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RESUMO

SCOTT, C. Efeitos da sexagem por citometria de fluxo sobre a composi¢cao
proteica da membrana de espermatozoides bovinos, 2014. 53. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A sexagem de espermatozoides, para a obtengdao de doses de sémen com alta
percentagem de gametas portadores do cromossomo X ou Y, torna ainda mais
relevante o papel da inseminagao artificial na maximizagao do progresso genético
entre geragdes, na produtividade e retorno econdmico em algumas atividades
pecuarias, na reproducao assistida em mamiferos e no aconselhamento genético
da espécie humana. Varias sao as técnicas descritas na tentativa de separar os
espermatozoides por sexo, porém todas ainda estdo em processo de adequacao
e nenhuma oferece 100% de acuidade. Baseando—se na hipdtese que durante o
processo de espermatogénese existem proteinas que se expressam
diferentemente na membrana de espermatozoides portadores do cromossomo X
ou Y, a técnica por separacao utilizando anticorpos sexo-especificos vem sendo
bastante estudada. Dessa forma este trabalho objetivou em estudar as proteinas

de membrana expressas nos espermatozoides sexados e ndao sexados.

Palavras chave: célula-espermatica, proteina-membrana, sémen-sexado, touro
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ABSTRACT

SCOTT, C. Effects of sexing by flow cytometry on the composition of sperm
bovine membrane protein. Botucatu, 2014. 53. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

The sexing of sperm, to obtain doses of semen with a high percentage of gametes
carrying the X or Y chromosome, even more relevant the role of artificial
insemination in maximizing the genetic progress between generations, productivity
and economic returns in some farming activities; in assisted reproduction in
mammals, and in genetic counseling of the human species. Several techniques
are described in an attempt to separate the sperm by sex, but all are still in
process and no fitness offers 100% accuracy. Based on the hypothesis that during
the process of spermatogenesis there are proteins that are differently expressed in
the sperm membrane carrying the X or Y chromosome the separation technique
using sex-specific antibodies have been extensively studied. Thus this work aimed

to study membrane proteins expressed in sexed sperm and not sexed.

Key words: bull, protein, sexed-semen, sperm cells
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INTRODUGAO

O rebanho bovino brasileiro estda em constante crescimento e de
acordo com o ultimo censo nacional realizado em 2010 o Brasil possui mais de
200 milhdes de cabecgas (IBGE, 2010). Parte deste crescimento se deve as
biotécnicas aplicadas a reprodugéo animal, dentre essas, a inseminacgao artificial
mais recentemente, utilizando-se espermatozoides sexados.

A aplicagdo do sémen sexado nos diferentes sistemas de produc¢do de
bovinos tem aumentado nos ultimos anos e a biotecnologia vem sendo utilizada
na produgcdo comercial. O uso desta biotécnica esta contribuindo para o
desenvolvimento mais acelerado dos programas de melhoramento genético.
Dentre as possibilidades de sua aplicacéo, as relacionadas com a producao de
embrides sdo as que apresentam maior potencial, contudo a aplicacdo da
sexagem a campo, associada a inseminacgao artificial em tempo fixo tem gerado
discussédo em relagéo as suas vantagens e custo-beneficio.

A selecdo do sexo da progénie em rebanhos de leite e carne pode
incrementar o sistema de producao direcionando o nascimento de animais para o
sexo desejado. Varias técnicas sado descritas para a separagdo de
espermatozoides X e Y, e todas estdo em processo de adequagado uma vez que
ainda promovem danos irreparaveis aos espermatozoides e ao seu DNA
(HOSSEPIAN DE LIMA, 2007).

A técnica de separacdo espermatica por citometria de fluxo é
atualmente a Uunica que apresenta resultados satisfatérios para produgao
comercial de doses sexadas. Sua eficacia na selecdo para o sexo proposto € em
torno de 90%, resultando em nascimentos acima dos 85% para o sexo
selecionado. Apesar da citometria de fluxo ser um método funcional e com
resultados satisfatérios comprovados, ainda € uma técnica com alto custo e a taxa
de prenhez é baixa, quando comparada a do sémen convencional, em vista dos
danos causados aos espermatozoides e a menor concentragcao de células
espermaticas por palheta (BONDAN, 2012; DEJARNET, 2012).

Baseado nas diferencas proteicas na superficie da membrana dos
espermatozoides X e Y, a sexagem espermatica tem sido proposta pela utilizagdo
de anticorpos sexo-especificos. Esta técnica tem sido proposta por varios

autores, porém os resultados ainda continuam inconclusivos, desta forma o



presente trabalho objetivou analisar e identificar as proteinas da membrana dos

espermatozoides X e Y de bovinos.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Importancia da selecao do sexo em mamiferos

A partir da década de 80, com o aprimoramento e a difusdo das
técnicas de inseminacao artificial associada a sexagem de espermatozoides e
transferéncia de embrides dentro dos programas de melhoramento genético
animal, bem como a demanda de sistemas de producido mais eficientes, o estudo
e o0 desenvolvimento de técnicas de selecdo do sexo de espermatozoides e
embrides pré-implantados em espécies de interesse zootécnico foi intensificado
incrementando o melhoramento genético animal pelo aumento do progresso
genético anual em até 25% para producédo de leite e carne, em sistemas nos
quais a produtividade é favorecida pela progénie de um dos sexos (TAYLOR et
al., 1985; VAN VLECK et al., 1987; RUVUNA et al., 1992; HOHENBOKEN, 1999).

A selecao do sexo podera contribuir para o aumento da rentabilidade
na produgao animal e no mercado de animais de companhia incluindo aqueles
destinados a competi¢cdes esportivas (SEIDEL; JOHNSON, 1999) devido a
possibilidade de se produzir descendentes com o0 sexo visando a vantagem da
diferenca de caracteristicas entre machos e fémeas para mercados especificos
(RORIE, 1999). Os equinos oferecem o melhor exemplo em varios paises, alguns
mercados demandam, por exemplo, a producao de fémeas de ragas utilizadas
para polo (SEIDEL; JOHNSON, 1999). A sexagem de espermatozoides decai
ainda aos seres humanos com interesse no controle de doencgas ligadas ao sexo
€ aos animais selvagens auxiliando no manejo dos que estdo em cativeiro
(MAXELL et al., 2004). Ha ainda o interesse na sexagem em animais de pesquisa
utilizando o nascimento do sexo relacionado ao trabalho experimental (SEIDEL,
2003).

Historicamente a inseminacao artificial em vacas data do fim da década
de 30 e avancos significativos ocorreram desde entdo. O sucesso da técnica
depende do bom manejo e compreensao do processo reprodutivo da vaca. Com o

desenvolvimento da criopreservagcdo do sémen na década de 50 surgiu a



oportunidade de se realizar, na propriedade rural a inseminagao artificial. Ainda
assim, o sucesso dependia das habilidades de gerenciamentos adicionais. O
conhecimento prévio dos principios basicos foi fundamental na adaptacdo da
nova tecnologia. Com o desenvolvimento da sincronizagao do estro no fim da
década de 70 e comecgo da década de 80 surgiu a oportunidade da inseminagao
de um rebanho grande em um curto periodo de tempo (PACE, 1990).

Dados publicados pela ASBIA descrevem que em 2011 foram vendidas
cerca de 12 milhdes de doses de sémen, e acredita-se que entre 600 a 800 mil
doses sao de espermatozoides sexados embora ndo ha dados estatisticos para
esse parametro (MILKPOINT, 2012). Uma dose de sémen sexado pode custar
cerca de quatro vezes mais que uma dose convencional, porém para alguns
animais de destaque essa diferenca pode chegar a mais de 20 vezes (LAGOA DA
SERRA, 2013).

A sexagem de espermatozoides visa a maxima produgdo com menor
custo e a possibilidade de produzir doses inseminantes com espermatozoides
portadores do cromossomo X ou Y especificamente de acordo com a necessidade
de cada programa de melhoramento genético (HOSSEPIAN DE LIMA, 2007).

Métodos mais eficientes de sexagem de espermatozoides surgem a cada
dia, melhorando a base cientifica na tentativa de elucidar as questdes nesse aspecto
(LUCIO, 2007).

1.2. Dados histéricos da selegao do sexo

O estudo da diferenciacéo sexual remota dos gregos antigos (470-403
a.C.) que sugeriram que no testiculo direito se produzia machos e no esquerdo
fémeas (GARNER; SEIDEL, 2008), nesta época recomendava-se a castragao
unilateral na tentativa de ter os filhos do sexo desejado. A primeira descricdo do
espermatozoide foi feita por Hipocrates que afirmava que este tipo celular era
produzido por ambos 0s sexos e que 0 sexo da progénie dependia da vitalidade
dos pais (KLINK; RATH, 2006).

Por volta do seéculo XV, Anton van Leeuwenhoek propés os
animalculos espermaticos, ou seja, pequenos animais pré-formados encontrados
no espermatozoide. Posteriormente, postulou-se a existéncia de um ser humano

dentro dos espermatozoides, o homunculo, para o qual o ambiente uterino



forneceria as condicbes necessarias para o seu crescimento, dando origem ao
individuo adulto. Essa teoria foi chamada de animalculismo ou teoria espermista
(BARROS; CURCIO, 2012; CARVALHO et al., 2012).

Somente em 1910, com a descoberta dos cromossomos sexuais, foram
estudadas as estruturas responsaveis em determinar o sexo dos gametas,
possibilitando a separagdo dos espermatozoides X e Y (SEIDEL; GARNER,
2002). A primeira teoria da evolugao dos cromossomos sexuais € de Muller, que
determinou que os cromossomos X e Y evoluiram a partir de um par de
autossomos. Inicialmente acreditava-se que o sexo era determinado apenas pelo
cromossomo X, dessa forma as fémeas eram classificadas como XX, e os
machos eram classificados como X0. Em 1914, descobriu-se que o sexo
masculino estava associado ao cromossomo X e um outro cromossomo que,
incapaz de recombinar, acumulou mutagdes deletérias, eliminando todos os
genes, e assim os machos foram denominados XY. Essa teoria foi fundamental
para o estudo da evolugdo dos cromossomos sexuais ha quase 100 anos
(MEDALHA, 2008; BELLOT; PAGE, 2009).

Em 1979, Morruzi sugeriu pela primeira vez que o DNA poderia ser um
fator diferencial nos espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y, e essa
poderia ser a base da separagao espermatica. Apdés um longo periodo de
insucesso, um grande avango ocorreu em 1981, quando o conteudo de DNA pdde
ser mensurado, porém inicialmente havia uma alta taxa de morte ou dano celular.
Os avancos subsequentes na citometria de fluxo permitiram o uso de um numero
minimo de células na inseminacgao artificial, e sua posterior criopreservagao para
a comercializagado para o rebanho bovino (GARNER; SEIDEL, 2008).

Johnson et al. (1989) reportaram em seus estudos o uso do DNA como
marcador da separagao dos espermatozoides portadores do cromossomo X e Y
pela citometria de fluxo. Em uma reanalise dos espermatozoides ja separados
encontraram 86% e 81% de pureza para X e Y, respectivamente. Coelhas foram
inseminadas cirurgicamente com os espermatozoides sexados e a taxa de
gestagao encontrada foi de 94% de nascimento de fémeas e 81% de nascimento
de machos. Diversos estudiosos baseados na ciéncia da computagao, biofisica,
biologia celular, fisiologia aplicada deram continuidade aos estudos sobre o tema
(GARNER; SEIDEL, 2008).

A selegéo do sexo ja foi estudada em diferentes espécies de interesse



zootécnico e duas principais rotas foram descritas, a selecdo do sexo nos
espermatozoides (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2000; SEIDEL, 2003) e a
identificacdo do sexo em embrides previamente a implantagdo (MOREIRA-FILHO
et al., 2000; RAMALHO et al., 2000).

Para a pré-selegcdo do sexo antes da concepgdo, o método eficaz é a
separacgao de espermatozoides portadores do cromossomo X ou do cromossomo
Y (MAXWELL et al., 2004). Para a bovinocultura essa selegdo representa um
grande potencial para o melhoramento genético, aliado a inseminacéo artificial,
suprindo a demanda do mercado (PARATI et al., 2006).

1.3. Espermatogénese e a sintese proteica

A espermatogénese é o processo de diferenciagdo celular em que a
células germinativas (espermatogénias, espermatdcitos e espermatides) sofrem
varias divisbes mitdticas e meidticas formando os espermatozoides (BARTH,;
OKO, 1989). Este processo ocorre nos tubulos seminiferos e & dividido em trés
fases. A primeira fase € denominada fase de proliferagdo, a qual se inicia na
periferia dos tubulos seminiferos e consiste em todas as divisdes mitéticas da
espermatogénia. Algumas delas sao direcionadas para a formagao de um tipo de
célula primitiva para a renovagao das células germinativas (SENGER, 2003).

A segunda fase é conhecida como fase meidtica e ocorre no lumem
dos tubulos seminiferos, envolvendo espermatdcitos primarios e secundarios. Ao
final dessa fase ha producao de espermatides haploides. A terceira e ultima fase,
a fase de diferenciacdo, ndo é caracterizada por divisdes celulares. E uma fase
definida como espermiogénese, na qual as espermatides redondas sofrem
transformagdes morfolégicas e dao origem aos espermtozoides. Durante as duas
primeiras fases as células sao conectadas por pontes intercelulares, dessa forma
o citoplasma de grupos do mesmo tipo celular sdo conectados (ROOSEN-
RUNGE, 1977). O motivo pelo qual essas pontes intercelulares se mantém nao é
totalmente elucidado, mas talvez a comunicagéo entre as células possa contribuir
para um desenvolvimento sincronizado do grupo celular (SENGER, 2003).

Os genes expressos durante o processo de espermatogénese
codificam as proteinas necessarias para os processos especificos para diferentes

fases do desenvolvimento das células germinativas. Alguns genes codificam



proteinas com papeis essenciais na estrutura ou fungdes especificas das células
espermatogénicas (EDDY, 1998).

Os espermatozoides sao células que realizam os processos de
transcricdo e traducdo de maneira silenciosa, e sdo capazes de passar por
transformagdes que ocorrem por modificagdes poés-traducionais durante a
maturagao no epididimo e capacitagao, contudo ndo se conhece claramente as
alteragdes bioquimicas envolvidas nesse processo (BAKER et al., 2012). Sao
células traducionalmente silenciosas em consequéncia da alta condensagdo da
cromatina e assim ha pouco ou nenhum citoplasma capaz de suportar a tradugao.
Porém, essas células possuem um conjunto complementar de mRNAs e que em
certas condicbes sado capazes de serem traduzidos (MILLER; OSTERMEIER,
2006). O espermatozoide humano contém varias moléculas de RNA mensageiro
(mRNA) que podem ser consideradas especificas de determinados passos da
espermatogénese. Cerca de 3000 transcritos sdo descritos no genoma haploide
paternal, porém o papel desses transcritos na espermatogénese ainda ndo esta
claro (MILLER et al., 2005).

Apo6s a completa divisdo meidtica os espermatozoides recém-
formados, portadores dos cromossomos X e Y nao se diferem na composi¢cao do
citoplasma ou proteinas de membrana. Portanto a composi¢do proteica dos
espermatozoides X e Y pode somente ser diferente quando os genes dos
Cromossomos Sao expressos apos a meiose e quando os produtos génicos sao
confinados as células haploides individuais, ndo ocorrendo troca de material
genético com outras espermatides através das pontes intercelulares
(HENDRIKSEN, 1999).

Acreditava-se que o0 RNA encontrado em amostras contendo
espermatozoides estivesse relacionado a contaminagcdo por células somaticas
e/ou espermatozoides imaturos, pois ambos contém quantidades elevadas de
RNAs comparado aos espermatozoides aptos a fertilizacdo (BOERKE et al.,
2007). Entretanto, atualmente ja existe uma forte evidéncia que os RNAs
espermatico pode potencialmente afetar o fendtipo da prole. Esse fendmeno
epigenético envolve a transmissao de elementos epissomais extra-cromossomais.
Um estudo mostra que o RNA ainda é encontrado apds a passagem das células
espermaticas em gradientes de densidade resultando em uma fragao celular que

possue uma tradugdo silenciosa e desprovida de RNA ribossémico (rRNA)



citosdlico (BOERKE et al., 2007). Dessa forma é encontrado no odcito fertilizado
uma quantidade relativamente pequena de RNA paternal (MILLER;
OSTERMEIER, 2006).

Feugang et al. (2010) detectaram cerca de 415 transcritos diferenciais
em amostras de touros de alta e baixa fertilidade. Esses transcritos foram
associados com diferentes fungdes celulares e processos bioldgicos.
Espermatozoides de touros de alta fertilidade continham maior concentragao de
genes associados a tradugcdo de proteinas de membrana e de espago
extracelular. Contrariamente, espermatozoides de touros com baixa fertilidade
continham menor quantidade de fatores de transcri¢gao e tradugao.

Foram encontrados por reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa, seis transcritos presentes no espermatozoide que nao foram
encontrados no odcitos de humanos n&o fertilizados. Esses transcritos foram
relacionados a fertilizagdo, no zigoto e desenvolvimento embrionario. Apés um
ensaio de penetragdo a clusterina e a protamina, de origem espermatica,
persistiram no zigoto formado, mostrando a participagdo do espermatozoide na
fertilizacdo (OSTERMEIER et al., 2004). Varias linhas de pesquisa afirmam que
os espermatozoides contribuem mais que seu DNA no processo de fertilizagao.
Essas células também contribuem com uma complexa populagdo de mRNA
alguns deles que codificam proteinas cruciais para o desenvolvimento inicial do
embrido (BUKOWSKA et al., 2013).

Apesar dos diversos estudos a respeito do tema a identificacado dos
fatores epigenéticos paternos que podem afetar a expressdo de genes durante a

embriogénese exige maior investigacdo (DADOUNE, 2009).

1.4. Bases fisiologicas para sexagem espermatica

1.4.1. Diferengas no conteudo de DNA

A quantidade de DNA entre os cromossomos X e Y Vvaria
significativamente entre as espécies e, até o momento é a uUnica diferenca
estabelecida e validada cientificamente para a separacdo eficiente de
espermatozoides X ou Y in vitro (JOHNSON; WELCH, 1999). Essa diferenca varia
de 3,70 a 4,44% nos touros (SHARPE; EVANS, 2009), mas também foi descrita



em outras espécies de mamiferos (GARNER et al., 1983; JOHNSON et al., 1994)
como nos coelhos (3%), nos porcos (3,6%), nos cavalos (3,7%), nos carneiros
(4,2%) e nos cées (3,9%) (JOHNSON; WELCH, 1999). Com base nesta diferenca,
existem duas técnicas que podem ser utilizadas para a selecdo do sexo dos
espermatozoides: a citometria de fluxo e a centrifugacdo em gradiente de
densidade.

Embora com bons resultados na separagao espermatica, a citometria
de fluxo mostra-se pouco eficiente em relacdo ao investimento com o
equipamento (U$ 250,000) e a baixa produgdo/equipamento/hora, que gira em
torno de 6.000 espermatozoides por segundo, em alta velocidade de separagao
restringindo sua utilizagcdo na industria da inseminagao artificial (JOHNSON;
WELCH, 1999; GARNER, 2006, GARNER; SEIDEL, 2008; SHARPE; EVANS,
2009). Ademais, outros fatores limitantes podem ser destacados, como o baixo
numero de espermatozoides sexados viaveis; a longa exposi¢gao ao corante sob
alta temperatura (37°C); diminuicdo nos parametros de fertilidade in vitro
(produgao in vitro de embrides) (BEYHAN et al., 1999), e a utilizagdo de sémen
congelado. O processo de congelagao prejudica a uniformidade da colorag&o dos
nucleos com o corante Hoechst 33342 diminuindo eficiéncia da sexagem de
espermatozoides descongelados (JOHNSON et al., 1994). O Hoechst 33342 € um
corante de nucleo celular que emite uma florescéncia azul com diversas fungdes
incluindo uma deteccdo sensivel ao DNA e dessa forma muito utilizado na
separacgao de células espermaticas (INVITROGEN, 2005).

Isto restringe a utilizagdo de sémen de alta qualidade e de touros
provados, dentro de cada raga, nos programas de melhoramento animal e teste
de progénie que utilizam a produgéo in vitro de embrides (HOSSEPIAN DE LIMA,
2007).

A separacao dos espermatozoides contendo o cromossomo X ou Y
pela citometria de fluxo utiliza uma sonda fluorescente com especificidade para o
DNA e a separagdao ocorre de acordo com a intensidade da fluorescéncia
mensurada pelo equipamento (JOHNSON; WELCH, 1999). A sonda fluorescente
(Hoechst 33342) penetra na célula espermatica integra e se liga ao DNA e as
amostras sao inseridas no aparelho de citometria. Um cristal vibrador, presente no
citbmetro, quebra o fluxo formando cerca de 70.000 a 80.000 gotas por segundo.

Geralmente, cada tergco de gota contém um espermatozoide e nos outros dois



tercos restantes ndo ha células. Como o espermatozoide X possui uma maior
porcentagem de DNA a intensidade de fluorescéncia € maior em relagdo ao Y e
quando as células com o X sdo excitadas pelo laser, emitem uma maior
intensidade de fluorescéncia. Essa diferenca €& detectada pelos filtros
fotomultiplicadores e analisada pelo computador. Os espermatozoides portadores
do cromossomo X recebem uma carga positiva; os portadores do cromossomo Y
recebem uma carga negativa, os indistinguiveis ou danificados nao recebem
nenhuma carga. A goticula contendo as células espermaticas passa por um
campo elétrico e os espermatozoides sao atraidos atravessando a camara de
fluxo contendo um bico de forma achatada o qual orienta a célula espermatica. Os
espermatozoides X, com carga positiva, sao atraidos pelo campo negativo, e os
Y, com carga negativa, sdo atraidos pelo positivo, o0s que ndo possuem carga
prosseguem sem serem atraidos. Dessa forma, sdo produzidos trés fluxos que
sao recolhidos por tubos coletores (JOHNSON, 1992; SEIDEL, 2007).

Apesar dos tratamentos utilizados no método de citometria de fluxo
(coloragdo com Hoechst 33342 e exposig¢ao a luz ultravioleta) aparentemente nao
impedirem o desenvolvimento in vitro do zigoto, Libbus et al. (1987) observaram
aberragbes cromossémicas em 50% das células de Microtus oregoni (uma
espécie de roedor), apos a sexagem por esse método. Além disso, a licenga para
a utilizagdo da sexagem por citometria de fluxo € detida por poucas empresas que
controlam e restringem sua utilizagcdo comercial ou cientifica a poucos paises e
grupos de pesquisadores que visam a sexagem de espermatozoides humanos,
bovinos e outras espécies de interesse zootécnico.

A centrifugagdo em gradiente de densidade é considerada uma
metodologia simples (TURKER; JANSER, 2002). O processo se baseia na
diferenca de densidade entre os espermatozoides X e Y, uma vez que o0s
espermatozoides X possuem mais DNA que os espermatozoides Y (SUMNER;
ROBINSON, 1976). Em um trabalho foram testados 13 diferentes gradientes de
densidade, o sémen foi depositado sobre os gradientes em um tubo que foi
centrifugado em velocidade e tempo determinado segundo o protocolo. Apos a
centrifugacdo os espermatozoides foram separados em duas fragdes, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento das duas fragdes foi aspirado nos
gradientes de oito e 12 camadas. Os espermatozoides recuperados foram 25% e
75% de Y e X, respectivamente (HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2011).
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Em um trabalho a diferenca entre o uso dos gradientes de albumina,
PureSperm e albumina conjugada com PureSperm para separagdo dos
espermatozoides X e Y ndo apresentaram resultados significativos
(ESMAEILPOUR et al., 2012). O uso de um gradiente de densidade de sacarose
também mostrou resultados sem diferencas estatisticas para a separagdo do
sexo, entretanto os autores afirmam que esse gradiente € uma 6tima ferramenta e
de baixo custo para esse fim, porém mais estudos sdo0 necessarios
(KANESHARATNAM et al., 2012).

1.4.2. Diferengas baseadas nas proteinas de membrana

O antigeno de membrana H-Y foi descrito pela primeira vez em 1955
por Eichwald e Silmser, que verificaram que ao transplantar pele de rato macho
para uma fémea esta o rejeitava, entretanto quando o procedimento foi realizado
ao contrario fémea/macho a rejeicdo nao era observada. Ohno, em 1967, mostrou
que ha uma grande proporgao de genes de mamiferos ligados ao cromossomo X
que sdo altamente conservados evolutivamente. Um gene ligado ao cromossomo
X encontrado em uma espécie tem um homologo visto em todas as outras. Esta
proposigao é conhecida como a Lei de Ohno’s.

Pesquisas realizadas com eletroforese de proteinas de membranas de
espermatozoides sexados X e Y concluiram que n&o existem diferengcas no perfil
proteico das células espermaticas (HENDRIKSEN et al., 1996), porém, os
trabalhos que utilizaram a produgcdo de anticorpos para determinagado de
proteinas de membrana sexo-especificas obtiveram resultados conclusivos, que
embasam a continuagcao das pesquisas neste sentido.

Eletroforese é a separacdo de moléculas com carga a partir de um
campo elétrico. A eletroforese bidimensional consiste em duas fases (dimensodes)
baseadas nas diferentes propriedades proteicas. Na primeira dimensao,
focalizagao isoelétrica, as proteinas sdo separadas pela sua carga elétrica, elas
migram no gel até uma posi¢cao estacionaria onde sua carga liquida €& zero. Na
segunda dimensao, as proteinas sdo separadas de acordo com sua massa
molecular. Dessa forma ha possibilidade de visualizacdo de centenas de
proteinas diferentes ao mesmo tempo através de pontos denominados spots
(SILVA, et al., 2007)



11

Ohno, nao identificou diferengas entre as proteinas de membrana dos
espermatozoides portadores do cromossomo X e Y, separados por citometria de
fluxo, devido a existéncia de varios mecanismos de prevengao da expressao
haploide (OHNO, 1982), e provavelmente pela troca de mRNA entre espermatides
X e Y por pontes citoplasmaticas (HENDRIKSEN et al., 1999). Apesar disso,
Bradley (1989) relatou em estudos imuno-histoquimicos um antigeno macho
especifico sorologicamente detectavel presente em cerca de 50% dos
espermatozoides na regido pds acrossomal da cabecga e da pecga intermediaria.

A separacao das células espermaticas portadoras do cromossomo X e
Y foi sugerida por Peter et al. (1993) utilizando anticorpos monoclonais
associados a esferas de polimeros magnetizados (separagao magnética). Nesta
técnica, os espermatozoides foram tratados com anticorpos anti-X ou anti-Y
aderidos as esferas magnéticas e submetidos a um campo magnético. A seguir, o
sobrenadante foi removido e continha as células do sexo oposto. A acuidade foi
testada e foi de cerca de 98%. Posteriormente, a técnica foi depositada em forma
de patente por Benjamin et al. (US 6,153,373, 28/11/2000), porém sem a
comprovagao in vivo da eficiéncia da técnica para separagao do sexo desejado.
Foi purificada uma proteina de espermatozoide bovino com peso molecular de 19
kDa macho especifica por cromatografia de gel de filtragdo. Um anticorpo
monoclonal desenvolvido contra essa proteina discriminou duas populacdes
reveladas por imunofluorescéncia, microscopia e citometria de fluxo. O anticorpo
foi reconhecido em 49,7% da populagédo de espermatozoides (SOUZA, 1999).

Zavos et al. (US 4,999,283, 12/03/1991) depositaram uma patente para
0 uso do antigeno H-Y na tentativa da separacéo dos espermatozoides por sexo.
Um anticorpo aderente ao antigeno H-Y foi adicionado ao ejaculado ndo sexado,
um segundo anticorpo ligado a um substrato que se liga ao primeiro anticorpo
também foi adicionado. A recuperagao dos espermatozoides X foi por drenagem
da solugdo, seguida da centrifugagcdo e recuperagao das células contendo o
cromossomo X no sedimento. Os espermatozoides Y foram recuperados no
conjugado antigeno-anticorpo. Spaulding (US 5,660,997, 26/08/1997) depositou a
patente que buscou um antigeno sexo especifico na membrana plasmatica de
espermatozoides ja previamente sexados. Este antigeno ao se ligar as células
espermaticas de determinado sexo inativava sua motilidade impedindo a

fertilizagao.
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Em uma patente registrada por Blecher (US 5,840,504; 24/11/1998)
sobre a identificagdo de moléculas sexo especificas cujos resultados foram
relatados no seu trabalho de 1999, foi descrito o desenvolvimento de um método
para a sexagem imunologica dos espermatozoides, pela identificagcdo de
proteinas especificas relacionadas aos cromossomos X e Y (SSP, Sex Specific
Protein). O método se baseou na identificagdo, isolamento e purificagdo das
proteinas e na obtengcdo de anticorpos anti-proteinas especificas ligadas ao
cromossomo X ou Y. Os espermatozoides foram incubados com anticorpos anti-
proteina ligada ao cromossomo X e ocorreu uma aglutinagao de 50% das células.
As células ndo aglutinadas produziram 92% de embrides do sexo masculino in
vitro. Neste trabalho ndao ha relatos a respeito sobre a incubagdo dos
espermatozoides com anticorpos anti-proteina ligada ao cromossomo Y. Os
autores afirmaram a presenca de proteinas relacionadas ao sexo nos
espermatozoides X e Y originarias do processo de transcricdo e tradugao poés-
meidtica, as quais sdo capazes de atravessar as pontes intercelulares durante a
espermatogénese, inibindo a troca entre células portadoras dos cromossomo X e
Y.

Em um trabalho desenvolvido por Van Tilburg et al. (2006) proteinas
espermaticas e do plasma seminal de ovinos foram submetidos a cromatografia
de gel filtracdo e de fase reversa.Picos com tempo de retencdo distintos foram
encontrados e submetidos a eletroforese, trés picos com proteinas de massa
molecular em torno de 25 kDa foram identificados. Em seguida foram inoculadas
em roedores fémea. O soro destes animais apds ser coletado foi testado em
tecido de ovino macho e fémea a fim de testar a sexo-especificidade. Somente a
proteina com tempo de retengdo de 39,1 segundos reagiu contra uma proteina
originaria do tecido ovino macho.

Em 2011, Sang et al. encontraram uma proteina sexo-especifica em
bovinos com cerca de 30 kDa presente na superficie do espermatozoide X com
potencial para ser usada no processo de sexagem imunoldgica. Proteinas
diferenciais expressas entre os espermatozoides X e Y foram comparados pela
eletroforese bidimensional. Cerca de 633 e 647 spots foram detectados no
espermatozoide X e Y respectivamente, destes, 42 foram spots diferenciais entre
os geéis, 16 deles foram identificados por espectrometria de massa e estédo

intimamente ligados ao metabolismo energético, resisténcia ao estresse, estrutura
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do citoesqueleto e atividade de protease. Os resultados preliminares mostraram
uma revisdo da expressao diferencial nos niveis de proteina total entre os
espermatozoides X e Y. A identificagcao destas proteinas pode fornecer uma base
tedrica para a compreensado das diferencas bioldgicas entre os dois tipos de
espermatozoides (CHEN et al, 2012).

Em uma analise eletroforética de membrana em células espermaticas
de ovinos tropicalmente adaptados, foram identificados 68 spots, dentre estas 37
proteinas diferenciais, o que corresponde a 71,6% da intensidade dos spots dos
géis, algumas proteinas estavam presentes em multiplas isoformas. Baseado na
ontologia génica as proteinas foram agrupadas de acordo com 0S processos
biolégicos, fungdes moleculares e localizagdo celular. Os processos biolégicos
mais comuns associados as proteinas foram processos celulares (34%), resposta
a estimulos (14%) e processos metabdlicos (11%). Das fun¢gdes moleculares a
ligacdo (37%) e atividade catalitica (32%) corresponderam as funcgdes
moleculares mais comuns. No que se refere a localizagdo celular 22% estava
associado as mitocéndrias, 17% ao citoesqueleto e 17% foram definidas como
extracelular (VAN TILBURG et al., 2013).

Uma analise protedmica mostrou diferengas significativas entre os
cromossomos X e Y de células espermaticas de bovinos, principalmente as
relacionadas com a expressdo de proteinas que envolvem a organizagdo do
citoesqueleto, sugerindo a possibilidade de X e Y serem diferentes em
caracteristicas estruturais como a disposi¢ao da cauda do espermatozoide. Este
trabalho também sugeriu que as células portadoras do cromossomo X produzem
maiores niveis de enzimas glicoliticas que sao essenciais para motilidade levando
os estudos a se basear na diferenca dos sexos baseada no consumo diferencial
energético associado ao movimento dos espermatozoides (CANIO et al., 2013).

No que se refere a utilizacdo pratica da selecdo do sexo por métodos
imunoldgicos permanece a limitagdo e ha necessidade de mais investigacoes,
utilizando técnicas de identificacdo de proteinas mais sensiveis, a fim de se

produzir de um anticorpo especifico do espermatozoide X ou Y. referencia

1.5. CRIOPRESERVAGCAO DO SEMEN SEXADO

O processo de criopreservacdo tem como finalidade suspender o
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metabolismo mantendo as caracteristicas espermaticas por mais tempo
(SCHENK et al., 1999), porém células sexadas congeladas tendem a perder a
viabilidade com maior rapidez que as células ndo sexadas, uma vez que 0O
processo de sexagem diminui a viabilidade espermatica o que é reforgado pelo
processo de congelamento (GARNER, 2006). O uso do sémen sexado congelado
na inseminagao artificial tem limitagbes uma vez que a viabilidade dos
espermatozoides € baixa no trato reprodutivo da fémea, exigindo a deposi¢céo do
espermatozoide em uma regido profundano fundo do utero e proximo ao
momento da ovulagdo. No entanto, as células sexadas criopreservadas ndo tem
sua capacidade de fertilizagcdo in vitro reduzida (MAXWELL et al., 2004).
Hollinshead et al. publicaram em 2004 o primeiro relato de producdo de
descendentes de um sexo pré-determinado congelado utilizado em FIV. Os
pesquisadores concluiram que os espermatozoides foram totalmente funcionais,
apesar do processo de congelagao e sexagem.

O processo de criopreservacao promove danos nao s6 a motilidade
espermatica como também a integridade do DNA afetando algumas regides do
genoma. Este fato é relevante, pois varios estudos tem demonstrado a
importancia dos genes paternos para o desenvolvimento embrionario inicial
(VALCARCE et al., 2013).

Apesar da sexagem de espermatozoides estar a alguns anos no
mercado, ainda demanda estudo e aperfeicoamento. A citometria de fluxo tem
90% de acuidade, porém, causa danos irreparaveis as células espermaticas e as

suas proteinas de membrana.
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1. HIPOTESE E OBJETIVOS

1.1. Hipétese

A citometria de fluxo utilizada para sexagem espermatica altera a

quantidade e o padrao das proteinas de membrana dos espermatozoides bovinos.
1.2. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do processo de citometria
de fluxo para sexagem espermatica sobre as proteinas da membrana de
espermatozoides bovinos.
2.3. Objetivo especifico

Tracar um perfil eletroforético a fim de encontrar diferengas

densitométricas entre as proteinas presentes nos espermatozoides congelados

sexados e nao sexados
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RESUMO

A citometria de fluxo ¢ o Unico método comercialmente eficaz na separagao de
espermatozoides por sexo especifico, entretanto, leva a danos irreparaveis as células
espermaticas. Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar lesdes causadas pela citometria
de fluxo nas proteinas de membrana do espermatozoide bovino. Foram adquiridas
comercialmente doses sexadas para X (15 doses, 3 touros), para Y (15 doses, 3 touros) e
convencional (15 doses, 3 touros). As proteinas de membrana foram extraidas com a
associacdo do detergente Nonidet P-40 e sonicacdo. As amostras de extrato proteico total
foram submetidas a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida 12% (m/v). Os
géis foram fotodocumentados e avaliados quanto a densitometria Optica dos spots
diferenciais entre as amostras convencional e sexada. O perfil proteico das amostras de

s€men convencional apresentaram a maior parte das proteinas com massa molecular entre
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11 e 15 kDa e pl entre 4,0 e 5,5 as quais foram pouco ou ndo expressas nas amostras de
sémen sexado. Tais proteinas podem estar relacionadas as BSPs e os danos causados pelo
processo de sexagem podem levar baixa fertilidade dos espermatozoides submetidos a

citometria de fluxo.

Palavras-chave: BSPs, célula espermatica, citometro de fluxo, proteina, s€men-sexado

ABSTRACT

Flow cytometry is the only effective method to sorting sperm, however leads to irreversible
protein damage sperm cells. Thus, this study aimed at evaluating injuries caused by flow
cytometry in the bovine sperm membrane proteins. Commercially sorted doses X (15
doses, 3 bulls) and Y (15 doses, 3 bulls) and conventional (15 doses, 3 bulls) were acquired
. The membrane proteins were extracted using a combination of detergent Nonidet P -40
and sonication. Samples of total extract protein were submitted to two-dimensional
electrophoresis with 12% polyacrylamide gel. Gels were photodocumented and evaluated
for bone densitometry of the spots differential between conventional and sorted samples. A
cluster was found in conventional semen samples with molecular weight between 11 and
15 kDa and pl between 4.0 and 5.5 has been little or not expressed in samples with sexed
semen. Such proteins may be related to the BSPs and the damage caused by the sexing

process take low fertility of sperm undergoing flow cytometry.

Key-words: BSPs, flow-cytometry, protein-sexed semen, sperm cells

Introducéo

Atualmente a unica técnica comercialmente considerada vidvel na separacdo por
sexo ¢ a citometria de fluxo, uma vez que sua eficacia na selecdo para o sexo proposto €
em torno de 90% (MIR e KUMAR, 2012). Apesar de ser a Unica técnica aprovada para
comercializacdo, a citometria de fluxo ndo ¢ eficiente em relagdo ao investimento com o
equipamento e pela baixa produ¢ao/equipamento/hora (SHARPE ¢ EVANS, 2009). Além
disso, a licenca para a utilizacdo da sexagem por citometria de fluxo ¢ detida por poucas

empresas que controlam e restringem a sua utilizagdo comercial ou cientifica a poucos
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paises e grupos de pesquisadores que visam a sexagem de espermatozoides humanos,
bovinos e outras espécies de interesse zootécnico.

Outros fatores limitantes sao o baixo numero de espermatozoides sexados viaveis,
pois a exposi¢do ao corante Hoechst 33342 sob alta temperatura, combinado com o
impacto de um feixe de laser ultra violeta (UV) s3o dois agentes potencialmente
mutagénicos além de diminuir a fertilidade (BEYHAN et al., 1999; PARRILLA et al.,
2004). Espermatozoides corados com Hoechst 33342 com ou sem subsequente citometria
tem sua capacidade de fertilizagdo afetada e podem produzir deformidades congénitas na
prole (MORRELL e DRESSER, 1989). Libbus et al. (1987) observaram aberracdes
cromossomicas em 50% dos espermatozoides de Microtus oregoni (espécie de roedor),
apo6s a sexagem pela citometria de fluxo. Um estudo recente em bovinos demonstra que os
espermatozoides sexados criopreservados sdo capazes de fertilizar odcitos, porém a taxa de
fertilizagdo ¢ menor e ha uma maior perda embrionaria precoce (UNDERWOODA et al.,
2010).

Espermatozoides de ovinos foram incubados com Hoechst 33342 e submetidos a
citometria de fluxo. Os espermatozoides sexados e os ndo sexados foram utilizados. As
proteinas de membrana foram extraidas e caracterizadas por -eletroforese uni e
bidimensional. Os resultados da eletroforese unidimensional demonstraram pela andlise
densitométrica que a propor¢do proteica nas amostras com sémen convencional foram
maiores comparadas as amostras com sémen sexado (LEAHY, 2011).

A alta pressdo exercida pelo citdometro de fluxo durante o processo de sexagem
também ¢ um fator interferente na qualidade do espermatozoide e dessa forma foi
postulado por alguns pesquisadores que a redugdo da pressdo poderia diminuir os danos
causados as células espermaticas sem prejudicar o desempenho do equipamento (SUH et
al., 2005). Um outro limitante da citometria de fluxo ¢ o processo de criopreservagdo que
causa alteracdes em algumas proteinas que influenciam o metabolismo e assim
consequentemente as caracteristicas fertilizantes do ejaculado (RONCOLLETA et al.,
2006). Ainda que a criopreservagao permita o armazenamento a longo prazo de material
biologico sem que haja deterioracdo da qualidade nao existem informacdes a respeito dos
danos sutis como a nivel de DNA, mRNA e fung¢ao proteica (LIN e TSAIL 2012).

A citometria de fluxo ¢ a unica técnica atualmente passivel de comercializacao.
Entretanto, o processo de sexagem causa varios danos nas proteinas das células
espermaticas o que pode levar a problemas relacionados a fertilidade e a formagdo do

zigoto. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da sexagem
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espermatica por citometria de fluxo sobre as proteinas da membrana de espermatozoides

bovinos.

Material e Métodos

1. Aquisicao das doses

Foram utilizadas amostras de sémen congelado sexado por citometria de fluxo (30
palhetas francesas de 0,25 mL, sendo 15 palhetas de espermatozoides sexados X e 15
sexado Y) e nao sexado (15 palhetas francesas de 0,25 mL) de 3 touros adquiridas de uma

Central de Inseminagao Artificial.

2. Extracdo das proteinas de membrana espermatica e preparacao das amostras para

eletroforese bidimensional

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C, durante 40 segundos, € o
conteudo transferido para um tubo pléstico. A seguir, o conteudo foi diluido na propor¢ao
de 1: 2 em tampao contendo inibidores de proteases (TIP — 0,8 mmol EDTA, 1 pg/mL
aprotinina, 1 pg/mL leupeptina e 35 pg/mL PMSF [Phenylmethylsulfonil Fluoride] em 50
mmol TRIS — HCI pH 7,2), segundo recomendado por Bollag et al. (1996). As amostras
foram centrifugadas a 700xg, a 4°C, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
uma nova solucao de TIP, em um volume de 1 mL, foi adicionada ao sedimento, que foi
ressuspendido e novamente centrifugado. Esse mesmo procedimento foi repetido por mais
duas vezes. Ao final da ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e nova
solugdo de TIP no mesmo volume foi adicionada aos espermatozoides (RONCOLLETA,
1999). Uma concentragdo de 0,1% de Nonidet P-40 (GE HealthCare, Uppsala, Suécia) foi
adicionada a cada amostra (RAJEEV ¢ REDDY, 2004). Ato continuo, as amostras foram
sonicadas segundo Baker et al. (2002), com uma probe de 3,0 mm, numa amplitude de
20%, durante 30 segundos repetidas por 10 vezes, com intervalos de um minuto entre as
séries em banho de gelo.

Ap0s a sonicagdo, as amostras foram agitadas de forma continua em agitador de
tubos, durante 3 minutos, e centrifugadas a 15.000xg, a 4°C, durante 30 minutos (BAKER
et al., 2002). O sobrenadante (extrato de proteinas de membrana) foi retirado e armazenado

a-20°C.
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2. Determinacdo da concentracdo de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método do 4acido
bicinconinico (BCA, BOLLAG et al., 1996). Posteriormente, as amostras foram separadas
em tubos contendo 200 pg de proteina, liofilizadas (Liofilizador E2M8, Edwards, Irvine,

USA) e congeladas a -20°C até o momento do uso.

3. Eletroforese bidimensional

As amostras liofilizadas, contendo 200 pg de proteina total foram descongeladas e
diluidas com tampao de rehidratacdo (DeStreak Rehydration Solution, GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) e solu¢do contendo anfélitos (IPG Buffer, GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). As amostras foram depositadas em uma bandeja de rehidratacdo e fitas contendo o
gel gradiente de pH (Immobiline DryStrip pH 3-10, 7 cm 3 a 10 NL, GE Healthcare,
Uppsala, Suécia) foram acomodadas sobre as amostras. O conjunto foi coberto por dleo
mineral e permaneceu por cerca de 16 a 18 horas, a temperatura ambiente para
rehidratacdo passiva.

A focalizacao isoelétrica (IEF) foi realizada em equipamento especifico (Protean
IEF Cell, Bio Rad, Berkeley, Estados Unidos) o qual foi programado com 250 V por 15
minutos, 4.000 V por 2 horas, 4.000 V até 20.000 e 500 V até a retirada das amostras.
Apos a IEF, a segunda dimensdo (SDS-PAGE) foi realizada numa mini-cuba vertical
(Hoefer MiniVE Vertical Eletrophoresis System GE Healthcare, Uppsala, Suécia),
utilizando-se um gel separador de 12% (m/v) de poliacrilamida. Para tal, as fitas foram
equilibradas na solucdo de equilibrio I (6 M de uréia, 2% [m/v] de SDS, 0,375 M de TRIS
HCI pH 8,8, 20% [v/v] de glicerol € 130 mM de DTT) durante 20 minutos, sob constante
agitacdo e na solu¢do de equilibrio IT (6 M de uréia, 2% [m/v] de SDS, 0,375 M de TRIS
HCI pH 8.8, 20% [v/v] de glicerol e 135 mM de iodoacetamida), pelo mesmo periodo. As
fitas foram acomodadas sobre o gel separador apos lavagem em tampao de corrida (TRIS
25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%[m/v] em &gua ultrapura); um padrdo de massa
molecular (Full Range Rainbow, Recombinant Protein Molecular Weight Markers, 10 a
250 kDa, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) foi adicionado lateralmente a cada fita, e
recobertos com agarose 0,5%(m/v) (0,5% agarose, 0,001% em tampao de corrida). A
corrida foi realizada com 15 mA por gel e voltagem méxima de 180

Ap0ds a corrida, os géis foram corados com Coomassie brilhante azul 0,025% (1,0 g
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de coomassie azul brilhante R-250, 450 mL de metanol, 100 mL de &gua ultrapura e 450
mL de 4cido acético glacial) e descoradas em uma solu¢do contendo 20% de metanol, 20%
de acido acético glacial e agua ultrapura. As imagens foram digitalizadas, utilizando-se um
equipamento fotografico de 14 megapixels (modelo 4290, Sony Corporation, San Diego,
CA, USA). As imagens foram avaliadas pelo programa PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad, Berkeley,
USA) para determinar a massa molecular, ponto isoelétrico e densitometria dos Spots

encontrados.

Analise Estatistica

Para a comparagao dos resultados da concentracao de proteina total nas amostras
de extrato de membrana do sémen convencional, sexado X e sexado Y foi utilizado o
método de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia considerado foi de 5%. Para as andlises

foi utilizado o software SigmaPlot for Windows, version 11.0, 2008.

Resultados

As concentragdes do extrato proteico total foram calculadas considerando o mesmo
nimero de células espermdticas para as amostras estudadas demonstraram maior
concentragdo de proteina total no sémen sexado (p<0,05) quando comparado ao

convencional, no entanto nao houve diferenca entre as amostras X e Y (Tab. 1).

Tabela 1: Mediana (maximo e minimo) da concentragcdo de proteinas totais no extrato de

membrana, das amostras de sémen convencional, sexado X e sexado Y

Amostra Mediana Minimo Maximo
Convencional 0,03 pg/pL 0,01 pg/uL 0,04 pg/uL
X 0,66 pg/ul 0,48 pg/ulL 0,95 pg/ul
Y 0,53 pg/pL 0,29 pg/uL 0,85 pg/uL

Na analise eletroforética foram encontrados no total 109 spots (Tab. 2), sendo 68
nas amostras de sémen convencional, 58 nas sexadas X, 73 nas Y, e 25 comum as trés
amostras (Fig. 1). Cerca de 17 spots estavam presentes apenas nas amostras de s€émen
convencional e ausentes nas amostras sexadas, sendo que destes, 10 spots apresentaram
massa molecular entre 11 e 15 kDa, 14 spots sdo comuns somente as amostras sexado X e

sexado Y (Fig. 2).
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Tabela 2: Massa molecular, ponto isoelétrico (pl) e densidade Optica dos extratos de

membrana espermatica das amostras de sémen convencional, sexado X e sexado Y.

Continuagao
Ne Massa molecular pl Convencional Sexado X Sexado Y
1 106,7 8,6 1.225,7 - 1.038,1
2 106,7 8,5 400,4 - 772,9
3 106,4 8,8 910,2 - 2.569,5
4 106,1 8,9 1.025,9 - 5.098,5
5 104,9 9,0 3454 - 2.248,6
6 80,1 9,5 15.350,5 - 637,2
7 69,4 9,5 4.743,1 - 1.773,1
8 60,7 5,6 14.394,3 52.493,8 -
9 60,4 4.9 14.039,9 54.403,2 -
10 60,3 5,4 13.470,3 53.393,9 -
11 59,9 5.1 14.031,6 249.655,4 .
12 56,3 8,2 2499 2.475,2 -
13 56,1 8,4 711,5 3.652,8 -
14 55,8 8,6 97,9 5.248,7 5.129,6
15 55,5 8,8 - 3.205,6 3.335,3
16 54,8 6,6 16.761,6 69,3 -
17 54,5 6,1 15.769.,4 - -
18 54,5 9,0 - - 3.037,1
19 54,5 6,5 14.885,9 385,1 -
20 54,2 5,8 16.656,0 - -
21 53,7 6,8 2.058,0 81,8 -
22 52,2 8,3 627,4 14.436,3 12.054,3
23 52,1 8,0 - 7.161,7 13.319,5
24 51,8 8,2 8.840,6 - 11.431,0
25 51,1 7,8 - - 12.139,2
26 50,9 8,5 16.820,6 18.391,1 16.306,7
27 50,6 6,3 - - 1975,6
28 50,2 8,8 17.006,9 33.796,5 20.087,1
29 50,0 9,0 14.059,9 10.396,5 25.369,1
30 49,8 9,2 4.496,9 27.018,2 24.3453
31 49,6 5.1 - - 3.585,9
32 46,0 9,3 16.700,3 21.830,2 17.874,6
33 45,9 4,9 - - 2.858,2
34 45,5 8,8 1.040,5 53,1 2.983,0
35 45,5 8,3 1.401,5 169,8 7.623,2
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Tabela 2: Massa molecular, ponto isoelétrico (pl) e densidade Optica dos extratos de

membrana espermatica das amostras de sémen convencional, sexado X e sexado Y.

Continuagao
Ne Massa molecular pl Convencional Sexado X Sexado Y
36 45,1 5,1 3.449,8 - 3.819,2
37 45,1 8,6 29314 256,3 1.090,0
38 45,1 9,0 6.071,9 2.726,0 2.631,4
39 43,4 6,2 - - 1.476,8
40 422 9.8 15.261,4 794,1 -
41 41,2 8,2 15.612,3 12.325,4 12.794.9
42 41,0 8,5 16.532,2 1.906,8 9.775,1
43 41,0 8,5 - 6.837,1 -
44 41,0 7,1 13.274,0 19.911,5 -
45 41,0 8,7 - 3311 14.278,7
46 40,9 9,1 - 308,6 11.018,2
47 40,8 8,9 - 379,1 7.262,5
48 40,8 6,8 11.786,3 76.217,1 190.748,2
49 40,8 7,6 15.226,7 16.522,5 19.477,8
50 40,2 5,1 - 29.185,0 70.450,2
51 40,2 5,3 - 75.718,3 15.100,9
52 40,0 4,9 2.506,8 - 13.055,7
53 37,7 5,1 4.425,9 - -
54 35,8 5,2 6.941,3 - 1.056,9
55 35,8 4,1 13.868,5 34.786,5 -
56 35,2 3,9 15.285,9 - -
57 35,2 5,0 - - 5434
58 35,2 5,1 - - 3.162,2
59 33,0 52 - 10.820,1 13.647,5
60 32,6 4,3 3.157,0 - -
61 32,1 9,0 16.207,2 3.892,1 10.607,0
62 32,0 8,7 - - 1.032,5
63 32,0 9,6 1.279,3 2.048,7 -
64 31,7 9,1 - . 12.721,1
65 30,5 9,9 - 898,4 .
66 30,3 5,4 - - 4.488,5
67 29,4 52 - - 11.174,4
68 29.4 8,9 - 22.186,5 11.680,0
69 29,2 9,5 - 1.368.3 -
70 28,3 9,3 16.492,3 7.089,2 35.892,4
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Tabela 2: Massa molecular, ponto isoelétrico (pl) e densidade Optica dos extratos de

membrana espermatica das amostras de sémen convencional, sexado X e sexado Y.

Continuagao

Ne Massa molecular pl Convencional Sexado X Sexado Y
71 28,3 5,7 4.308,6 21.052,8 18.627,1
72 28,3 6,5 6.977,2 4.795,8 11.299,8
73 28,1 6,0 16.544,9 49.104,9 47.900,5
74 27,9 6,2 14.924,0 45.861,1 36.372,8
75 25,9 4,4 17.017,7 - -

76 25,5 6,1 - 14.763,9 5.040,7
77 25,5 6,5 16.388,4 60.679,6 44.436,7
78 25,1 6,9 14.597,6 148.625.4 172.107,5
79 25,1 9,4 - - 4.375,6
80 24,7 7,3 15.074,1 155.086,7 235.187,2
81 24,5 7,8 16.527,7 109.334,7 149.428,7
82 24,4 8,2 - 26.733,6 21.956,7
83 24,1 9,0 - - 2.794,7
84 22,0 4.4 16.332,7 - -

85 14,9 5,2 102,2 - -

86 14,6 4,3 16.789,5 - -

87 13,9 43 16.678,0 - -

88 13,5 6,0 139134 - -

89 13,0 4,5 1.138,5 ; -

90 12,7 5,1 171,7 - -

91 12,6 4,2 6.815,6 - -

92 12,5 4,6 638,5 - -

93 12,0 4.4 16.688,3 - -

94 11,7 4,8 - 405,1 -

95 11,4 4,6 15.160,1 26.728,5 -

96 11,2 9,6 5.305,4 - 2.360,9
97 11,1 9,3 2.111,9 - -

98 10,9 6,3 - 1.254,9 -

99 10,9 6,9 - 1.101,1 4.137,8
100 10,8 55 - - 25.084,0
101 10,2 6,5 - - 9.226,5
102 10,0 9,1 - - 2.234,7
103 9,3 5,2 - 884,5 12.309,0
104 9,0 5,9 - 30,4 5.261,7
105 9,0 5,6 - - 12.834,7
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Tabela 2: Massa molecular, ponto isoelétrico (pl) e densidade Optica dos extratos de

membrana espermatica das amostras de sémen convencional, sexado X e sexado Y.

Conclusao
Ne Massa molecular pl Convencional Sexado X Sexado Y
106 8,9 5,4 - - 30.386,3
107 8,3 5,8 - - 11.256,7
108 8,1 6,2 - - 13.361,3
109 7,5 6,8 - - 3.994,6

250 kDa
130 kDa_3

100 kDa—>
70 kDa—s

55 kDa—s

35 kDa—s
25 kDa—s

15 kDa—s
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100 kDa—>
70 kDa—s>

55 kDa—s

35 kDa—s
25 kDa_s

Figura 1: Gel de eletroforese bidimensional corado com Coomassie azul brilhante R-250.

A Amostra convencional. B Amostra sexada para X. C Amostra sexada para Y.

Figura 2: Total de spots encontrados em cada amostra individualmente, e Spots comuns

entre as amostras

Discussao

Neste trabalho o uso do detergente Nonidet P-40 associado a um protocolo de
sonicagdo, promoveu uma satisfatéria remocdo das proteinas de membrana dos
espermatozoides de bovinos, para que pudessem ser melhor estudadas, como descrito por
Leahy, (2011) que afirma que essas proteinas orquestram eventos da fertilizagdo, e podem

ser removidas ou alteradas por estressores mecanicos e¢ de dilui¢do associado com a
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separac¢do por sexo dos espermatozoides.

Embora a concentragdo espermatica tenha sido diferente entre as amostras
convencional e sexada (30x10° e sexado de 2,1x10° células respectivamente), devido a
diferenca na quantidade de células por palheta (CARVALHO et al., 2009),é importante
mencionar que os calculos foram baseados em quantidade de proteina total/2,1x10°
espermatozoides. Desta forma, pode-se afirmar que as concentragdes proteica nas amostras
de sémen convencional e sexado foram diferentes neste trabalho.

O niimero de spots encontrados no s€émen convencional congelado foi inferior (68
spots) ao observado por Roncoletta (1999) que encontrou 391 spots no sémen fresco.
Recentemente, Byrne et al. (2012) encontraram 419 proteinas nos espermatozoides nao-
criopreservados de touros adultos, sendo que 67% foram associadas a membrana, entre
estas 118 foram identificadas como proteinas transmembrana. Tal diferenga esta
relacionada ao processo de criopreservagdo, que deprime a quantidade de proteinas da
membrana espermatica (OLLERO et al., 1997; DHANJU et al., 2001, SANCHO et al.;
2007), contudo os efeitos destas alteragdes na funcdo espermdtica sao desconhecidos
(LEAHY e GADELLA, 2011).

O sémen sexado ¢ comercializado somente na forma criopreservada. O processo de
criopreservacdo altera a composi¢do da membrana espermdtica e matrix extracelular,
permitindo a retirada e a adsor¢do de proteinas na membrana (LEAHY e GADELLA,
2011). A criopreservacao diminui gradualmente o conteudo proteico de acordo com o
aumento do tempo de congelamento na membrana espermatica. Em um trabalho com
bufalos a taxa de extragdo das proteinas foi maior nos espermatozoides recém congelados.
A porcentagem total do conteudo proteico dos extratos de membrana diminuiu variando de
30 a 40% apos 24 meses de congelacdo (DHANJU et al., 2001). Neste estudo, estes
aspectos ndo foram avaliados, pois as amostras foram obtidas de uma Central de
Inseminacdo Artificial, a qual detém a patente para sexagem espermatica no Brasil e ndo
ha informagdes sobre o tempo de armazenamento das palhetas, porém ¢ possivel que o
mesmo processo de deplegao possa ocorrer nas amostras de sémen de touros. Uma proteina
associada a fertilidade se mantém estavel se os espermatozoides sdo armazenados em
nitrogénio liquido por menos de 5 dias. O armazenamento por longos periodos (mais que
28 dias) reduz a quantidade proteinas quando comparado as amostras de sémen fresco
(LESSARD et al., 2000). Alguns spots encontrados podem estar relacionados as proteinas
encontradas no diluente por conterem gema do ovo em sua composi¢cao como ja descrito

por Ollero et al., (1997) que em seu trabalho com eletroforese unidimensional de proteinas



36

de espermatozoides de bovinos relatam a presenca de alguma bandas nas amostras de
sémen criopreservado que ndo estdo presentes em amostras de s€émen fresco, os autores
afirmam que estas bandas podem ser de origem das proteinas da gema do ovo que se
aderiram a membrana espermatica.

Embora tenha sido encontrada maior concentragdo de proteina total nas amostras
com sémen sexado, foi observada auséncia de uma constelacdo que pode ter sido perdida
ou menos expressa apds a sexagem. Essas proteinas tem massa molecular entre 11 e 15
kDa. D’ Amours et al. (2010) relataram uma constelagdo semelhante de proteinas na qual
estavam presentes a BSP1 e BSP3. Tais proteinas sdo consideradas essenciais ao processo
de fertilizacdo e sdo associadas a resisténcia espermatica a criopreservacao (THERIEN et
al., 1999; THOMAS et al., 2003; MOURA et al., 2006). As BSPs sdao secretadas pela
vesicula seminal e se ligam a fosfolipideos da membrana plasmatica do espermatozoide
durante a ejaculagao (THERIEN et al., 1999, GREUBE et al., 2001; SWAMY, 2004). Sao
proteinas ligadoras de heparina e por esta caracteristica sio moduladoras da capacitagdo e
reagdo do acrossomo (THERIEN et al., 1999, THOMAS et al., 2003, MOURA et al.,
2006). A citometria de fluxo pode induzir a um processo semelhante a capacitagao
espermatica em touros ( ARRUDA et al., 2012). Este fato pode estar relacionado a perda
das BSPs, uma vez que estdo inicialmente relacionadas a inibi¢do da capacitacao
prematura (MANJUNATH et al., 2002). Ademais, as BSPs interagem com o epitélio da
tuba uterina, mantendo a viabilidade e um reservatorio espermatico no trato reprodutor
feminino o que pode estar relacionado a menor fertilidade (GWATHMEY et al., 2006) das
células apos o processo de sexagem, em vista da auséncia ou menor expressam destas
proteinas.

Em vérias espécies de mamiferos as proteinas de membrana estdo ligadas as
proteinas do plasma seminal, essa ligacdo pode chegar em alguns casos a 35% (JOHNSON
e HUNTER, 1972; RUSSELL et al., 1984). Dessa forma algumas proteinas estudadas
podem estar relacionadas as proteinas de fertilidade encontradas no plasma seminal.

Na constelagdo de 11 a 15 kDa podem estar presentes também as aSFPs, Essa
proteina € encontrada no plasma seminal de bovinos, tem importante papel na capacitagao
espermadtica e reconhecimento e ligacdo dos gametas (EINSPANIER et al., 1993). Segundo
Roncoletta et al. (2006) hd uma maior expressdo desta proteina (com 15,1 kDa) nos touros
de alta fertilidade.

Neste trabalho foram encontrados 3 spots com massa molecular entre 30 ¢ 40 kDa

nas amostras de sémen convenvional que ndo foram observados nas amostras de sémen
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sexado. Tais spots podem conter as P25bs, que sdo proteinas que atuam como moléculas de
ligagdo & zona peliicida (BERUBE e SULLIVAN, 1994; BOUE et al., 1994). Possuem
massa molecular em torno de 30 kDa (GIROUARD et. al., 2009) e sdo consideradas
proteinas marcadoras da fertilidade (PARENT et al., 1999). Ademais os espermatozoides
sexados utilizados neste trabalho sdo criopreservados, segundo Lessard et al., (2000)
relataram em seus estudos o processo de criopreservacao leva a perda desta proteina.
McNutt e Johnson (1996) demonstraram que a selegdo por sexo em touros leva a
perda de proteinas de membrana de 57 kDa. No presente estudo foram encontrados
somente nas amostras de sémen convencional dois Spots com massa molecular de 55 kDa.
Diferentes perfis proteicos da membrana espermatica apos a sexagem tem sido
também evidenciados em outras espécies. Em carneiros, Leahy et al. (2011), utilizando a
eletroforese unidimensional, observaram na analise densitométrica proteinas com 28 e 30
kDa com bandas duplicadas em espermatozoides ndo sexados, ¢ bandas unicas em
espermatozoides sexados. Também foram encontrada uma quantidade trés vezes maior de
uma banda de 14 kDa em espermatozoides nao sexados, quando comparados aos sexados.
Esta banda foi identificada pela espectrometria de massa como fibronectina tipo 2 (Fn-2) e
citocromo oxidase (Cox5a) e proteina associada a membrana espermatica (SLLP1),
proteinas envolvidas na manutencdo da viabilidade e capacitacdo espermatica. Apesar de
ter sido um estudo em uma espécie diferente, assim como no presente estudo, os autores
concluiram que as principais modificagdes no perfil proteico da membrana de

espermatozoides sexados estdo relacionadas as proteinas de baixa massa molecular.

Conclusoes

Embora a técnica de citometria de fluxo tenha resultados satisfatorios na sexagem
espermadtica, os danos causados aos espermatozoides sdo irreparaveis, sejam eles pela
exposi¢do ao corante, temperatura e feixe de luz UV, pela pressdo exercida pelo aparelho,
ou mesmo pelo processo de criopreservacao. Esses danos podem ser observados na
alteragdo do padrao de proteinas o que pode estar relacionado a baixa fertilidade do s€émen

sexado.
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ANEXOS

Normas editoriais para publicagao na Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia

Preparacao dos textos para publicagao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da

Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatacao do texto

O texto ndo deve conter subitens em qualquer das sec¢bes do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do

produto, substancia, empresa e pais.

Secgdes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 150 digitos.

Autores e Filiagao: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacao da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu
e-mail devem ser indicados com asterisco.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até
2000 digitos incluindo os espagos, em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo
acrescentar revisdo de literatura. Incluir os principais resultados numeéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma
informacao. Atencao especial as conclusdes.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco.
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Introdugao: Explanagdo concisa, na qual s&o estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados devera constar, obrigatoriamente, o numero do protocolo de
aprovagao do Comité de Bioética e/ou de Biossegurancga, quando for o caso.
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.
Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagao dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espagamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito
€ 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do
texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.

Figura: Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a
palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto e do numero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas
no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissdo na tela de registro do artigo. As figuras devem ser,
obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apdés a sua
primeira citacao.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des
Resultados e Discussao poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,

sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).
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Conclusoées: As conclusées devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, sem revisdo de literatura,
discussao, repeticao de resultados e especulacdes.

Agradecimentos: N&o obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-
se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais,
indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto,
somente quando indispensaveis. S&o adotadas as normas gerais ABNT,

adaptadas para o ABMVZ conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagdes no texto
A indicacao da fonte entre parénteses sucede a citagao para evitar interrupgao na

sequéncia do texto, conforme exemplos:

e Autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

¢ Dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)
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cronolégica ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

e Citacado de citacdo: Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situagbes excepcionais pode-se reproduzir a
informacéo ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento n&o consultado com o ano de publicagéo, seguido da expressao
citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

e Comunicacéao pessoal: Nao fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca- se
0 sobrenome do autor, a data da comunicag&o, nome da Instituicdo a qual o

autor é vinculado.
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Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores
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e JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami
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RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.
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