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RESUMO

SALGADO, D. S. PROTEOMA DO PLASMA SEMINAL, FLUIDO
EPIDIDIMARIO E DOS ESPERMATOZOIDES COLHIDOS DO EJACULADO E
DA CAUDA DO EPIDIDIMO DE TOUROS. Botucatu — SP. 2017, p. 102.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

As proteinas dos fluido e células do sitema reprodutor sdo constantes objetos de
estudo, a fim de elucidar eventos fisiolégicos e buscar biomarcadores das funcbes
reprodutivas, facilitando a escolha de reprodutores. Em vista disso, este estudo
objetivou caracterizar as proteinas dos espermatozoides do ejaculado e da cauda do
epididimo, do plasma seminal e do fluido epididiméario de touros. Foram utilizados 10
touros adultos da raca Brangus. O sémen foi colhido por eletroejaculacéo e,
posteriormente 0s machos foram orquiectomizados para a colheita dos
espermatozoides e fluido do epididimo. As células do ejaculado e da cauda do
epididimo foram analisadas subjetivamente apds a colheita, e o plasma seminal e
fluido do epididimo foram separados por centrifugacdo. Entdo, as amostras foram
preparadas para a espectrometria de massas (ESI-QTof MS/MS), com um pool de
cada grupo. A concentracdo de proteinas totais ndo diferiu entre 0os grupos. Foram
encontradas 67 e 66 proteinas nos espermatozoides do ejaculado e da cauda do
epididimo, e 20 e 16 no plasma seminal e liquido epididimario, respectivamente. Além
disso, 52 proteinas foram comuns entre os espermatozoides obtidos do ejaculado e
epididimo, e 9 entre o plasma seminal e fluido epididimario. Atividade catalitica foi a
principal funcdo molecular nas células espermaticas; ja no plasma seminal foi de
ligacdo e no fluido epididimario, atividade catalitica. As proteinas que se destacaram
foram: 14-3-3 protein zeta/delta, A-kinase anchor protein, Calmodulin, Cytochrome ¢
oxidase subunit 5A, mitochondrial, Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 2, Fibronectin type Il domain-containing protein 8, Glucose-6-
phosphate isomerase, L-amino-acid oxidase, Phosphoglycerate mutase 2, Ropporin-1,
Seminal ribonuclease, T-complex protein 1 subunit epsilon, Clusterin, Epididymal
secretory protein E1, Serum albumin. Com base nos resultados, conclui-se que ha
uma importante contribuicdo das proteinas do plasma seminal para a célula
espermatica, fornecendo macromoléculas essenciais para a capacitacdo espermatica,
reacdo do acrossomo, ligacdo espermatozoide-odcito e fertilizacdo; ja o fluido
epididimario apresenta como principal fungdo manter a integridade e imobilidade dos
espermatozoides.

Palavras-chaves: Célula-espermética; Capacitacao; Epididimo; Proteébmica; Reacéo-
acrossomo



ABSTRACT

SALGADO, D. S. PROTEOMICS OF SEMINAL PLASMA, EPIDIDYMAL FLUID,
SPERMATOZOA COLLECTED OF EJACULATED AND CAUDA OF
EPIDIDYMIS. Botucatu — SP. 2017, p. 102. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

Proteins of fluid and cells from reproductive system are constant objects of study, in
order to elucidate physiological events and to search biomarkers of the reproductive
functions, facilitating the breeding selection. Thus, this study aimed to characterize the
proteins of the ejaculate and epididymis spermatozoa, the seminal plasma and the
epididymal fluid of bulls. Ten adult Brangus bulls were used. The semen was collected
by electroejaculation and then, the males were orchiectomized for collection of
spermatozoa and fluid from the epididymis. The ejaculate and epididymis cells were
subjectively analyzed after collection, and the seminal plasma and epididymis fluid
were separated by centrifugation. The samples were prepared for mass spectrometry
(ESI-QTOF MS/MS), with a pool of each group. Total protein concentration did not
differ between groups. We found 67 and 66 proteins in the ejaculate and epididymis
spermatozoa, and 20 and 16 in the seminal plasma and epididymal fluid, respectively.
Moreover, 52 proteins were common in the spermatozoa obtained from ejaculate and
epididymis, and 9 in the seminal plasma and epididymal fluid. Catalytic activity was the
main molecular function in sperm cells and epididymal fluid; in the seminal plasma was
binding. The main proteins found were: 14-3-3 protein zeta/delta, A-kinase anchor
protein, Calmodulin, Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial, Disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 2, Fibronectin type Ill domain-containing
protein 8, Glucose-6-phosphate isomerase, L-amino-acid oxidase, Phosphoglycerate
mutase 2, Ropporin-1, Seminal ribonuclease, T-complex protein 1 subunit epsilon,
Clusterin, Epididymal secretory protein E1, Serum albumin. Based on the results, we
concluded that there is an important contribution of seminal plasma proteins to the
sperm cell, providing macromolecules essential for sperm capacitation, acrosome
reaction, spermatozoa-oocyte binding and fertilization; whereas the epididymal fluid
has main function maintained the integrity and nonmotile sperm cells.

Keywords: Acrosome-reaction; Capacitation; Epididymus; Proteomic; Sperm-cell;
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1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

Em vista da necessidade de identificar touros de alta fertilidade, seja para
utilizacdo em centrais de comercializacdo do sémen, assim como para aplicacao
em propriedades rurais, ferramentas moleculares tém sido estudadas. Estas
ferramentas visam substituir o teste de progénie, um método utilizado para avaliar
a capacidade reprodutiva de um macho, o qual é oneroso e demanda tempo para
ser conduzido (LARSSON, 2000). Além disso, defeitos subcelulares nas células
espermaticas, como as alteracbes nos componentes da sua superficie, s6 podem
ser estudados utilizando métodos de avaliacdo molecular (LARSSON, 2000;
SARSAIFI et al., 2015).

Tanto a célula espermatica como o0 o00cito possuem proteinas
indispensaveis para a fertilizacdo (ALBERTS et al, 2002). Assim, as
transformacdes ou modificagcbes sofridas na célula espermatica, para a
fertilizacdo, incluem varias fases, tais como maturacdo poés-testicular no
epididimo, capacitacdo, reacdo do acrossomo e ligacdo entre os gametas. Em
cada uma dessas fases estdo envolvidas proteinas especificas, que exerceréo
funcdes na célula espermatica durante a fecundacao (YANAGIMACHI, 1993).

A adicdo de proteinas as membranas durante a passagem dos
espermatozoides pelo epididimo e na ejaculacdo influencia sua capacidade
fertilizante (ROBAIRE et al., 2006; MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010).
Desta maneira, a analise das proteinas associadas ao espermatozoide durante a
espermatogénese ou seu transito pelo trato reprodutor masculino, pode ser
considerada uma ferramenta multiparamétrica, que além de apresentar uma visao
global, também pode identificar marcadores proteicos especificos (BISSONETTE
et al., 2009). Em vista disso, 0s espermatozoides ejaculados diferem dos
espermatozoides do epididimo em muitos fatores, incluindo os tipos de proteinas
que estdo ligadas a membrana plasmatica e as suas caracteristicas
(GOOVAERTS et al., 2006). Apesar disto, as proteinas espermaticas ligadas no
epididimo e sua associa¢ao com a fertilidade tém sido pouco estudadas.

Estabelecer a composicdo das proteinas espermaticas e entender sua
relacdo com a fertilidade, pode ser um ponto de partida para alcancar resultados
mais favoraveis nos sistemas de producdo bovina (BELLIN et al., 1994), ja que a

subfertilidade tem que ser avaliada tendo como base transcritos e proteinas



codificadas e adicionadas aos espermatozoides, embora a maioria destas
informacdes sejam consideradas resultado da formacdo da célula durante a
espermatogénese, mas que pode refletir o potencial de fertilidade do ejaculado
(BISSONETTE et al., 2009).

Desta maneira, o objetivo deste estudo foi descrever as proteinas do
plasma seminal, fluido epididiméario e das células espermaticas colhidas do
ejaculado e da cauda do epididimo de touros, a fim de identificar a relacdo das
células com os fluidos do trato reprodutor durante sua armazenagem e na

ejaculacao.
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