabeca e flagelo, separados pela peca de conexao (Figura 2A). A cabecga é dividida em regido
acrossdmica, segmento equatorial e regido pés-acrossémica (Figura 2A) (Mortimer, 2018). O
acrossoma possui lisossomos e diversas enzimas proteoliticas, como hialuronidases e proteases
que auxiliam a penetracdo do espermatozoide nas células do cumulus e zona pellcida que
circundam o odcito (Eroschenko, 2005, p. 410). O nucleo da cabega do espermatozoide é
composto por uma cromatina altamente condensada, na qual protaminas formam ligacoes
conferindo alta estabilidade ao DNA, protegendo-o contra danos (Mortimer, 2018).

O flagelo é dividido em peca intermediaria, peca principal e peca final (Figura 2A). Estas
regides contém um complexo central de microtibulos formando o axonema, que é cercado por
fibras densas que se estendem até o final da peca principal (Figura 2B). As fibras densas
externas da peca intermediaria sdo envolvidas pela bainha mitocondrial, enquanto que na peca
principal, as fibras densas externas sdo envolvidas pela bainha fibrosa (Figura 2B). Assim como
a cabeca, o flagelo é circundado pela membrana plasméatica contendo pequena quantidade de
citoplasma. Apesar da maioria dos espermatozoides de mamiferos possuirem caracteristicas
gerais semelhantes, ha diferencas no formato da cabeca e comprimento flagelar (Eddy, 2006).
Por exemplo, a cabecga dos espermatozoides humanos possui formato espatular enquanto que
a cabeca dos espermatozoides de roedores (como ratos e camundongos) possui formato

falciforme (Figura 2C) (Eddy, 2006).
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Figura 2. Aspectos morfolégicos e estruturais do espermatozoide humano e murino. (A) Caracteristicas
gerais do espermatozoide. A cabec¢a do espermatozoide é conectada ao flagelo pela peca de conexao. As
regides do flagelo séo a peca intermediaria, peca principal e peca final (B) Componentes do citoesqueleto
do flagelo de espermatozoides. O axonema se estende da peca de conexdo até extremidade distal do
flagelo. Consiste em nove pares externos de microtdbulos cercando um par central de microtdbulos. As
fibras densas externas se estendem da peca de conexao até a regiao posterior da peca principal. A bainha
fibrosa & composta por duas colunas conectadas por “ranhuras” circunferenciais e envolve o axonema e
as fibras densas externas na regido da peca principal do flagelo. (C) A regido acrossomal da cabeca de

espermatozoides de camundongos possui formato falciforme enquanto que em espermatozoides humanos
possuem formato espatular. Adaptado de Eddy (2006).
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1.2. Processos pés-testiculares de maturagdo espermatica: aquisicdo de motilidade e
capacidade de fertilizacdo

Os espermatozoides recém-liberados pelo epitélio seminifero séo células morfologicamente
diferenciadas, contudo, ainda incapazes de se mover progressivamente e fertilizar o odcito. Para
se tornarem funcionalmente maduros, 0s espermatozoides precisam passar por dois processos
pés-testiculares de maturacao: o primeiro, ainda no trato reprodutor masculino, ocorre durante
sua passagem pelo epididimo, sendo denominado maturacao espermatica; e o segundo ocorre
no trato reprodutor feminino, e envolve um conjunto de mudancgas funcionais conhecido como
capacitacdo espermaética (Freitas et al., 2017; Gervasi & Visconti, 2017).

O epididimo € responsavel por transportar, concentrar, maturar e estocar 0s
espermatozoides até a ejaculacdo. Este 6rgdo é altamente segmentado, podendo ser dividido
anatomicamente em quatro principais regides: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. Cada
regido epididiméria exibe expressdo génica diferenciada e mantém composi¢des distintas de
proteinas, ions e outros componentes do conteddo luminal, os quais desempenham papeis
fundamentais na maturagédo espermatica (Gervasi & Visconti, 2017). De fato, durante o transito
pelo epididimo, espermatozoides sofrem alteragfes em seu teor de agucares, proteinas e
lipideos (Robaire & Hinton, 2015). Outro processo importante que ocorre nos espermatozoides
durante a maturacdo no epididimo é a alteracdo no estado de fosforilacdo de diferentes
proteinas, como por exemplo, a 1ZUMO1, uma proteina essencial para a fusdo do
espermatozoide com o od6cito (Inoue et al.,, 2005). Como resultado final do processo de
maturacao espermatica epididimaria, os espermatozoides adquirem a habilidade do movimento
progressivo, para sua ascensdo pelo trato reprodutor feminino, bem como de passar pela
segunda etapa da maturacdo pos-testicular: a capacitacdo (Robaire & Hinton, 2015). Os
espermatozoides maduros sdo armazenados em estado quiescente na cauda do epididimo até
a ejaculacéao.

Ap6s a ejaculacao, os espermatozoides precisam permanecer um determinado periodo no

sistema reprodutor feminino antes de se tornarem capazes de fertilizar o oécito. Esta
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observacdo, primeiramente descrita por Chang (1951) e Austin (1952), foi denominada
capacitacdo espermética. Trata-se de um evento fundamental para a fertilidade, pois confere ao
espermatozoide a capacidade de sofrer reacdo acrossbmica e fertilizar o o6cito. Durante a
capacitacdo, os espermatozoides passam por alteracdes fisiolégicas e bioquimicas, incluindo
mudancas na composi¢cdo da membrana plasmatica e em seu potencial elétrico, além de ativacéo
de vias de sinalizacdo intracelular, que culminam dentre outros efeitos na fosforilagdo de
proteinas do citoesqueleto e de membrana (FLORMAN; DUCIBELA, 2006, p. 57). De fato, a
capacitacdo espermatica esta correlacionada com, dentre outras mudangas, aumento do pH
intracelular e alterac6es na fluidez da membrana plasmatica (Visconti et al., 1995; Florman &
Ducibella, 2006; Ickowicz et al., 2012). O aumento da fluidez da membrana plasmatica é
promovido pela remoc¢éao de esterdis por moléculas como a albumina (Davis, 1980). A alteracdo
da fluidez da membrana facilita o aumento de sua permeabilidade aos ions célcio (Ca?*) e
bicarbonato (HCOj3), componentes importantes para a ativagéo da via adenilato ciclase soluvel
(ACs)/adenosina monofosfato ciclico (AMPc)/proteina quinase A (PKA, do inglés, protein kinase
A) e consequentemente a fosforilacdo de residuos de serina e treonina (Davis, 1980; Visconti et
al., 1995; Visconti et al., 2011; Aitken & Nixon, 2013). Além disso, fosforilacdo de residuos de
tirosina também esta correlacionada a capacitagdo e a regulagdo da motilidade espermatica
(Visconti et al., 1995; Mizrahi & Breitbart, 2014).

Sabe-se que a sinalizacdo associada a capacitacdo pode ser regulada (estimulada ou
inibida) por eventos mediados por interagbes proteina-proteina na superficie espermética,
incluindo aquelas que envolvem a ligacdo de proteinas do plasma seminal com proteinas
espermaticas. Vale ressaltar que a capacitacao pode ser mimetizada in vitro utilizando meios de
cultura apropriados, contendo Ca?*, HCO - g albumina de soro bovino (BSA, do inglés bovine
serum albumin), dentre outros componentes (Visconti et al., 2002; Lu et al., 2010).

A motilidade € uma caracteristica primordial do espermatozoide maduro, sendo definida
como a propagacdo de ondas transversais ao longo do flagelo no sentido proximal-distal em
relagdo a cabeca do espermatozoide produzindo uma agéo que o impulsiona durante sua jornada

pelo trato reprodutor feminino ou apds seu isolamento e manutencdo em condicdes
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adequadas in vitro (Turner, 2005). E reconhecido que a motilidade espermatica esta diretamente
relacionada a capacidade de fertilizagdo do odcito (Guzick et al., 2001). De fato, homens que
apresentam alteracdes na motilidade espermatica sdo subférteis ou inférteis e, geralmente
necessitam recorrer as técnicas de reproducdo assistida para engravidarem suas parceiras
(Turner et al., 1999).

Os espermatozoides de mamiferos, incluindo humanos e camundongos, apresentam
padrdes distintos de motilidade, sendo que os principais sdo motilidade ativada (também
conhecida como progressiva) e hiperativada (Figura 3). A motilidade progressiva € adquirida
durante a maturacdo dos espermatozoides no epididimo, e é caracterizada por movimentos
flagelares relativamente simétricos e vigorosos, resultando em movimentos rapidos e
progressivos (Figura 3) (Suarez & Osman, 1987; Mortimer, 2000; Eddy, 2006). Os
espermatozoides que atingem a motilidade hiperativada exibem curvas flagelares assimétricas,
batimentos flagelares de alta amplitude e trajetéria circular ou irregular (Figura 3). A motilidade
hiperativada esta correlacionada a capacitacdo espermética, apesar de serem considerados
processos distintos, porém sobrepostos, quanto aos seus respectivos mecanismos moleculares
(Suéarez & Osman, 1987; Mortimer, 2000; Eddy, 2006). Sao atribuidos papéis importantes para a
fertilidade a este perfil de motilidade, como: eficiéncia na passagem espermatica em ambientes
viscosos como 0 muco do oviducto e, posteriormente, na interagdo com o odcito (Turner, 2005;
Freitas et al., 2017). Além disso, a hiperativacdo atua como um fator de sele¢éo, pois permite
gue somente os espermatozoides que passaram pelo processo de capacitacdo atinjam o local

da fertilizacéo (Eddy, 2006; Florman & Ducibella, 2006; Freitas et al., 2017).
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Figura 3. Principais padrdes de motilidade de espermatozoides humanos e murinos. A motilidade
progressiva é observada em espermatozoides recém ejaculados ou isolados da cauda do epididimo,
caracteriza-se por movimentos flagelares simétricos e vigorosos. A motilidade hiperativada est4 associada
ao processo de capacitacdo espermética, € caracterizada por curvas flagelares assimétricas, batimentos
flagelares de alta amplitude e trajet6ria circular ou irregular. Adaptado de Florman & Ducibella (2006).

Diversas proteinas espermaticas estdo envolvidas na regulacdo da motilidade, como por
exemplo, proteinas de citoesqueleto, canais ibnicos e proteinas que atuam na sinalizagdo de
calcio, metabolismo e fosforilagdo (Turner, 2005). Até o momento, o principal mecanismo de
sinalizacdo que regula a motilidade espermética em mamiferos envolve a ativagdo da ACs pelo
Ca?' e HCO3 e, consequentemente, o aumento dos niveis intracelulares de AMPc, resultando
na fosforilacdo de residuos de serina/treonina de proteinas do flagelo pela PKA (Suarez &
Osman, 1987; Turner, 2005; Xia et al., 2007). Apesar da importancia da motilidade e da
capacitacdo espermatica para a reproducéo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos moleculares
envolvidos na sua regulacdo. Dessa forma, avangar no conhecimento sobre os fatores envolvidos
no seu desencadeamento e regulagéo € de suma importancia para o entendimento da fisiologia
do espermatozoide e, consequentemente da fertiidade masculina (Eddy, 2006). Essas
descobertas podem, por exemplo, ser exploradas para o desenvolvimento de novas terapias para
infertilidade ou ainda como alvos farmacoldgicos para a contracepgdo masculina. Um ponto que
merece destaque é o papel regulatério de proteinas presentes no plasma seminal, incluindo

aquelas secretadas pela glandula seminal, sobre a motilidade e capacitacdo esperméticas.
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1.3. Glandula seminal

A glandula seminal € uma das glandulas sexuais acessorias integrantes do sistema
reprodutor masculino de alguns mamiferos, incluindo homens e camundongos. Nessas espécies,
um par de glandulas seminais estéa localizado posteriormente a bexiga urinaria e superiormente
a préstata. Cada glandula mede aproximadamente 6 cm e 2,5 cm em humanos e camundongos,
respectivamente (Setchell & Breed, 2006). O ducto excretor da glandula seminal se conecta a
regido terminal do ducto deferente através da prostata desembocando na uretra prostatica
(Figura 4) (Eroschenko, 2013). Em camundongos, anexas a curvatura menor das glandulas
seminais encontram-se as glandulas coaguladoras (Figura 4B). Nessa espécie, a combinacéo
das secrecdes das glandulas seminal e coaguladora formam o plugue copulatorio vaginal, que
atua como uma barreira fisica, prevenindo que outros machos copulem com a fémea, e como
reservatorio de espermatozoides no trato reprodutor feminino (Schneider et al., 2016).

Assim como o epididimo e o ducto deferente, a glandula seminal é derivada do ducto
mesonéfrico (também conhecido como ducto de Wolff) durante o desenvolvimento embrionario.
Em camundongos ap0s o 15° dia de gestagéo € possivel observar a expanséo do epitélio distal
do ducto mesonéfrico, marcando a estrutura que, posteriormente, dara origem a glandula seminal
(Curry & Atherton, 1990). O desenvolvimento tecidual e a funcéo secretora da glandula seminal
sé@o dependentes da secre¢do de androgénios testiculares (Curry & Atherton, 1990; Gonzales,
1994). As células da glandula seminal expressam o receptor de androgénios (AR), que séo alvos
da di-hidrotestosterona (DHT), metabdlito ativo da testosterona, que atua como um potente
agonista do AR (Simanainen et al., 2008; Welsh et al., 2010). De fato, a orquiectomia em ratos e
camundongos adultos resulta em alteracdes morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas na glandula
seminal, como atrofia, aumento no indice apoptoético das células epiteliais, remodelamento dos
componentes da matriz extracelular, e interrupcdo da atividade secretora do epitélio (Chung &
Ferland-Raymond, 1975; Nishino et al., 2004; Justulin et al., 2006). A reposicdo hormonal com

testosterona promove a restauracao da arquitetura e da
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atividade secretora da glandula seminal (Chung & Ferland-Raymond, 1975; Nishino et al., 2004;
Justulin et al., 2006).

O epitélio da glandula seminal é altamente convoluto e irregular (Figura 4C). Sua mucosa
possui dobras que se ramificam em vérias dobras secundarias, formando cavidades irregulares,
estas dobras se estendem até a luz tubular (Figura 4C). Seu epitélio é pseudoestratificado e
colunar ou cuboide e suas células epiteliais contém granulos secretores e nucleo basal
(Eroschenko, 2013). O musculo liso da glandula seminal consiste em uma camada muscular
circular interna e uma camada muscular longitudinal externa (Figura 4C). A camada adventicia
circunda o musculo liso e se funde com o tecido conectivo (Figura 4C) (Eroschenko, 2013). As
camadas musculares lisas sé@o inervadas por fibras noradrenérgicas e colinérgicas. As funcdes
da inervagcdo autbnoma na glandula seminal envolvem o controle da contratilidade da
musculatura lisa e da atividade secretora do epitélio (Mendes et al., 2004). No musculo liso da
glandula seminal de ratos estdo presentes os subtipos Mz e Mz do receptor muscarinico de
acetilcolina (mMAChR) (Hamamura et al., 2006; Avellar et al., 2009). Receptores adrenérgicos
também foram detectados em células epiteliais e da musculatura lisa da glandula seminal de
ratos, de forma predominantemente o receptor a;-adrenérgico (Shima, 1992; Queir6z et al.,
2008). Os trés subtipos de adrenoceptores-a: (a1a, 01s € 01p) €Sta0 presentes na glandula seminal
de ratos, no entanto, a contragdo da glandula seminal é predominantemente induzida via
adrenoceptores-aia (Silva et al., 1999).

Os fluidos secretados pelos 6rgdos sexuais acessorios estdo envolvidos na regulagéo da
funcdo espermatica, incluindo motilidade, capacitacdo e fertilizacdo, além de atuarem na
protecdo do espermatozoide contra ameacgas patogénicas, metabdlicas e imunoldgicas durante
sua jornada pelo trato reprodutor feminino (Robert & Gagnon, 1999; Mendes et al., 2004,
Simanainen et al., 2008; Juyena & Stelletta, 2012). A glandula seminal é responsavel por secretar
aproximadamente 70% do volume do plasma seminal, fracdo do sémen que exclui os
espermatozoides, o qual € composto por 1) ions; 2) compostos de baixo peso molecular, como
frutose e prostaglandinas; e 3) proteinas diversas. Estes componentes proporcionam um

ambiente propicio para a viabilidade e potencial fértil dos espermatozoides (Curry & Atherton,
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1990; Aumuller & Riva, 1992; Robert & Gagnon, 1999; Stark et al., 2005; de Lamirande, 2007).
De fato, a remocéo cirtrgica da glandula seminal em camundongos implica em subfertilidade,
em consequéncia de falha da formacdo do plugue copulatério e reducdo do numero de
espermatozoides viaveis para fertilizagdo no sistema reprodutor feminino (Peitz & Olds-Clarke,
1986; Kawano et al., 2014). Este efeito negativo para a fertilidade esté relacionado com auséncia
de proteinas secretadas pela glandula seminal, que séo essenciais para o controle da funcéo
esperméatica, como por exemplo, as proteinas da familia REST (do inglés, Rapidly- evolving
seminal vesicle-transcribed), que serdo destacadas a seguir.

A B

Ducto
deferente —

Glandula coaguladora

Glandula 2 Glandula Seminal

seminal
Ducto deferente

Prostata ventral

B

Epitélio

Musculo liso
longitudinal externo

Figura 4. Glandula seminal e outras glandulas sexuais acessérias de roedores e humanos. (A, B) Visao
frontal superior de glandulas sexuais acesso6rias humana (A) e murina (B). (C) Secc¢éo histoldgica
transversal da glandula seminal humana. Corte longitudinal corado com hematoxilina e eosina
demonstrando as principais regides da glandula seminal. Adaptado de Setchell & Breed (2006),
Eroschenko (2013); e (McKay et al., 2020).

1.4. Proteinas REST'’s (Rapidly-evolving seminal vesicle-transcribed)
Na maior parte dos mamiferos, incluindo roedores e primatas, as proteinas codificadas

pelos genes da familia REST, secretadas pela glandula seminal, sdo os componentes mais
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abundantes do plasma seminal, sendo essenciais para a formacgéo do coadgulo de sémen e para
a fertilidade (Peitz & Olds-Clarke, 1986; Kawano et al., 2014). Os efeitos das proteinas REST’s
sobre a funcéo espermatica sdo mediados pela sua interagdo com o gameta masculino. De fato,
estudos demonstraram a capacidade de proteinas REST’s humanas e de roedores de se ligarem
a superficie de espermatozoides maduros (Manco & Abrescia, 1988; Bjartell et al., 1996;
Carballada & Esponda, 1998; Yoshida et al., 2003; Wang et al., 2005; Kawano & Yoshida, 2007;
Araki et al., 2016).

Em humanos, as principais proteinas REST’s sdo as semenogelinas (SEMGs), que se
destacam do ponto de vista clinico. Sdo conhecidas duas isoformas: SEMG1 e SEMG2,
codificadas por genes distintos localizados no cromossomo 2 humano (Peitz & Olds-Clarke,
1986; Ulvsback et al., 1992; Robert & Gagnon, 1999) (Figura 6). A SEMG1 e SEMG2 foram
detectadas na cabeca (regiéo acrossdmica e pés-acrossémica) e no flagelo (pecas intermediaria
e principal) de espermatozoides recém-ejaculados (Bjartell et al., 1996; Yoshida et al., 2003;
Wang et al., 2005), onde atuam no controle da funcédo espermatica.

Durante a ejaculacao, as contragfes da musculatura lisa da cauda do epididimo e do ducto
deferente empurram os espermatozoides em direcao ao canal ejaculatério, onde sdo banhados
pela secrecdo da vesicula seminal. Em seguida, o fluido seminal contendo os espermatozoides
entra na uretra prostatica, mistura-se com as secrec¢des da préstata e da glandula bulbouretral,
sendo finalmente ejetado pelo pénis (Robert & Gagnon, 1999). Imediatamente apds a ejaculacgéo,
0 sémen forma uma massa viscosa conhecida como coagulo de sémen, que mantém os
espermatozoides iméveis no seu interior (Robert & Gagnon, 1999). A SEMG1 é um dos
componentes integrais do coagulo se sémen, sendo sua interagdo com 0s espermatozoides um
evento crucial para manté-los estaticos (Robert & Gagnon, 1996; Mitra et al., 2010).
Fisiologicamente, a motilidade do espermatozoide humano é ativada apés a degradacdo da
SEMG1 pela serino-protease prostética PSA, processo que resulta na liguefacdo do sémen
(O'Rand et al., 2011). Um esquema sobre o destino da SEMG1 apds a ejaculacéao foi apresentado

na figura 5.
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Figura 5: Diagrama simplificado das fung8es esperméticas no sistema reprodutor masculino e feminino de
mamiferos. Proteinas SEMG1, PSA e Zn?* misturam-se durante a ejaculacdo. SEMG1 coagula o sémen e
imobiliza os espermatozoides. Diminuigdo da concentracéo de Zn?* no coagulo pode ativar a PSA. PSA
cliva SEMGL e liquefaz o coagulo do sémen ocasionando a ativacdo da motilidade espermatica. A remogédo
dos fragmentos de SEMG1 da superficie dos espermatozoides permite sua capacitagdo e, posterior
fertilizac&o do odcito. Adaptado de Yoshida et al. (2008b).

A relevancia da SEMGL1 para a fertilidade foi reconhecida por: 1) quadros de infertilidade ou
subfertilidade em homens com altera¢des no tempo de liquefacdo do sémen (Robert & Gagnon,
1999); e 2) correlagéo positiva entre o nivel de expressdo do transcrito SEMG1 e infertilidade
masculina associada a baixa motilidade espermatica de origem idiopatica (Yu et al., 2013). A
modulag¢édo negativa na motilidade dos espermatozoides pela SEMG1 ocorre via interacdo com
a proteina de superficie espermatica EPPIN (do inglés, Epididymal peptidase inhibitor). Os
mecanismos pelos quais a SEMGL1 inibe a motilidade espermatica via interacdo com a EPPIN
ainda carecem de elucidacao, mas parecem envolver a modulacéo dos niveis de calcio e AMPc
intracelulares (O'Rand et al., 2009; O'Rand & Widgren, 2012). Devido ao seu papel crucial no
controle da motilidade espermatica, a sequéncia da EPPIN responséavel pela interacdo com a
SEMG1 vem sendo explorada para o desenvolvimento de farmacos contraceptivos masculinos
que mimetizam os efeitos da SEMG1 no espermatozoide (O'Rand et al., 2011; O'Rand et al.,

2016).
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Em camundongos, os membros da familia REST sdo as SVS’s (do inglés, seminal vesicle-
secretory proteins). Oito SVS’s (SVS1, SVS2, SVS3A, SVS3B, SVS4, SVS5, SVS6 e SVS7)
foram descritas no sémen de camundongos, sendo codificadas por genes diferentes. Os genes
Svs2, Svs3a, Svs3b, Svs4, Svs5 e Svs6 estdo localizados em um cluster no cromossomo 2
murino em loci génicos ortélogos aos dos genes SEMG1 e SEMG2, que por sua vez, estdo no
cromossomo 20 humano (Clauss et al., 2005) (Figura 6). Apesar de codificadas por genes
diferentes, a SVS3A e SVS3B sdo altamente conservadas, apresentando o0 mesmo ndmero de
residuos de aminoéacidos (265), dos quais apenas cinco sdo diferentes (Anexo Il). Por questbes
didaticas, a seguir nos referimos a ambas as proteinas como SVS3, exceto quando indicado. Os
genes Svs evoluiram rapidamente por duplicacdo e apresentam varias fungdes, estando
envolvidos na: 1) formacdo do plugue copulatério (SVS1-SVS3) (Mangels et al., 2015); 2)
regulagéo da resposta anti-inflamatoria e imunoldgica (SVS4) (Galdiero et al., 1989) (Metafora et
al., 1989); 3) inibicdo da atividade de serino-proteases (SVS5 e SVS6) (Clauss et al., 2005); e 4)
modulacgao das fun¢des esperméticas, incluindo motilidade (SVS7) e capacitacao (SVS2 e SVS3)
(Kawano & Yoshida, 2007; Kawano et al., 2014; Araki et al., 2016).

Apesar do baixo grau de conservacdo da sequéncia primaria dos seus produtos proteicos,
0s genes Svs2 e Svs3 (Svs3a e Svs3b) murinos sdo considerados ortélogos aos SEMGL1 e
SEMG2 humanos, respectivamente, pois compartiiham similaridades estruturais e funcionais
(Tabela 1). Assim como a SEMG1 humana, SVS2 é o componente mais abundante do plasma
seminal murino e, em associacdo com SVS1 e SVS3, atua na formacgé&o do plugue copulatério
(Kawano & Yoshida, 2007; Mangels et al., 2015). Dentre as similaridades estruturais entre os
genes SEMG1 e SEMG2 humanos e Svs2 e Svs3 murinos estao: a composicao de trés éxons e
dois introns curtos, no qual o primeiro éxon codifica o peptideo sinal, o segundo, a proteina
madura, e o terceiro, a regido 3'-UTR (Ulvsback et al., 1992; Lundwall & Clauss, 2011). Além
disso, as SEMG1 e SEMG2 humanas, e SVS2 e SVS3 murinas sédo substratos para calicreinas
da familia da PSA e transglutaminases, possuem alto ponto isoelétricos (SEMG1: 9,30; SVS2:
9,89; SVS3A: 9,39 e SVS3B: 9,37), seus residuos de amino&cidos com repeti¢cdes imperfeitas in

tandem em sua estrutura primaria, sao ricas em glutamina, serina, glicina e lisina e contém
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de um a trés residuos de cisteina em sua estrutura primaria (SEMG1: C239; SEMG2: C159 e
C360; SVS2: C97; e SVS3: C98, C249 e C 251) (Figura 6) (Jensen-Seaman & Li, 2003;
Kawano & Yoshida, 2007; Lundwall & Clauss, 2011; Shindo et al., 2019).

Camundongos machos com delecdo do gene Svs2 sdo subférteis devido a auséncia do
plugue copulatério e morte prematura dos espermatozoides no Utero, o que indica o seu papel
essencial para a fertilidade masculina (Kawano et al., 2014; Araki et al., 2015; Shindo et al.,
2019). Em adicdo, Kawano et al. (2007) demonstraram que espermatozoides murinos recém-
ejaculados, coletados da vagina e do Utero, apresentaram a SVS2 em sua superficie. Em
contrapartida, esses autores ndo detectaram a SVS2 em espermatozoides capacitados,
coletados do oviducto, sugerindo que SVS2 pode atuar como fator decapacitante, prevenindo a
capacitacao precoce até que o espermatozoide alcance o oviduto (Kawano & Yoshida, 2007). O
mecanismo de acdo da SVS2 neste evento envolve, pelo menos em parte, a manutencao dos
niveis de colesterol da membrana espermética (Araki et al., 2015). Dados recentes do nosso
laborat6rio sugeriram um novo possivel mecanismo pelo qual a SVS2 modula a funcédo do
espermatozoide murino: via interagdo com a EPPIN (Mariani et al., 2020). Demonstramos que a
SVS2 e a EPPIN séo proteinas de interacdo na superficie do espermatozoide murino,
sustentando a hipétese de conservacgédo funcional entre a interagdo EPPIN-SEMG1 humana e
EPPIN-SVS2 murina na funcdo espermética (Mariani et al., 2020). Interessantemente, a SVS3
interage diretamente com a SVS2 na superficie espermatica facilitando seus efeitos inibitrios
sobre a capacitacao in vitro (Araki et al., 2016). Resultados do nosso grupo corroboraram essa
observacéo pela demonstracdo de que a SVS3 faz parte de um complexo proteico juntamente
com a SVS2 e a EPPIN no espermatozoide de camundongos (Mariani et al., 2020). Esses dados
sustentam a hip6tese de uma acdo sinérgica entre proteinas SVS’s no controle da fungéo

espermatica (Araki et al., 2016).
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Figura 6. Aspectos estruturais das proteinas REST’s: SEMG1 e SEMG2 humanas e SVS2 e SVS3
murinas. (A) Localizacdo dos genes SEMG1 e SEMG2 sub-locus centromérico do cromossomo 20
humano. Os genes Svs2, Svs3a e Svs3b murinos estdo localizados em loci ort6logos cromossomo 2,
juntamente com outros genes da familia Svs. (B) Sequéncias primarias da SEMG1 (NP_002998), SEMG2
(NP_002999), SVS2 (NP_059086) e SVS3A (NP_001298043). Os peptideos sinais sao as sequéncias
mais conservadas entre as SEMGs humanas e SVSs murinas e estao representados em letras minusculas
cinzas. As sequéncias sublinhadas, em negrito, em laranja, em azul ou em vermelho representam
repeticdes in tandem de sequéncias de aminoacidos nas suas estruturas primarias (LIN et al., 2012). As
sequéncias com realce amarelo na SEMG1 e SEMG2 representam sequéncias que se repetem nas suas
estruturas primarias (LILJA et al., 1989). O residuo Unico de cisteina da SEMG1 esta contornado em
formato de caixa na posicao 239, enquanto na SEMG2, os residuos de cisteina estédo localizados nas
posicdes 159 e 360. O residuo Unico de cisteina da SVS2 esta contornado em formato de caixa na posi¢ao
97, enquanto na SVS3A, os residuos de cisteina estdo contornados em formato de caixa nas posi¢des 98,
249 e 251.
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Tabela 1. Semelhancas estruturais e funcionais entre SVS2-3 murinas e SEMG1-2 humanas

Semelhancas estruturais Semelhancgas funcionais
Trés éxons e dois introns Formacéo coagulo de sémen
Sequéncia primaria contendo repeti¢cfes in
g P Pete Substratos da PSA
tandem
Sequéncia priméria contendo residuos de ~ :
o Interagdo com o espermatozoide maduro
cisteina
Alto ponto isoelétrico Modulacdo da capacitacdo espermatica

Os dados apresentados demonstram as semelhancas funcionais entre a SEMG1 e SEMG2
humanas com a SVS2 e SVS3 murinas. De fato, considerando o carater multifuncional das
proteinas REST’s para a reproducéo, avangar no conhecimento dos seus efeitos sobre eventos
pré-fertilizacdo associados a funcéo esperméatica é importante para o melhor entendimento sobre
a evolucdo dos mecanismos que regulam a fertilidade masculina. Pesquisas nessa éarea
apresentam potencial para descobertas de novos alvos terapéuticos tanto para o tratamento da
infertilidade quanto para a contracepg¢do masculina, representando fontes de inovagdo em
Farmacologia da Reproducéao.

Até o momento, entretanto, os estudos acerca da SVS2 e a SVS3 focaram no seu efeito
modulador sobre a capacitacdo espermatica, sendo que seus efeitos sobre a aquisicdo de
motilidade ativada pelos espermatozoides ainda carecem de elucidacdo. Considerando nossa
descoberta recente de que a EPPIN murina atua como uma “plataforma” para a ligagéo da SVS2
e SVS3 na superficie do espermatozoide, neste trabalho testamos a hipétese que a SVS2 e a
SVS3 atuam como fatores inibitérios da motilidade espermatica. Além disso, também

investigamos o perfil de expressao e regulacéo androgénica da SVS2 e SVS3 em camundongos.
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Neste trabalho, demonstramos que a SVS2 atua como um fator endégeno do plasma seminal
para a inibicdo da motilidade espermaética, adicionando mais um papel para essa proteina no
controle da fungcdo do gameta masculino. O efeito inibitorio da SVS2 sobre a motilidade ativada
e hiperativada do espermatozoide murino ndo depende da presenca da SVS3. Por outro lado, a
SVS3 apresentou efeitos modestos sobre parametros que controlam o vigor do movimento
espermatico, sugerindo que ela pode atuar como uma moduladora da motilidade hiperativada.
Tendo em vista que a SEMGL1 e a SVS2 sdo proteinas homoélogas, propomos a existéncia de
fatores similares derivados do plasma seminal para o controle motilidade espermética em
primatas e roedores.

Nossas descobertas abrem novas fronteiras para o estudo do papel das proteinas da familia
REST na regulagéo das fungdes espermaticas, principalmente nos parametros que controlam a
motilidade ativada e hiperativada. Portanto, novas estratégias experimentais com potenciais
aplicagdes para potencializacdo ou inibicdo da fertilidade masculina poderdo ser exploradas,
favorecendo ao desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico e tratamento da infertilidade

ou ao desenvolvimento de um novo contraceptivo masculino ndo-hormonal.
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