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“A coisa mais bela que podemos experimentar é o mistério.

Essa é a fonte de toda arte e ciéncias verdadeiras."

Albert Einstein
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Villaverde, A.l.S.B. Localizacdo da proteina fosfolipase C zeta em extratos
espermaticos de gatos domésticos normospérmicos e teratospérmicos.
Botucatu, 2010. 84p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O estudo da proteina fosfolipase C zeta (PLCC), considerada o fator
espermatico ativador do odcito em mamiferos, pode beneficiar algumas
técnicas de reproducdo assistida, como a injecdo espermatica
intracitoplasmatica e transferéncia nuclear, por propiciar conhecimento a
respeito do processo de fertilizacdo e a possibilidade de utilizagdo da PLCC
presente nos extratos espermaticos. Portanto, o objetivo deste estudo foi
localizar a PLCC em extratos provenientes do citosol e matriz perinuclear de
espermatozoides de gatos domeésticos normospérmicos e teratospermicos.
Amostras de sémen foram colhidas de seis gatos adultos: normospérmicos
(n=3), teratospérmicos (n=2) e de qualidade seminal intermediaria (n=1). As
proteinas do citosol foram extraidas utilizando os procedimentos de sonicacéo,
ultracentrifugacéo, ultrafiltracdo e precipitacdo em sulfato de amonio. Por sua
vez, as proteinas da matriz perinuclear foram extraidas apés incubacao em
Na,COg, sonicacdo, ultracentrifugacao, ultrafiltracdo e precipitacdo em sulfato
de aménio. Com base na avaliacdo ultraestrutural dos espermatozoéides e
dosagem de proteina total, foi confirmada a eficiéncia de ambos os protocolos
de extracdo. As amostras da matriz perinuclear apresentaram 3,3 vezes menos
proteina total e diferente perfil protéico na eletroforese unidimensional e
bidimensional quando comparadas as amostras obtidas do citosol. Apés
analise das proteinas encontradas, foi concluido que nos extratos espermaticos
do citosol e matriz perinuclear de gatos domésticos normospérmicos e
teratospérmicos estdo presentes proteinas de peso molecular semelhante ao

previamente descrito para a proteina PLC{ em outras espécies de mamiferos.

Palavras-chave: Gato doméstico; Espermatozoide; Fosfolipase C zeta,

Ultraestrutura; Eletroforese.
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Villaverde, A.l.S.B. Localization of the phospholipase C zeta protein in
sperm extracts from normospermic and teratospermic domestic cats.
Botucatu, 2010. 84p. Thesis (Doctorate) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The study of phospholipase C zeta protein (PLCC), considered as the oocyte
activating sperm factor in mammals, could benefit some assisted reproductive
techniques, such as intracytoplasmic sperm injection and nuclear transfer, by
providing knowledge about the process of fertilization and the possibility of
using the PLC( contained in the sperm extracts. Thus, the aim of this study was
to localize the phospholipase C zeta (PLC() protein in extracts from the
spermatozoa cytosol and perinuclear matrix of normospermic and teratospermic
domestic cat. Sperm samples were collected from six adult male cats:
normospermic (n=3), teratospermic (n=2) and with intermediate sperm quality
(n=1). Proteins from the cytosol were extracted using the procedures of
sonication, ultracentrifugation, ultrafiltration and precipitation in ammonium
sulfate. On the other hand, proteins from perinuclear matrix were extracted after
incubation in NayCOs, sonication, ultracentrifugation, ultrafiltration and
precipitation in ammonium sulfate. Based on the ultrastructural analysis of the
spermatozoa and total protein determination, the efficiency of both extraction
protocols was confirmed. Samples from perinuclear matrix showed 3.3 times
less total recovered protein and different protein profile in the uni- and bi-
dimensional electrophoresis when compared to the samples obtained from the
cytosol. After protein profile analysis, it can be concluded that several proteins
showing similar molecular weight to that previously described for PLCC protein
in other mammalian species are presented in both sperm extracts from cytosol

and perinuclear matrix of normospermic and teratospermic domestic cats.

Key words: Domestic cat; Spermatozoa; Phospholipase C zeta; Ultrastructure;

Electrophoresis.
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INTRODUCAO

A maioria das 36 espécies de felideos selvagens é classificada como
rara, vulneravel ou em perigo de extincdo devido a caca ilegal ou perda do
habitat (NOWELL e JACKSON, 1996). Para os felideos selvagens em cativeiro,
a finalidade conservacionista da propagacdo natural € reduzida devido a
incompatibilidades comportamental ou genética, problemas fisicos ou
isolamento geografico (MELLEN, 1991).

Programas de conservacao in situ e ex situ para algumas espécies de
mamiferos ameacadas de extincdo podem ser beneficiados com a utilizacao de
técnicas de reproducdo assistida, tais como: producdo in vitro (PIV),
transferéncia de embrido (TE), inseminacéao artificial (IA), micromanipulacéo e
criopreservacéo de gametas e embrides e clonagem. Nesse contexto, devido a
semelhancas fisiologicas com os demais membros da familia Felidae,
facilidade de manejo e maior nimero de exemplares, o0 gato domeéstico € um
importante modelo experimental para os felideos selvagens ameacados de
extingao.

Nos felideos selvagens, taxas de FIV e de clivagem comparaveis as
obtidas no gato doméstico sdo dificeis de serem alcancadas (GOODROWE et
al., 1989; MILLER et al., 1990; DONOGHUE et al., 1992; POPE et al., 1993).
Pope et al. (1993) observaram que as taxas de FIV sado prejudicadas devido a
baixa qualidade espermatica dos exemplares de felideos, incluindo a
motilidade. Essa baixa qualidade esperméatica € uma caracteristica presente
em varias espécies de felideos ndo domésticos (WILDT et al., 1988), sendo um
fator limitante para o sucesso na aplicacdo rotineira de técnicas como a IA e
FIV (WILDT et al., 1992).

Técnicas de fertilizagdo assistida por micromanipulacéo, especialmente
a injecdo espermatica intracitoplasmatica (ICSI), podem ser utilizadas como
uma alternativa a FIV convencional, visando aumentar a produc¢ao in vitro de
embrides de felideos ndo domésticos. Nos gatos domésticos, 0 nascimento dos
primeiros filhotes vidveis apoés a utilizacdo da técnica de ICSI foi reportado por

Pope et al. em 1998, provando que estes ndo eram apenas produtos de
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partenogénese. Contudo, baixos indices de formacdo de morula e, em
especial, blastocisto apdés a ICSI tém sido observados quando comparados a
técnica de FIV (POPE et al., 1998; PENFOLD et al., 2003), principalmente em
odcitos maturados in vitro (GOMEZ et al., 2000; COMIZZOLI et al., 2006).

Em adicdo, outra importante técnica de reproducdo assistida, a
transferéncia nuclear, mostrou-se viavel em gatos domésticos apds o
nascimento de um filhote por insercdo de material genético proveniente de
células do cumulus em odcitos enucleados (SHIN et al., 2002). Embora as
perspectivas dessa tecnologia sejam muito promissoras, a eficiéncia do
processo de transferéncia nuclear ainda € muito baixa (ALBERIO et al., 2001).
Portanto, varios aspectos relacionados aos eventos primarios do
desenvolvimento embrionario, incluindo a ativagédo oocitaria, remodelamento da
cromatina, expressao génica e a regulacao do ciclo celular ainda devem ser
investigados.

Estudos voltados a compreensdo do(s) mecanismo(s) de ativacao
oocitéria, incluindo fator(es) desencadeante(s) e via(s) de liberacdo do calcio
intracelular (LiCa®"), se intensificaram nas (ltimas décadas, principalmente
devido aos avancos na area da reproducdo assistida e por fatores como; (1)
distarbios no padrdo das oscilacdes do célcio intracelular (OsCa?*) apés o
procedimento de ICSI (TESARIK et al, 1994; NAKANO et al.,, 1997
KUROKAWA e FISSORE, 2003), o que desencadeia auséncia ou falhas no
desenvolvimento embrionario; e (2) a necessidade da ativacao artificial dos
oocitos no procedimento de transferéncia nuclear, uma vez que a ativacdo
oocitaria € uma etapa critica nesse procedimento (MACHATY e PRATHER,
1998; ALBERIO et al., 2001). Desta forma, é correto afirmar que o sucesso dos
protocolos de ICSI e transferéncia nuclear estd diretamente relacionado ao
conhecimento prévio dos mecanismos da ativagdo oocitaria. Contudo, em
gatos domesticos ndo ha relato de estudos direcionados a compreensao do
processo de ativagao oocitaria fisiologica.

A hipotese da fusdo é o modelo de ativacdo oocitaria mais aceito para
os mamiferos. Essa hipOtese esta baseada na existéncia de um ou varios
fatores espermaticos que sao liberados para o interior do o6cito no momento
da fertilizacdo (SAUNDERS et al.,, 2002). Vérios estudos indicam que o
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provavel fator espermatico € uma fosfolipase C, isoforma zeta (PLCC), com
aproximadamente 70 kDa e presente apenas no espermatozoide (WU et al.,
1998; SAUNDERS et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2004; KOUCHI et al., 2004;
KNOTT et al., 2005; KUROKAWA et al., 2005; SWANN et al., 2006).

Estudos em humanos demonstraram que falhas no procedimento de
ICSI devido a auséncia de ativacdo oocitaria estdo ligadas a inabilidade do
espermatozéide em iniciar as OsCa”’, provavelmente, pela reducdo na
guantidade ou presenca de formas anormais da PLCC. Essa deficiéncia na
PLCC em humanos mostrou-se associada a pacientes com altas quantidades
de espermatozéides com formas anormais (YOON et al., 2008; HEYTENS et
al., 2009). A presenca de alta porcentagem de espermatozéides com
morfologia anormal é um achado comum em ejaculados de felideos, com
incidéncia espécie e populacédo especifica (WILDT et al., 1983; HOWARD et
al., 1990; PUKAZHENTHI et al., 2001). Felideos apresentando mais que 60%
de espermatozéides com formas anormais sao classificados como
teratospérmicos, enquanto que animais que apresentam menos que 40% de
formas anormais sdo denominados normospérmicos (HOWARD et al., 1990).

Em odcitos de coelhos e camundongos, apesar da dindmica das
clivagens iniciais ndo ser determinada pela qualidade das OsCa?"; no periodo
de ativacdo oocitaria, os eventos mais tardios do desenvolvimento embrionario
como compactacdo, formacdo do blastocisto e taxa de implantacdo foram
influenciados pela qualidade dessas oscilagbes (OZIL, 1990; OZIL e HUNEAU,
2001) podendo, em alguns casos, levar a parada completa do desenvolvimento
embrionario (GORDO et al., 2000).

Em gatos, apesar da porcentagem de clivagem e formacdo de morula
na ICSI em alguns casos se assemelhar a FIV, a porcentagem de formacao de
blastocisto € sempre menor no procedimento de ICSI (POPE et al., 1998;
GOMEZ et al., 2000). Entretanto, a proporcdo de embrides apresentando
parada do desenvolvimento com 8 a 16 células foi maior para o procedimento
de ICSI comparado a FIV (COMIZZOLI et al., 2006). Esses achados podem
estar associados a uma alteracdo no padréo das OsCa?*; ap6s o procedimento
de ICSI como ja relatado para outras espécies de mamiferos (LUDWIG, 2001;
MIYAZAKI, 2006).
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Com base nesses resultados podemos deduzir que o estudo do fator
espermatico responsavel pela ativacdo oocitaria em gatos € importante para o
sucesso de técnicas como a ICSI e transferéncia nuclear, especialmente pela
possibilidade de utilizacdo dos extratos espermaticos contendo o fator de
ativacdo oocitaria nesses procedimentos. Adicionalmente, a busca de
diferencas na quantidade e funcdo dos extratos espermaticos de animais
normospérmicos e teratospérmicos poderia indicar futuras falhas na ativacao
oocitadria e assim determinar previamente a necessidade de utlizacdo da
ativacdo oocitaria artificial apés o procedimento de ICSI, em especial, nas

populacdes com alta incidéncia de teratospermia.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Resposta oocitaria a inducéo da ativacao

A ligacdo do espermatozéide & membrana plasmatica do odcito induz a
LiCa?*, nos odcitos durante o processo de fertilizacdo (LAWRENCE et al.,
1997). O aumento na concentracdo intracelular de célcio ([Ca®']) no odcito é
necessario para o desencadeamento dos eventos da ativagdo oocitaria tais
como; exocitose dos granulos corticais (CRAN et al., 1988; DUCIBELLA et al.,
2002), reinicio do ciclo da meiose pela degradacao da ciclina B1 (HYSLOP et
al., 2004), formacédo do pré-nucleo, recrutamento de RNA mensageiro (MRNA)
materno e inicio das divisbes mitoticas (SCHULTZ e KOPF, 1995).

Em equinodermos, peixes e anfibios a LiCa®*; ocorre em uma Unica e
prolongada onda com duragdo de 10 minutos (JAFFE, 1983), enquanto que
repetidas OsCa?*; por vérias horas sdo observadas em mamiferos (MIYAZAKI
et al., 1993; FISSORE et al., 1992; KLINE e KLINE, 1992). Essas oscila¢des na
[Ca®*]; sdo de baixa freqliéncia e variam entre as espécies, ocorrendo a cada
dois minutos ou uma hora (FISSORE et al., 1992; KLINE e KLINE, 1992). O
intervalo entre as OsCa*'; aumenta com o tempo e duram por varias horas até
a formagdo do pro-nicleo como no camundongo (KLINE e KLINE, 1992;
DEGUCHI et al., 2000) ou persiste durante o primeiro ciclo celular como
observado na espécie bovina (FISSORE et al., 1992).

O primeiro aumento na [Ca®']; inicia-se no sitio de penetracdo do
espermatozoide e expande-se pelo o6cito em forma de onda (MIYAZAKI et al.,
1986; DEGUCHI et al., 2000). Contrariamente, as subseqiientes OsCa®';
surgem na regido cortical do hemisfério vegetativo apresentando uma
propagacédo de forma quase uniforme nos oocitos de camundongos (DEGUCHI
et al., 2000).

O aumento na [Ca?"];

nos equinodermos e mamiferos é devido, em
grande parte, a liberacdo do calcio armazenado no reticulo endoplasmético
(STRICKER, 1999). Em mamiferos, dados sugerem que os receptores do

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) presentes no reticulo endoplasmatico, sozinhos ou
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em conjunto com outro componente, sd0 responsaveis por gerar as OsCa’";.
Miyazaki et al. (1993) e Xu et al. (1994), utilizando injecbes de anticorpos
contra receptores IP3, promoveram a inibicdo completa das OsCa?*; em odcitos
de hamster e camundongo, respectivamente. Por sua vez, os receptores de
rianodina (RyR), localizados no reticulo endoplasmatico, embora estejam
presentes e funcionais nos oocitos de camundongos e bovinos parecem nao
ser essenciais para a liberagcdo do calcio no processo de ativacado oocitéria
(AYABE et al.,, 1995; YU et al.,, 1995). Adicionalmente, a pré-incubacao de
oocitos com rianodina ou sua adicdo a odcitos apresentando oscilacdes
induzidas, indicou que o RyR pode estar envolvido na modulacdo das OsCa?";,
e ndo necessariamente em seu inicio (WU et al., 1997).

Diante do exposto e somando o fato de que inibidores da fosfolipase C
(PLC) preveniram as OsCa®'; induzidas pelo espermatozéide em odcitos de
camundongos (DUPONT et al., 1996), a ativacdo da via do fosfoinositol foi
apontada como responsavel pela LiCa?*; durante a ativacdo oocitaria. Nessa
via, o lipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) € hidrolisado
por uma isoforma da PLC resultando na producéo do IP3 e do 1,2-diacilglicerol
(DAG) (PARRINGTON et al., 1998). Ambos os produtos da via do fosfoinositol
estéo envolvidos nas OsCa®'; durante a ativagdo oocitaria. O IP3 é responséavel
pela liberacdo do calcio apoOs ligacdo ao seu receptor do tipo 1 (IP3R-1)
localizado no reticulo endoplasmatico do odcito (MIYAZAKI et al., 1993). Por
sua vez, a producéo de DAG, tanto direta quanto indiretamente via ativacao da
proteina quinase C, pode estar envolvida na regulacdo do influxo de calcio
(HALET et al., 2004).

O mecanismo que regula as oscilacdes da [Ca®']

durante a ativacéo
oocitéria ainda néo esta claro. Porém, o modelo conhecido como “liberacdo de
calcio induzido pelo IP3", utilizado por muitos hormdnios e neurotransmissores
para alterar a funcéo celular, pode estar envolvido na ocorréncia das oscilacbes
repetidas do calcio intracelular no oocito. Esse modelo determina que a
sensibilidade dos IP3-R1 ao IP3 é regulada pelo nivel de calcio livre no
citoplasma, desta forma, levando a abertura ou fechamento dos canais de
calcio (SCHUSTER et al., 2002).
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A retomada da divisdo meiética € um evento induzido pelo aumento na
[Ca*"]; e essencial no processo de fertilizacdo. Odlcitos de vertebrados
permanecem quiescentes em metéafase Il devido a atividade do fator promotor
da maturacdo (MPF; complexo ciclina B1/Cdk1l), a qual € mantida pela acéo do
fator citostatico (CSF). Os o0citos sdo liberados da quiescéncia pela
fertilizacdo, na qual é promovida a degradacao da ciclina B1 pela inibicdo do
CSF e, desta forma, resultando em queda da atividade do MPF (HYSLOP et
al., 2004). Em adicéo, induzida pelo numero de picos de célcio, a atividade da
proteina quinase ativadora da mitose (MAPK), importante na regulacdo da
meiose, diminui apés a queda da acdo do MPF, permitindo assim a formacao
do pro-nuacleo (DUCIBELLA et al., 2002).

E importante ressaltar que alteragcbes na freqiiéncia e duracdo das
OsCa?* durante a ativacdo do odcito podem induzir padrdes anormais de
ativacdo oocitaria e parada no desenvolvimento embrionario em odcitos de
camundongo (GORDO et al., 2000) e também efeito sobre os eventos mais
tardios do desenvolvimento embrionario em coelhos, como compactacao,
formacao do blastocisto e implantacéo (OZIL e HUNEAU, 2001). As alteracdes
observadas no desenvolvimento embriondrio dessas espécies podem estar
relacionadas a um possivel impacto negativo sobre o recrutamento dos RNAs
maternos, o qual é estimulado pelas oscilacdes de célcio e importante para o
desenvolvimento embrionério inicial (DUCIBELLA et al., 2002; OZIL et al.,
2005).

2. Hipoteses do mecanismo espermatico para a ativacao oocitaria

Apesar de conhecida a significAncia das OsCa?'; para a ativacdo
oocitaria e desenvolvimento embrionario, o(s) mecanismo(s) de sinalizagédo
utilizado(s) pelo espermatozoéide para iniciar e perpetuar essas oscilacdes
ainda nao foi(ram) completamente estabelecido(s). As hipdteses para este(s)
mecanismo(s) que apresentaram ou apresentam atualmente maior relevancia
sdo; 1) a hipétese da “bomba de céalcio” ou modelo do conduto espermatico, 2)
a hipétese do receptor esperméatico ou do ligante/receptor e 3) a hipotese do

fator espermético ou da fuséo.
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2.1. Hipotese da “bomba de calcio” ou da “conducgao”

Em 1983, Jaffe propbs que em odcitos de animais classificados como

protostdmios o aumento da [Ca®"]

durante a fertilizacdo é devido ao influxo do
célcio extracelular promovido pelo espermatozéide. Essa hipotese foi
denominada de “bomba de calcio”. Nesse modelo, o espermatozoide com o
acrossomo reagido liga-se a membrana plasmatica do o6cito e age como um
canal, bombeando um fluxo constante de célcio do meio extracelular para o
interior do od6cito que, por sua vez, armazena 0 calcio no reticulo
endoplasmatico, o qual se sobrecarrega para dar inicio a onda de célcio na
fertilizagdo. Esse modelo foi baseado na observagédo de que nos animais
protostdmios a exocitose dos granulos corticais ocorre de forma bem lenta e
com um padrao diferente de uma onda. A afericdo direta e/ou imagem das

elevacbes nas [Ca®'];

nos protostdmios revelaram que essa hipétese é
verdadeira apenas para o primeiro aumento no calcio intracelular, uma vez que
as oscilagbes subsequientes ocorrem em forma de onda devido a liberagéo
intracelular do célcio (STRICKER, 1999).

Em mamiferos, existem evidéncias que se contrapdem a esse modelo.
Jones et al. (1998a) observaram que proximo ao sitio de fusdo entre os
gametas ndo ocorre aumento nas concentracfes do calcio extracelular. Em
adicao, a injecdo de calcio no interior dos odcitos por si ndo € suficiente para
induzir as OsCa?"; (SWANN e OZIL, 1994). Por sua vez, estudos que utilizam a
privacdo do calcio extracelular para avaliar sua importancia na ativacdo
oocitaria sdo contraditorios. Em camundongos, Lawrence et al. (1997),
realizando estudos com privacédo do calcio extracelular, observaram um efeito
inibitério na fusdo entre os gametas e nas OsCa®";, entretanto 0 mesmo efeito
ndo foi observado por Jones et al. (1998a). Ao avaliar esses resultados, €
importante ressaltar que o calcio extracelular pode ser necessario nao apenas
para preencher os estoques no reticulo endoplasmatico para a ativacdo do
oocito, mas também para a regulacdo de moléculas envolvidas na adeséo e/ou
fusdo dos gametas ou mesmo na origem de uma via de transducédo o que
poderia acarretar em dificuldade na interpretacdo dos resultados provenientes
desses estudos baseados na privacdo do calcio (CIAPA e CHIRI, 2000).
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2.2. Hipotese do ligante/receptor

Essa hipbétese é baseada na especulacdo de que, no momento da
ligacdo odcito/espermatozoéide durante a fertilizacdo, um receptor na membrana
plasmatica do odcito é ativado dando inicio a um sinal descendente que
desencadeia as OsCa*; (KLINE et al., 1988). O receptor ativo da membrana
pode estar acoplado a uma proteina G (GPCR) ou pode ser do tipo
tirosinoquinase (RTK), resultando em ambos os casos na ativacdo de uma
isoforma da PLC.

As integrinas, receptores localizados na membrana plasmatica do
oocito, foram apontadas como possiveis receptores para a sinalizacdo na
ativacao oocitaria, uma vez que a aplicacdo de peptideos sintéticos, os quais
sao reconhecidos por este receptor, foram capazes de desencadear aumentos
nas [Ca®']; em odcitos bovinos (CAMPBELL et al., 2000). Contudo, uma relacédo
direta entre as OsCa®; induzidas por esses receptores e as desencadeadas
pela ativacdo oocitéria fisiologica ainda precisa ser investigada.

Em adicdo, a fertilina B, uma proteina de superficie encontrada na
membrana plasmatica do espermatozéide, apesar de necessaria para a fusdo
entre os gametas, ndo mostrou interferir com as OsCa®'; normais e ativagéo do
oocito quando ausentes em camundongos (CHO et al., 1998). Desta forma,
embora alguns estudos tenham buscado definir quais receptores oocitarios e
ligantes espermaticos sdo capazes de mediar as OsCa”"; na ativagéo oocitéria,
até o momento eles ainda nédo foram identificados.

Odcitos de camundongos expressam, ao menos o0 MRNA, duas
isoformas da PLCQB, denominadas de B1 e B3 (DUPONT et al., 1996). As
isoformas da PLCB sdo ativadas pelas subunidades a da subfamilia Gq
heterotrimérica ligadora da guanosina trifosfato (GTP) ou pelo heterodimero By
apos a estimulacdo dos GPCR presentes na superficie dos oécitos (RHEE,
2001).

O papel da proteina G na ativagdo oocitaria durante a fertilizacao foi
estudado em mamiferos ap6s a observacdo de que injecdes de GTP-y-S, um
analogo do GTP resistente a hidrolise que ativa a proteina G, desencadearam
OsCa?*; e ativacdo partenogenética em odcitos de hamster (MIYAZAKI, 1988),
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coelho (FISSORE e ROBL, 1994) e suino (MACHATY et al., 1995).
Adicionalmente, foi demonstrado que injecbes de GDP-B-S, um analogo nao
hidrolisavel da guanosina difosfato (GDP) que inibe a proteina G, bloqueou as
OsCa?*; em o6citos de hamster e coelho (MIYAZAKI, 1988; FISSORE e ROBL,
1994). Apesar desses resultados sugerirem o envolvimento da ativacdo da
PLCB mediada pelos GPCR, dois fatos devem ser considerados; 1) as OsCa*";
estimuladas pelo GTP-y-S apresentaram uma forma nao vista na fertilizacéo
(RUNFT et al., 2002) e 2) altas concentragbes de GDP-B-S pode levar a uma
acao inibitoria ndo especifica (CROSSLEY et al., 1991).

A sobre-expressao dos receptores muscarinicos M1, um GPCR, por
meio de mMRNA em oécitos de camundongo e suino estimulados com
acetilcolina foi capaz de desencadear as OsCa*"; e ativagéo oocitaria (MOORE
et al., 1993; MACHATY et al., 1997), sugerindo que a ativagdo dos GPCR é um
sinal ascendente da liberacdo do célcio. Entretanto, Williams et al. (1998),
utilizando anticorpos blogueadores da funcdo da proteina G, inibiram as
OsCa?*; iniciadas pela estimulacdo dos receptores muscarinicos M1, mas néo
evitaram as OsCa?'; desencadeadas pelo espermatozéide. Em adicéo,
fertiidade aparentemente normal foi relatada na maioria das linhagens de
camundongos com auséncia de uma isoforma da PLCB (CHOI et al., 2001).

Outra provavel via de sinalizacdo da interacdo entre os gametas € a
mediada pelas proteinas tirosinoquinases (PTK) e ativacdo do PLCy. Em
equinodermos, estudos sobre a sinalizacdo na fertilizacdo concluiram que a
ativacdo do PLCy via proteinas tirosinoquinase da familia Src (SFKs) esta
envolvida na ativacdo oocitaria, uma vez que as OsCa®; induzidas pelo
espermatozoide foram prevenidas pela pré-injecdo de dominios SH2 das SFKs
ou PLCy (ABASSI et al., 2000; RUNFT et al., 2004).

Baseados em estudos realizados com camundongos, nos quais foram
detectadas as isoformas PLCy1 e PLCy2 (DUPONT et al., 1996; MEHLMANN
et al., 1998) e induzidas as OsCa?*; pela expresséo e estimulacdo de RTF nos
odcitos desta espécie (RUNFT et al., 2002), foi sugerido o envolvimento das
PTKs na ativacdo oocitaria de mamiferos. Contudo, existem varias evidéncias
contra essa hipétese. O uso de dominios SH2 da PLCy1 e PLCy2 mesmo em
quantidades 100 a 400 vezes maiores que a PLCy enddégena (MEHLMANN et
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al., 1998) e a microinjecéo de PLCy1 recombinante em doses 500 a 900 vezes
superior a atividade PLC presente em um Unico espermatozéide (MEHLMANN
et al., 2001) ndo causaram perturbacées nas OsCa?*; durante a fertilizagéo de
oocitos de camundongo. Em adicdo, a microinjecdo de uma proteina c-Src
recombinante e a pré-incubacdo dos gametas com inibidores da SFK néo
interferiram nas OsCa*'; durante a fertilizagdo em camundongos (KUROKAWA
et al., 2004).

Nos mamiferos, o argumento de maior importancia que se contrapde a
hipétese do ligante/receptor em desencadear as OsCa?*; na ativacdo oocitaria
esta no fato de que odcitos fertilizados utilizando a técnica de ICSI, na qual nédo
ocorre a interacdo entre as membranas plasmaticas dos gametas,
apresentaram oscilacdes na [Ca®']; e desenvolvimento dos embrides a termo
(KIMURA e YANAGIMACHI, 1995).

2.3. Hipotese do fator espermético

Nessa hipotese o espermatozéide conteria um ou varios fatores de
ativagdo oocitaria que se difundiriam para o interior do o6cito apds a fusdo das
membranas plasméaticas dos gametas. Essa tese foi proposta inicialmente por
Dale et al. em 1985, ap6s observarem que microinjecdes de extratos do citosol
espermatico (SE) de ourico-do-mar foram capazes de causar exocitose dos
granulos corticais de odécitos da mesma espécie. Cinco anos depois, Swann
(1990) demonstrou que um fator protéico contido no SE de suino e hamster
causou OsCa?’; similares aquelas visualizadas durante a fertilizacdo normal.

Com base nesses achados, experimentos utilizando injecbes de SE
vém acumulando-se em mamiferos, e a hipotese do fator espermético foi
reforcada pelos seguintes achados; (1) OsCa?*; sdo induzidas em odcitos apés
a ICSI, mesmo na auséncia de ligacdo entre as membranas plasmaticas dos
gametas (KIMURA e YANAGIMACHI, 1995); (2) OsCa®'; em obcitos de
camundongo iniciam-se poucos minutos apos a fusdo entre os gametas
(LAWRENCE et al., 1997) e (3) OsCa?'; sdo prevenidas em odcitos de
camundongos knockout para o receptor CD9, no qual ocorre apenas ligacéo,

mas nao ha fusdo entre os gametas (KAJl et al., 2000).
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A habilidade de LiCa", presente no SE, foi abolida apds tratamento
com calor ou protease, indicando que a substancia ativa € uma proteina
(SWANN, 1990; WU et al., 1997). Em adicdo, baseado na observacao de que
os SE de mamiferos foram capazes de induzir LiCa®; ndo apenas em odécitos da
mesma classe, mas também de ourico-do-mar (JONES, 1998) foi determinado
gue esta proteina ndo é espécie-especifica. O achado de que anticorpos contra
a funcdo IP3 foram capazes de bloquear a LiCa’; induzida pelos SE em
camundongos (ODA et al., 1999), corroborou com a hipétese de este utiliza a
mesma via usada pela fertilizacao fisiologica.

Estudos tém sido focados na identificacdo da proteina indutora de
OsCa?*; dos mamiferos. A oscillin foi a primeira candidata proposta, uma vez
que fracBes purificadas de SE de hamster que continham esta proteina de 33
kDa, homéloga a enzima bacteriana glucosamina-6-fosfato desaminase,
apresentaram atividade de LiCa’; (PARRINGTON et al., 1996). Contudo, foi
proposto que a oscillin liga-se a um componente do odécito e forma um
complexo capaz de ativar os receptores do reticulo endoplasméatico por um
mecanismo que nao envolve o IP3 (GALIONE et al.,, 1997). Em adicdo, a
oscillin recombinante, embora enzimaticamente ativa, ndo causou LiCa’; em
oocitos de camundongo (SHEVCHENKO et al., 1998). Utilizando a técnica de
cromatografia, foi observado que fracbes de SE ricas em oscillin néo
apresentaram atividade de LiCa’; enquanto que fragdes que ndo continham a
oscillin desencadearam a LiCa®; (WU et al., 1998).

A forma truncada e intracelular do RTK c-kit (tr-kit), que se acumula
durante a fase tardia da espermatogénese em espermatozoides de
camundongos, foi sugerida como possivel candidata a proteina indutora de
OsCa?*; ap6s a observacdo de que a tr-kit recombinante causou eventos da
ativacdo oocitaria em odcitos de camundongo (SETTE et al.,, 1997). A co-
injecdo com dominios SH3 da PLCy1, reduziu a habilidade da tr-kit em ativar a
LiCa';. Assim, & provavel que a tr-kit ative a PLCy1 através do dominio SH3.
Contudo, é importante destacar que a injecdo de dominios SH3 da PLCy1,
mesmo em altas concentragdes, ndo é capaz de inibir a LiCa’; na fertilizac&o
de camundongos (MEHLMANN et al., 1998), indicando que a tr-kit realiza a
LiCa™; por uma via diferente. Em adic&o, a tr-kit ndo foi detectada pela técnica
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de Western blotting nas fracbes de SE com atividade de LiCa’; (WU et al.,
1998).

Outra candidata & proteina indutora de OsCa?'; é a 6xido nitrico
sintetase, uma vez que esta é capaz de desencadear a LiCa"; pela producéo de
oxido nitrico no interior do o6cito. Em ourico-do-mar, foi relatado que essa
proteina tem um papel importante na fertilizacdo (KUO et al., 2000). Contudo,
apesar do Oxido nitrico ser provavelmente capaz de promover LiCa’; pela
estimulacdo de quinases semelhantes as SFKs e, subseqlente, ativacdo da
PLCy, Hyslop et al. (2001) demonstraram que em camundongos as OsCa?*; na
fertilizacdo ocorrem independentemente de alteracdes nas concentracdes
intracelular de 6xido nitrico.

Embora os relatos iniciais tenham descrito o fator espermatico como
um componente soltuvel do citosol, relatos posteriores sugerem que este esta
localizado na matriz perinuclear. Espermatozéides tratados com o detergente
Triton X-100 e desprovidos de membrana plasmatica, vesiculas acrossomais e
conteudo citoplasmético foram utilizados com sucesso na ICSI (KURETAKE et
al., 1996), porém apds tratamento conjunto com tripsina ou SDS (dodecil
sulfato de sédio), que removem também a matriz perinuclear, ndo ocorreu a
ativacao oocitaria (KIMURA et al., 1998). Em 2000, Perry et al. relataram a
presenca de pelo menos dois componentes da matriz perinuclear com atividade
de LiCa"; nomeados SOAF (Sperm-borne oocyte-activating factor), que podem
ser divididos em um componente sensivel e outro estavel ao calor. Deve-se
frisar que, apenas quando co-injetados, esses componentes induzem OsCa?";
semelhantes as encontradas na fertilizacéo.

Apesar de natureza ainda desconhecida, a SOAF pode fazer parte das
proteinas que compdem a matriz perinuclear. Recentemente, uma proteina da
matriz perinuclear, conhecida como PT32, foi clonada e apontada como uma
candidata viavel a SOAF (WU et al.,, 2001). Evidéncias que sustentam esse
papel incluem: sua localizacdo na regido pos-acrossomal da cabeca do
espermatozoide; primeira regido da matriz perinuclear a ser exposta ao
citoplasma do odcito (SUTOVSKY et al.,, 1997) e o fato de que a PT32
recombinante foi capaz de induzir ativagdo oocitaria em odcitos de suinos

quando injetada em quantidade proxima a estimada em um U{nico
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espermatozoide (SUTOVSKY et al., 2001). Entretanto, para definir a PT32
como ativador fisiolégico ainda € necessario investigar se a proteina
recombinante induz OsCa*'; quando micro-injetada em odcitos e se a inibicao
da sua funcéo previne a ativacdo oocitaria induzida pelo espermatozéide.

A partir da observacdo de que uma atividade PLC presente nos SE
induziu OsCa®* em extratos homogenados de odcitos de ourico-do-mar
gerando IP3; (JONES et al.,, 1998b), foi sugerido que a proteina indutora de
OsCa*"; seria uma isoforma da PLC. Desta forma, foi averiguada uma possivel
candidata entre as PLC previamente identificadas em espermatozoides; PLC[1
(FUKAMI et al., 2001), PLCy1 (DUPONT et al., 1996; MEHLMANN et al., 1998),
PLCy2 (MEHLMANN et al., 1998), PLC®1 (LEE et al., 1999) e PLC54 (FUKAMI
et al., 2001). Entretanto, as isoformas recombinantes PLCB1, y1, y2 e 01
falharam em desencadear a LiCa"; (JONES et al., 2000) ou a induziram apenas
guando presente em altas concentragcdes no oécito (MEHLMANN et al., 2001).
Em adicdo, espermatozoides de camundongos com deficiéncia na isoforma
PLC34 falharam na fertilizacdo, mas ndo na inducdo das OsCa?'; (FUKAMI et
al., 2001).

Diante do exposto, foi proposta a existéncia de uma nova isoforma da
PLC. Neste contexto, 0 exame de uma sequéncia EST (expressed sequence
tag) derivada de testiculos de camundongo e humano possibilitou o isolamento
e caracterizacdo de um DNA complementar, o qual transcreve uma proteina
espermética nomeada de PLC{ (SAUNDERS et al., 2002). Esta isoforma da
PLC é unica no que diz respeito ao fato dela ser uma proteina especifica do
espermatozoide.

Estudos posteriores sobre as caracteristicas estruturais e funcionais da
PLCC fizeram dessa nova proteina a melhor candidata a proteina indutora de
OsCa?". Dentre esses achados podemos destacar que a injecdo de RNA
complementar codificando toda a PLCZ induziu uma série de OsCa?
prolongadas em odcitos de camundongo com amplitude e frequéncia dose-
dependentes e conseqlente ativacdo oocitaria (SAUNDERS et al., 2002). Da
mesma forma, a injecdo da proteina PLC{ recombinante também demonstrou
gerar OsCa®’; em camundongos (KOUCHI et al., 2004). Em adicdo, a

imunoprecipitagdo da PLCZ com anticorpos levaram a perda da habilidade do
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SE em causar as OsCa?; em odcitos de camundongo e LiCa", em
homogenados de odcitos de ourico-do-mar (SAUNDERS et al., 2002). Outro
achado importante é o fato de que a quantidade estimada de PLCC,
determinada por anticorpos, presente em um Unico espermatozéide de
camundongo (SAUNDERS et al., 2002) esta dentro do limite da concentracéo
de PLCC capaz de desencadear as OsCa®*i no oécito (YODA et al., 2004).

Até o momento, existe apenas uma evidéncia de que a PLC(
desempenha um papel critico no processo de fertilizacdo, uma vez que
espermatozoides de camundongos transgénicos, apresentando metade da
quantidade normal de PLCZ, causaram o término prematuro das OsCa®'; e
reducdo do tamanho da ninhada quando comparados aos animais controle
(KNOTT et al., 2005).

A proteina PLCC apresenta por volta de 70 kDa, o que a torna a menor
isoforma de PLC conhecida nos vertebrados, e esta na faixa de tamanho
previamente estimada para a proteina indutora de OsCa?"; (WU et al., 1998). A
PLCC ja foi encontrada em SE soluveis de camundongo, humano e suino
(SAUNDERS et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2004; KUROKAWA et al., 2005) e
no momento ha evidéncias do gene da PLCC em oito diferentes espécies de
mamiferos (SWANN et al., 2006). Utilizando imunolocalizagdo em
espermatozoides, a PLCC foi encontrada na regido pos-acrossomal em
camundongos e distribuida na regido equatorial em bovino, local que também
apresenta rapido acesso ao citoplasma do odcito no momento da fertilizacéo
(YOON e FISSORE, 2007).

Em camundongo, foi identificada na PLCC uma sequiéncia nomeada de
sinal de localizacdo nuclear, que possibilita o sequestro nuclear dessa PLC ao
préo-nicleo recém formado, garantindo que as OsCa®'; cessem e voltem a
oscilar apenas ap0s a quebra do pré-nucleo (LARMAN et al., 2004). Entretanto,
a PLCC de rato e humano apresentou deficiéncia nessa translocacdo nuclear
em o0cito de camundongo (ITO et al., 2008).

N&o menos importante, a habilidade da PLC{ em desencadear as
OsCa?*, e ativagdo oocitaria ndo se mostrou espécie-especifica (COX et al.,
2002). Contudo, estudos atuais tém-se focado em entender o porqué da
existéncia de diferencas na quantidade, solubilidade (KUROKAWA et al., 2005)
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e poténcia relativa da PLCC entre os espermatozoides das diferentes espécies
(ROGERS et al., 2004; COX et al., 2002). A partir desses achados, € possivel
deduzir que a quantidade e qualidade espécie-especifica da PLC{ possam ser
adaptacbes espermaticas visando combinar o seu tamanho celular a
sensibilidade do oécito da mesma espécie e, assim, culminar em uma série de
OsCa?*; por vérias horas e inducéo da ativacdo oocitaria.

E importante destacar que estudos com o fracionamento da matriz
perinuclear mostraram que as fragOes correlacionadas com a habilidade de
ativar os oocitos de camundongo continham a PLCC (FUJIMOTO et al., 2004).
Esse achado sugere que o fator espermatico solavel e o ndo solavel, chamado
de SOAF, sdo na verdade a mesma proteina. Desta forma, a PLCC pode estar
distribuida em ambas as fragBes espermaticas; sollvel, citosol espermético, e
nao soluvel, matriz perinuclear (KUROKAWA et al., 2005).
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OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi localizar a proteina fosfolipase C
isoforma zeta em extratos do citosol e matriz perinuclear dos espermatozoéides
de gatos domésticos e comparar a quantidade expressa desta proteina em

animais normospérmicos e teratospérmicos.

Este estudo também teve como objetivo:

& A padronizacio dos métodos de extracido das proteinas espermaticas do
citosol (proteinas sollveis) e matriz perinuclear (proteinas ndo soluveis)

dos espermatozéides de gatos domésticos.

&_ A comparagéo do perfil protéico dos extratos espermaticos de diferentes
regibes dos espermatozdides de gatos domésticos classificados

previamente como normospermicos e teratospérmicos.
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MATERIAL E METODOS

1. Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Reproducdo de
Pequenos Animais e Silvestres (REPAS) pertencente ao Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria (DRARV) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu.

Algumas etapas do processo de extracdo das proteinas espermaticas
foram realizadas no Laboratério de Virologia do Departamento de Microbiologia
e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), UNESP, Campus
de Botucatu.

O processamento e analise das amostras destinadas a avaliagéo
ultraestrutural foram realizados no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) do

Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), UNESP, Campus de Botucatu.

2. Animais

Todos os animais do experimento, machos e fémeas, foram mantidos
no gatil do laboratério REPAS em grupos de dois e trés animais em cada sala
(3,5 x 4,75 m) e acesso irrestrito a area externa com exposicédo a luz natural.
Os animais foram expostos a mais de 12 horas de luz natural por dia e
alimentados com racao seca (FIT 32, Royal Canin) e agua ad libitum.

Foram utilizados seis gatos machos adultos para colheita de sémen,
com idade variando de 4 a 7 anos. Gatas adultas e um manequim inanimado
foram usados para a colheita dos machos.

Para avaliacdo da qualidade espermatica, foram realizadas trés
colheitas de sémen em dias consecutivos para cada gato. As amostras foram
avaliadas para motilidade esperméatica com CASA (analise computadorizada do
movimento espermatico) utilizando o sistema HTR-IVOS-12 (Hamilton Thorn
Research — Animal Version 12,0 L) (VILLAVERDE et al., 2009), integridade de
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membrana plasméatica com o uso das sondas fluorescentes lodeto de Propidio
(P-4170, SIGMA) e Diacetato de 6-Carboxifluoresceina (C-0662, SIGMA)
(VILLAVERDE et al., 2009) e morfologia espermatica em esfregacos corados
com Fast Green/ Rosa Bengala (POPE et al.,, 1991). Os resultados obtidos

apos avaliacdo seminal estao presentes na Tabela 1.

TABELA 1. Valores médios + desvio padrédo para volume ejaculado (uL), quantidade total
de espermatozéides ejaculado (x10°), motilidade total (%), motilidade
progressiva (%), integridade de membrana plasmética (%) e porcentagem de
espermatozoéides com alteracfes morfoldgicas (%) de trés colheitas de sémen

em dias consecutivos para seis gatos.

Defeitos esperméaticos
Volume  Total sptz P

- 107 M T (%) MP (%)  IMP (%)

Animal Maiores Menores Totais

(%) (%) (%)

1 27,3+50 48,0+113 957+06 67,7%+69 783%+95 241+100 66+43 30,7+128

2 333+104 28,8+123 91,0+£52 633%21 74742 248+71 84+44 332+6,0

3 20,7+12 27458 920+x10 647+£38 77,745 256+92 43+19 299+82

4 263+57 315+17 913+06 67,0+53 813+50 333+x90 90%21 423+83

5 380+176 352+68 630+131 357+131 773+x83 80679 72+32 878+6,8

6 26,0+10,1 240+84 923+06 633*49 733+45 608%51 65+46 67355

Volume ejaculado (volume), quantidade total de espermatozdides ejaculados (Total sptz), motilidade total (MT), motilidade

progressiva (MP), integridade de membrana plasmatica (IMP).

Com base na porcentagem de espermatozéides com defeito de
morfologia, os animais 1, 2 e 3 foram classificados como normospérmicos

(menos de 40% de espermatozoéides com morfologia anormal) e os animais 5 e
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6 como teratospérmicos (mais de 60% de espermatozdides com morfologia
anormal). O gato numero 4 foi considerado como animal de sémen de
qualidade morfoldgica intermediaria, uma vez que apresentou porcentagem de
defeitos morfolégicos no intervalo entre os valores limites utilizado como

referéncia para a classificacdo dos animais.

3. Colheita e armazenamento do sémen

As amostras de sémen dos gatos foram colhidas utilizando vagina
artificial (Figuras 1 e 2), as quais foram mantidas a 38°C até o momento da
colheita. Cada gato foi colhido duas vezes consecutivas, com intervalos de 5 a
10 minutos, utilizando tubos diferentes para cada ejaculado. As colheitas foram

realizadas respeitando um intervalo de no minino dois dias para cada gato.

FIGURA 1. Modelo de FIGURA 2. Colheita de sémen em gatos
vagina artificial usada domeésticos.

para colheita de sémen.

Apos colheita, as amostras de sémen do mesmo gato foram unidas e
diluidas em meio tampdo Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
(Nutricell) e uma aliquota foi retirada para a determinagdo da quantidade total
de espermatozdide. A amostra foi centrifugada a 800 x g por 10 minutos a 4°C
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e 0 sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em DPBS e a amostra
centrifugada novamente a 800 x g durante 10 minutos a 4°C. Apdés a retirada
do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em meio denominado intracellular-
like medium (ICM) (Quadro 1) e a amostra congelada por imerséo direta em

nitrogénio liquido e armazenada a -80°C.

QUADRO 1. Composig¢ao do meio ICM (intracellular-like medium).

Componente Caodigo do produto Quantidade
KCI P9541 75 Mm
HEPES H4034 20 mM
EDTA E5134 1 mM
B-Glicerofosfato G6251 10 mM
DTT D9779 1 mM
PMSF P7626 200 uM
Pepstatina A P5318 10 pg/ mL
Leupeptina L9783 10 pg/ mL

Ajuste do pH para 7,0 com o uso de 1 M NaOH (S8045, SIGMA).
Todos os produtos acima citados séo pertencentes & marca SIGMA.

4. Extracdo das proteinas espermaticas do citosol — proteinas solluveis

O protocolo para recuperagdo do extrato espermatico soltvel (SE®) foi
adaptado para gatos domesticos a partir dos trabalhos de Wu et al. (1998,
2001) que utilizaram sémen suino. Esse protocolo também foi utilizado com
sucesso em sémen de equinos (BEDFORT et al., 2003) e camundongos
(KUROKAWA et al., 2005).

Amostras de sémen do mesmo gato armazenadas a -80°C foram

descongeladas em gelo e unidas em um tubo tipo Falcon® de 15 mL. Todas as
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etapas a seguir foram realizadas a temperatura de 4°C. As membranas
esperméaticas foram rompidas com a utilizacdo de um sonicador digital (S-
250D®, Branson) em um protocolo consistindo de 10 pulsos com 60% de
poténcia e duracdo de 5 segundos cada e 1 minuto de descanso entre o0s
pulsos (Figura 3). O sucesso do protocolo de sonicacao foi acompanhado pela
avaliacdo das células espermaticas em microscopia de contraste de fase (1000
X). A visualizacdo de células espermaticas decapitadas (Figura 4) é um
indicativo da ruptura das membranas plasméatica e acrossomal externa. Desta
forma, resultados acima de 95% de espermatozoéides decapitados, em 200
células avaliadas, determinaram o0 sucesso do protocolo de sonicacéo
empregado. Em média, o protocolo de sonicacdo acima citado resultou em
96% de células espermaticas decapitadas para o sémen de gato doméstico.

FIGURA 4. Sémen de gato apés processo de
FIGURA 3. Amostras de sémen de sonicacdo. Setas indicam espermatozéides

gato no sonicador. decapitados. Aumento de 1000x.

Aliguotas de sémen apo0s a descongelacdo e protocolo de sonicacao
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% para posterior avaliacdo da ultraestrutura
espermatica com o uso de microscopia eletrbnica de transmissdo para
determinacdo da ruptura total das membranas espermaticas e,

consequentemente, liberacdo do citosol.
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Apés sonicacdo, a amostra foi submetida a centrifugacdo por 10
minutos a 10.000 x g e o sobrenadante recuperado e re-centrifugado a 10.000
X g por 10 minutos. O pellet contendo as células espermaticas foi
ressuspendido em 3,5 mL de meio ICM, congelado por imersao em nitrogénio
liquido e armazenado a -80°C para posterior extracdo das proteinas da matriz
perinuclear. A porcdo do sobrenadante foi centrifugada a 100.000 x g durante
uma hora em ultracentrifuga (Ultra Pro 80®, Sorvall) utilizando tubos especiais
com capacidade para 5 mL (Ultra-Clear®, Beckman Coulter). O sobrenadante
foi lavado em tampao de injecdo (75 mM KCIl e 20 mM HEPES, pH=7,0) e
concentrado utilizando membrana de ultrafiltracdo (Amicon Ultra-4® 30 ou
Amicon Ultra-15® 30, Millipore Co.) com peso molecular corte de 30 kDa
(Figura 5).

Na sequéncia, a amostra foi purificada por precipitacdo em sulfato de
amonio (A4418, SIGMA). Para isso, uma solucdo de sulfato de amdnio
saturada a 100% foi acrescentada a amostra por gotejamento e agitacao
constante em gelo até saturacdo final de 50%. Posteriormente, a amostra foi
agitada em gelo por um periodo de 30 minutos, centrifugada a 12.000 x g por

15 minutos e o pellet armazenado a -20°C (Figura 6).

FIGURA 6. Pellet composto de

sulfato de amoénio ligado as

FIGURA 5. Sobrenadante lavado

e concentrado em membrana de

proteinas espermaticas e formado

apos centrifugacdo da amostra.
ultrafiltracdo Amicon Ultra-4.
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O pellet formado por proteina e sulfato de aménio foi descongelado em
gelo e dissolvido em tamp&o de injecdo. A amostra foi lavada duas vezes em
membrana de ultrafiltracdo (Amicon Ultra-4® 10, Millipore Co.) com peso
molecular corte de 10 kDa e utilizando tampéo de injecdo. O volume da
amostra foi mensurado e uma aliquota separada e diluida para determinacdo
da quantidade de proteina total pelo método de BCA (acido bicinconinico) (BCA
Protein Assay Kit, Pierce) usando espectrofotdmetro (Ultrospec 200°,
Pharmacia Biotech). As amostras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C.

5. Extracdo das proteinas espermaticas da matriz perinuclear — proteinas

nao soluveis

O protocolo utilizado para a extracdo das proteinas da matriz
perinuclear (SE™") foi adaptado do trabalho de Kurokawa et al. (2005), o qual
se mostrou mais eficaz em recuperar o fator espermatico responsavel pela
ativacao oocitaria em sémen suino. Esse protocolo baseia-se na extra¢do das
proteinas da matriz perinuclear por exposicdo dos espermatozéides a uma
solugéo com alto pH.

Devido a pequena quantidade de proteina que pode ser extraida da
matriz perinuclear do espermatozoéide do gato, a extracdo das proteinas nao
soluveis foi realizada na forma de pool para os animais normospérmicos (gatos
1, 2 e 3) e teratospérmicos (gatos 5 e 6).

As amostras de espermatozoéides apds extracdo das proteinas do
citosol foram descongeladas em gelo, unidas em pool para animais
normospérmicos ou teratospérmicos e lavadas duas vezes em meio ICM e
centrifugacéo a 4.000 x g por 10 minutos a 4°C. Todas as etapas a seguir
foram realizadas a temperatura de 4°C.

Apos lavagem da amostra, os espermatozoides foram ressuspendidos
em um tamp&o de lavagem contendo alta concentragdo de sal [1 M KCI
(P9541, SIGMA), 10 mM Tris (15,456-3, SIGMA), 0,2 mM PMSF (P7626,
SIGMA), pH 7,4]. A amostra foi incubada em gelo por 30 minutos com agitacéo
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constante e, posteriormente, lavada em meio ICM e centrifugada a 10.000 x g
por 10 minutos.

As cabecas dos espermatozdides foram ressuspendidas e incubadas
por 10 minutos em gelo e agitacdo constante em solugéo alcalina de carbonato
de sodio [100 mM NayCOs; (22,353-0, SIGMA), pH 11,5]. A amostra foi
neutralizada até pH final de 7,4 utilizando meio tampéo a base de Tris (0,5 M,
pH 3,0) acrescida de 12 mM de DTT. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos e inibidores da protease (200 pM
PMSF, 2 ug/ mL pepstatina, 2 ug/ mL leupeptina) foram adicionados. A solucao
foi re-centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos e submetida a
ultracentrifugacéo por uma hora a 4°C utilizando velocidade de 110.000 x g.

Uma amostra do pellet contendo as cabecas dos espermatozéides foi
fixada em glutaraldeido 2,5% para analise da ultraestrutura por microscopia
eletrbnica de transmissdo para determinacdo da dissolucdo da matriz
perinuclear.

As etapas seguintes sdo semelhantes as descritas para a extragdo das
proteinas espermaticas do citosol. O sobrenadante foi lavado em tampé&o de
injecdo, concentrado em membrana de ultrafiltracdo (Amicon Ultra-4® 30,
Millipore Co.) e as proteinas precipitadas em sulfato de aménio 50%. O pellet
foi armazenado a -20°C, descongelado, lavado em tampao de injecao e re-
concentrado em membrana de ultrafiltracdo (Amicon Ultra-4® 10, Millipore Co.).
Uma aliquota foi separada e diluida para dosagem de proteina total pelo
método de BCA e a amostra foi aliquotada e armazenada a -80°C.

6. Microscopia eletronica de transmissao

A andlise ultraestrutural das cabecas dos espermatozoides foi realizada
apos os procedimentos de colheita de sémen, descongelacdo, ruptura das
membranas espermaticas utilizando sonicador e incubacdo em solucdo de
carbonato de sodio para extracdo da matriz perinuclear. Todas as amostras
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% e tampao fosfato 0,1 M
(pH=7,4) e mantidas a 5°C até o momento do processamento.
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&_ Processamento para microscopia eletrdnica de transmissao

¢+ Lavagem em tampéao fosfatado 0,1 M, pH 7,3 (3 vezes por 15 minutos).
+ Pos-fixacdo por 2 horas em tetroxido de ésmio 15 no mesmo tampao.
+ Lavagem em 4gua destilada (3 lavagens de 5 minutos).

+ Incubacéo por 2 horas em acetato de uralina 0,5% em solucdo aquosa.

+ Desidratacdo em sequéncia crescente de solu¢des de 50, 70, 90 e 100%

de acetona.
+ Embebicdo em resina (Araldite®) e acetona 100% por 12 horas.
+ Embebic&o em resina na estufa a 37°C por uma hora.
+ Incluséo em resina e polimerizacdao em estufa a 60°C por 72 horas.
+ Trimagem.

¢+ Selecédo de campos desejados com o uso de cortes semi-finos corados
em azul de metileno 1% e azur Il 1% em solug&o de bdrax 1%.

¢+ Obtencdo de cortes ultrafinos utilizando ultramicrétomo (Ultratome |lI
880, LKB).

¢ Coloracdo dos cortes ultrafinos em solugdo saturada de acetato de

uranila em alcool 50% e, posteriormente, em citrato de chumbo.

Apos preparo do material e coloracéo, as grades foram analisadas em
microscépio de transmissdo (CM100®, Philips) e as células espermaticas

fotografadas para andlise da ultraestrutura.
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7. Eletroforese unidimensional

Amostras das proteinas do citosol (soluvel) para todos os animais
separadamente e das proteinas da matriz perinuclear (ndo-soltvel) para o pool
dos animais normospérmicos e teratospérmicos foram submetidas a
eletroforese unidimensional e, posteriormente, a técnica de eletroforese
bidimensional. Quando n&o citado, todos os reagentes mencionados foram
adquiridos da empresa GE Healthcare (PlusOne e USB).

As amostras de proteina espermatica foram diluidas em tampdo da
amostra [60 mM Tris-HCI (pH 6,8), 50% glicerol, 2% SDS, 23 mM 2-
mercaptoetanol, 0,1% bromofenol azul), na propor¢céo de 1 do tampdao para 4
da amostra e aquecidas a 100°C por 7 minutos. Um gel separador de 12% de
poliacrilamida (30% de acrilamida e 0,8% de bisacrilamida) e um gel de
empilhamento a 5% de poliacrilamida foram utilizados para a corrida. Apos a
polimerizacao do gel de empilhamento, o tampé&o de corrida (25 mM Tris, 192
mM glicina, 0,1% SDS) foi adicionado a cuba (mini-cuba vertical, MiniVE®,
Amersham Biosciences).

Duas canaletas do gel foram destinadas a aplicacdo de um padrédo de
peso molecular (Full Range Rainbow®, Recombinant Protein Molecular Weight
Markers, 12 a 225 kDa, Amersham Biosciences). Nas demais canaletas do gel
foram adicionados 15 pL da amostra, resultando em uma quantidade de 36 ug
de proteina total por amostra. A cuba foi entdo ligada a uma fonte elétrica
bipolar (EPS 300 Power Supply, Amersham Biosciences) com uma corrente
elétrica constante de 15 mA/ gel e voltagem maxima de 180 V, os quais foram
aplicados durante 170 minutos.

Os géis foram corados em solucédo de 45% de metanol, 10% de acido
acético glacial e 0,1% de Coomassie Azul (Coomassie® Brilliant Blue R-250)
durante 30 minutos. Posteriormente, as imagens dos geéis foram digitalizadas e
analisadas em software especifico para leitura de eletroforese unidimensional
(ImageMaster® 1D, Amersham Biosciences) para determinacdo do peso

molecular e densidade éptica integrada (I0D) de cada banda protéica no gel.
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8. Eletroforese bidimensional
A técnica de eletroforese bidimensional foi realizada segundo os
métodos contidos em manuais técnicos (Protean® IEF Cell for 2D Instructions,

Bio-Rad Laboratories).

Rehidratacdo passiva dos strips

O volume de 35 pL das amostras de proteina foi diluido em 125 L de
solucdo de rehidratacdo (8 M uréia, 2% CHAPS, 0,001% bromofenol azul,
50mM DTT e 0,2% Bio-lytes), resultando em uma quantidade de 224 ug de
proteina total por amostra. Posteriormente, as amostras foram colocadas em
sarcofagos da bandeja de rehidratagéo.

As protecOes adesivas dos strips (7 cm, gradiente de pH 3 a 10 NL,
Immobiline® DryStrip) foram retiradas e cada um foi acomodado dentro de um
sarcofago sobre a amostra previamente diluida, ficando voltado para baixo e,
assim, em contato com o liquido. Os strips foram recobertos com 2 mL de 6leo

mineral e a bandeja mantida por 12 horas na temperatura de 20 a 25°C.

Primeira dimensao: Isoeletrofocalizacdo (IEF)

Na bandeja destinada a IEF, um papel filtro (Eletrode wicks 10x5 mm)
previamente umedecido em &gua MilliQ foi acomodado sobre cada eletrodo. Os
strips foram retirados da bandeja de rehidratagcdo, acomodados na bandeja de
IEF e recobertos novamente com 2 mL de Oleo mineral. A bandeja foi
encaixada no aparelho de IEF (Protean® IEF Cell, Bio-Rad Laboratories) e o
aparelho programado. O método de corrida utilizado para a realizacdo da IEF
esta descrito no Quadro 2.

Apoés a corrida, o excesso de 6leo mineral foi retirado de cada strip e
estes foram colocados em uma bandeja de rehidratacdo e congelados a -20°C.
Os strips foram posteriormente descongelados para a realizagdo da corrida de
segunda dimensé&o em gel de poliacrilamida.
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QUADRO 2. Ajuste do aparelho de IEF.

Temperatura 20°C

Maxima pA/ gel 50 pA

S1: Conditioning step 250 V por 15 minutos

S2: Voltage ramping Rapid (4.000 V durante 2 horas)

S3: Final focusing 4.000 V até 20.000 V hora para strips de 7 cm

S4: Hold step 500 V

&_ Seqgunda dimensio: SDS — PAGE

A corrida foi realizada em mini cubas (MiniVE®, Amersham Biosciences)
em gel de 12% de poliacrilamida. Os strips foram descongelados e colocados
numa bandeja contendo 2,5 mL da solucdo de equilibrio | [6 M uréia, 2% SDS,
0,375 M Tris-HCI (pH 8,8), 20% glicerol e 130 mM DTT] e permaneceram sob
agitacdo constante durante 10 minutos. A solucdo de equilibrio | foi retirada e
2,5 mL da solucéo de equilibrio 1l [6 M uréia, 2% SDS, 0,375 M Tris-HCI (pH
8,8), 20% glicerol e 135 mM iodoacetamida] foi adicionada a cada strip e a
bandeja agitada por 10 minutos.

Apos o término do equilibrio, um papel filtro (Eletrode wicks 10x5 mm) foi
umedecido com 5 pL de um padrdo de peso molecular (Full Range Rainbow®,
Recombinant Protein Molecular Weight Markers, 12 a 225 kDa, Amersham
Biosciences), e entdo acomodado no canto esquerdo de cada gel. Os strips
foram retirados da solucédo de equilibrio I, imersos em tampao de corrida (25
mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS) e colocados sobre o gel, lateral ao papel
filtro com o padrédo de peso molecular. O strip e papel filtro foram cobertos com

agarose 0,5%, contendo 0,001% de bromofenol azul, em tampéo de corrida.
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Os médulos foram acoplados na cuba de eletroforese, preenchidos com
tampdo de corrida e ligados a fonte elétrica bipolar (EPS 300 Power Supply,
Amersham Biosciences). A miliamperagem foi fixada em 15 mA/ gel e a
voltagem permaneceu livre. O tempo de corrida para os géis variou de 100 a
130 minutos.

Os géis foram corados em solucdo de 45% de metanol, 10% de acido
acético glacial e 0,1% de Coomassie Azul (Coomassie® Brilliant Blue R-250)
durante 30 minutos. As imagens dos géis foram digitalizadas (ImageScanner Il,
GE Healthcare) e analisadas em software especifico para leitura de
eletroforese bidimensional (ImageMaster® 2D Platinum, version 7.0, GE

Healthcare).



Regultados
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RESULTADOS

1. Extracdo das proteinas espermaticas

1.1. Avaliagao ultraestrutural

A partir das caracteristicas ultraestruturais normais da regido da
cabeca dos espermatozoides (Figura 7) foram acompanhadas modificacdes
morfoldégicas nessa regido, as quais foram promovidas pelas etapas dos
protocolos de extracdo das proteinas espermaticas do citosol e matriz
perinuclear, tais como; congelacdo/ descongelacdo (Figura 8), sonicacao
(Figura 9) e incubacao em carbonato de sédio (Figuras 10, 11, 12 e 13).

Apbs a etapa de congelagéo/ descongelacdo das células espermaticas
por imersado direta em nitrogénio liquido, previamente ao processo de extracao
das proteinas, foi comum o achado de espermatozdides com pontos de ruptura
das membranas plasmatica e acrossomal externa e, conseqientemente,
liberacdo do conteudo acrossomal com preservacdo da matriz perinuclear e
nacleo (Figura 8).

Por sua vez, o procedimento de sonicacdo dos espermatozéides levou
a uma ruptura total das membranas plasmatica e acrossomal externa, contudo
sem causar danos estruturais a matriz perinuclear e ao nucleo das células
espermaticas (Figura 9).

A etapa de incubacdo em carbonato de sédio promoveu a dissolucao
da matriz perinuclear em diferentes graus, levando em alguns casos a total
auséncia da mesma em determinadas porc¢des da cabeca do espermatozoide
(Figura 10). Na maioria dos espermatozoides ocorreu destacamento completo
da matriz perinuclear com ruptura da membrana acrossomal interna e envelope
nuclear e, consequentemente, desestruturagdo do nucleo e perda da coeséo
do material genético semelhante a descondensacgéo da cromatina (Figuras 11,
12 e 13). Para algumas células esperméticas, nas quais ha total auséncia da
matriz perinuclear, é possivel observar apenas resquicios do material genético
(Figura 11).
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FIGURA 7. Espermatozoide integro antes do procedimento de extragdo das

proteinas esperméticas. AC = conteddo acrossomal, MP = membrana plasmética,

MPN = matriz perinuclear, N = ndcleo. Aumento de 31.500x.
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FIGURA 8. Espermatozéide apods procedimento de congelacdo/ descongelacao.

MAE = membrana acrossomal externa, MP = membrana plasmatica, MPN = matriz

perinuclear. R = ruptura das membranas plasmatica e acrossomal externa. Aumento

de 31.500x.
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MPN

MPN

FIGURA 9. Espermatozoide apds procedimento de sonicacdo. Ruptura completa das

membranas plasmatica e acrossomal externa. MPN = matriz perinuclear. Aumento

de 31.500x.

MPN

MPN

FIGURA 10. Espermatozéide apds incubacdo em carbonato de sddio. Dissolucdo e

auséncia parcial da matriz perinuclear com desestruturacdo da cromatina. MPN =

matriz perinuclear, A = auséncia da MPN, N = nlcleo. Aumento de 23.000x.
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RC

FIGURA 11. Espermatozéide apés incubacdo em carbonato de sédio. D

destacamento da matriz perinuclear e desestruturagdo da cromatina, RC

resquicios de material genético, | =

espermatozoide apresentando

integridade da matriz perinuclear e do ndcleo. Aumento de 9.750x.

<+« MPN
EN

7

FIGURAS 12 e 13. Espermatozéide apos incubacdo em carbonato de sodio.

MPN = matriz perinuclear, EN = envelope nuclear. Aumento de 107.500x

(esquerda) e 77.500x (direita).
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1.2. Total de proteina espermatica recuperada

O protocolo utilizado para a extracdo das proteinas do citosol resultou
em uma quantidade média de proteina total recuperada de 0,40 + 0,03 pg por
milhdo de espermatozoides submetidos ao processo de extracdo. Por sua vez,
a extracdo das proteinas da matriz perinuclear resultou em uma quantidade
média de 0,033 + 0,01 pug e 0,123 + 0,001 ug de proteina total por milhdo de
espermatozoides antes e depois, respectivamente, da inclusdo do agente
redutor DTT ao protocolo de extracdo, o que levou a um aumento de 3,7 vezes
na quantidade de proteina recuperada. Desta forma, a quantidade de proteina
total recuperada da matriz perinuclear foi em média 3,3 vezes menor quando

comparada a quantidade de proteina recuperada do citosol.

TABELA 2. Quantidade de espermatozoide utilizado, quantidade de proteina total
recuperada e proporgdo de proteina total recuperada por quantidade
de espermatozoides utilizados para os protocolos de extracdo das

proteinas espermaticas do citosol (SE°) e matriz perinuclear (SE™).

Tipo de Quantidade de  Quantidade de Proteina total /
amostra Animal espermatozdide  proteinatotal  espermatozéide
(x10%) (kL) (ng/ 10°)
Gato 1 1768,5 732,5 0,414
Normo  Gato2 1689,0 642,0 0,380
Gato 3 1653,0 650,9 0,394
SE*
Interm Gato 4 2019,0 796,3 0,394
Gato 5 2073,5 907,2 0,438
Terato
Gato 6 1671,5 660,5 0,395
Normospérmicos 7289,0 903,6 0,124
SEM”
Teratospérmicos 5127,5 627,8 0,122

Normospérmicos (Normo); qualidade seminal intermediaria (Interm); teratospérmicos (Terato).
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2. Eletroforese unidimensional

A eletroforese unidimensional das amostras de proteinas espermaticas
revelou um total de 28 bandas protéicas em ambas as amostras provenientes
da matriz perinuclear e 33 bandas protéicas em todas as amostras de proteina
do citosol (Figura 14). Analisando as colunas das proteinas do citosol, quarta a
nona coluna (Figura 14), é possivel observar uma distribuicdo mais uniforme
das bandas protéicas entre os diferentes pesos moleculares, sem diferenca
visivel entre os animais. Em contrapartida, na segunda e terceira coluna da
Figura 14, correspondentes as proteinas da matriz perinuclear, as bandas

distribuem-se principalmente nas regides de baixo peso molecular.

FIGURA 14. Gel de eletroforese unidimensional das proteinas espermaticas. Iniciando
da segunda coluna da esquerda para a direita, as amostras correspondem ao SE™
de animais normospérmico (Normo) e teratospérmico (Terato) e ao SE® dos gatos 1

ao 6, sendo o gato 4 de qualidade seminal intermediaria (Interm).
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As amostras das proteinas espermaticas do citosol apresentaram maior
guantidade de proteina nas bandas protéicas localizadas no intervalo de 0 a 40
kDa, seguido do intervalo de 40 a 60 kDa. Adicionalmente, a banda protéica de
maior peso molecular, presente nas amostras das proteinas do citosol, foi de
100 kDa. Para as proteinas espermaéticas provenientes da matriz perinuclear, o
intervalo de peso molecular que apresentou maior quantidade de proteina foi
de 0 a 30 kDa, com pronunciada redugdo nos intervalos de maior peso
molecular. A banda protéica de maior peso molecular visualizada em ambas as

amostras da matriz perinuclear foi de 54 kDa.

TABELA 3. Valores médios para peso molecular (kDa) e quantidade
de proteina (ug) das bandas protéicas presentes na
eletroforese unidimensional de amostras provenientes do

citosol (SE®) e matriz perinuclear (SEM").

Banda
Tipo de
roteina
. Peso molecular (kDa) Quantidade de proteina (pg)
79,6 £0,71 0,34 £ 0,06
72,5+0,45 0,29 +0,04
SEC 69,1+ 0,33 0,25 0,05
67,0+£0,0 0,48 +£0,13
34,4+ 0,39 0,67 +0,26
54,0+1,41 0,17+0,10
41,7 £ 0,67 0,91+0,10
39,6 +0,45 0,40+0,28
SEMP
31,6+£0,0 0,62 £0,01
24,8 +0,0 0,60 + 0,05
15,8+0,0 1,16 £ 0,10
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Nas bandas protéicas de ambas as amostras de proteinas da matriz
perinuclear foram localizadas cinco bandas (Tabela 3) com peso molecular
proximo ao de outras proteinas ja descritas para a matriz perinuclear das
células espermaticas de outras espécies.

Para as amostras de proteinas do citosol foi observado um total de
guatro bandas protéicas no intervalo de peso molecular de 60 a 80 kDa, o qual
provavelmente contém a proteina PLC{ de 70 kDa (Figura 15). As quatro
bandas protéicas foram encontradas em todas as amostras espermaticas
utilizadas para extracdo, do gato 1 ao 6 (Tabela 3). A quantidade de proteina
de cada banda foi semelhante entre animais normospérmicos (gatos 1, 2 e 3) e
teratospérmicos (gatos 5 e 6) para as bandas de 69,1, 72,5 e 79,6 kDa,
enquanto que a banda de peso molecular de 67,0 kDa foi ligeiramente maior
para 0s animais normospérmicos. Em ambas as amostras de proteinas da
matriz perinuclear néo foi localizada nenhuma banda protéica no intervalo de
60 a 80 kDa.

FIGURA 15. Gel de eletroforese unidimensional das proteinas espermaticas do citosol.

Proteinas entre o intervalo de 60 a 80 kDa estdo indicadas por seu peso molecular.
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3. Eletroforese bidimensional

3.1. Numero de spots e porcentagem de equivaléncia

Com o auxilio de software especifico, os géis de diferentes amostras
dentro de cada tipo de extrato, do citosol ou da matriz perinuclear, foram
pareados e, assim, o grau de equivaléncia (match) foi determinado entre os
pares de géis.

O numero de spots encontrado em cada gel e a porcentagem de
equivaléncia entre as amostras das proteinas do citosol estdo presentes no
Quadro 3. Em média, a porcentagem de equivaléncia dos gatos
normospérmicos (1, 2, e 3) entre si, com 0s gatos teratospérmicos (5 e 6) e
com o gato 4 foi de 33,5 £ 4,1%, 26,9 + 5,1% e 19,6 * 8,4%, respectivamente.
Por sua vez, o grau de equivaléncia dos animais teratospérmicos entre si e
com o gato 4 foi de 16,9% e 21,7 £ 1,9%, respectivamente. Nas amostras de
proteinas da matriz perinuclear foi encontrada uma quantidade de spots de 95
e 111 para a amostra pool dos animais normospérmicos e teratospérmicos,

respectivamente, e 35,9% de equivaléncia entre ambas.

QUADRO 3. Numero total de spots por gel (N° Spots), nimero de spots
equivalentes por pareamento e porcentagem de equivaléncia entre o

pareamento para as amostras de proteinas do citosol.

Animal Gato 1 Gato 2 Gato 3 Gato 4 Gato 5 Gato 6

Animal | N°Spots 75 125 120 118 176 203

Gato 1 75 75 (100) | 43(43,0) | 29(29,7) | 12(12,4) | 31(24,7) | 25(18,0)
Gato 2 125 43 (43,0) | 125(100) | 34(27,8) | 35(28,8) | 62(41,2) | 24 (14,6)
Gato 3 120 29(29,7) | 34(27,8) | 120 (100) | 21(17,6) | 48(32,4) | 49(30,3)
Gato 4 118 12 (12,4) | 35(28,8) | 21(17,6) | 118 (100) | 30(20,4) | 37(23,1)
Gato 5 176 31(24,7) | 62(41,2) | 48(32,4) | 30(20,4) | 176 (100) | 32(16,9)
Gato 6 203 25(18,0) | 24(14,6) | 49(30,3) | 37(23,1) | 32(16,9) | 203 (100)
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3.2. Distribuicdo das proteinas por massa molecular e ponto isoelétrico

A guantidade (volume) e nimero total de proteinas presentes em cada
gel foram divididos em intervalos de peso molecular (0-10, 10-20, 20-30, 30-40,
40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 e acima de 100 kDa) e de ponto
isoelétrico (3-4, 4-5, 5-6, 6-7, 7-8, 8-9, 9-10) e estdo expressos em
porcentagem para as proteinas do citosol (Figuras 16 e 17) e matriz perinuclear
(Figuras 18 e 19).

Para as proteinas do citosol é possivel observar dentro de cada
intervalo, para os valores de massa molecular e ponto isoelétrico, uma
correspondéncia entre o nimero de proteinas e a quantidade de proteina
presente. As amostras provenientes do citosol apresentaram maior quantidade
e numero de proteina no intervalo entre 0 a 40 kDa com queda acentuada nos
intervalos de maior peso molecular (Figura 16). Para o ponto isoelétrico, a

maioria das proteinas se distribuiu na faixa de pH de 4 a 8 (Figura 17).

%

25 1 H Quantidade de proteinas
k4 Numero de proteinas
20 A
15 -+
10 -~
5 -
0 1 1 1 1 1 1

0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 90-100 acima

de 100
kDa

FIGURA 16. Distribuicdo em diferentes intervalos de peso molecular da quantidade e nimero

das proteinas espermaticas extraidas do citosol.
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k4 Numero de proteinas

P |

FIGURA 17. Distribuicdo em diferentes intervalos de ponto isoelétrico da quantidade e nimero

das proteinas espermaticas extraidas do citosol.

Para as proteinas espermaticas provenientes da matriz perinuclear,
mais de 50% da quantidade e numero dessas proteinas esta presente no
intervalo de peso molecular de 0 a 20 kDa (Figura 18). A partir do peso
molecular de 40 kDa € observada intensa reducdo na quantidade e niumero de
proteinas. No intervalo de 0 a 10 kDa hé& grande diferenca entre a quantidade
de proteina e o numero de spots, assim, as proteinas presentes nessa faixa
apresentam maior volume de proteina. Essa situacdo reverte-se para as
proteinas de maior peso molecular, dessa forma, no intervalo entre 40 até 100
kDa os spots presentes apresentam pequena quantidade de proteina.

Da mesma forma que evidenciado para as proteinas do citosol, as
proteinas da matriz perinuclear distribuiram-se principalmente nos intervalos de
ponto isoelétrico de 4 a 8 (Figura 19). As proteinas da matriz perinuclear no
intervalo de pH de 4 a 5 apresentaram maior quantidade de proteina por spot.
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45 1 H Quantidade de proteinas
40 - k4 Numero de proteinas
35 -

0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 90-100 acima
de 100

kDa

FIGURA 18. Distribuicdo em diferentes intervalos de peso molecular da quantidade e nimero

das proteinas espermaticas extraidas da matriz perinuclear.

%
35 1 H Quantidade de proteinas
L4 Numero de proteinas
30 -
25 1
20 A
15 -+
10 -~
5 - .
0 T T T T T T

3-4 4-5 5-6 6-7 7-8 8-9 9-10 pH

FIGURA 19. Distribuicdo em diferentes intervalos de ponto isoelétrico da quantidade e namero

das proteinas espermaticas extraidas da matriz perinuclear.
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3.3. Proteinas esperméticas do citosol

Apbés leitura das amostras dos extratos espermaticos do citosol foi
possivel observar 16 spots no intervalo de peso molecular de 60 a 80 kDa, os
guais estdo presentes na maioria das amostras dos animais normospermicos,
teratospérmicos e gato 4. E importante ressaltar que nem todos os animais
apresentaram os 16 spots e que essa variacdo foi independente da qualidade
espermética (normospérmico ou teratospérmico). O intervalo de 60 a 80 kDa foi
escolhido devido ao fato da proteina de interesse, a PLCC, apresentar em torno
de 70 kDa. Os spots presentes nesse intervalo para todos os gatos foram
agrupados e enumerados de acordo com sua localizagdo no gel (Figura 20)

elou pela equivaléncia entre eles, a qual foi determinada através do software
(Tabela 4).

4

+

FIGURA 20. Gel de eletroforese bidimensional da amostra de proteina espermatica do citosol

para o gato 1. Os spots de interesse, entre 60 e 80 kDa, estdo enumerados.
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TABELA 4. Spots presentes na eletroforese bidimensional das proteinas
espermaticas do citosol entre o intervalo de 60 a 80 kDa para todos

os gatos. Spots equivalentes apresentam mesma numeragao.

Peso Molecular Ponto Quantidade de
Spot Amostra L, . ,
(kDa) Isoelétrico proteina (ug)

Gato 1 68,2 3,7 0,79
Gato 2 71,1 3,6 0,23
Gato 3 68,9 3,7 0,71

1 Gato 4 54,1 3,9 0,31
Gato 5 70,4 3,4 0,36
Gato 6 69,2 3,8 0,62
Média + DP 67,0 £6,4 3,7%0,2 0,50 0,2
Gato 1 82,8 4,1 1,04
Gato 2 71,6 4,0 0,66

2 Gato 3 95,1 4,0 0,25
Gato 5 61,8 3,8 0,61
Média + DP 77,8+14,4 4,0+0,1 0,64+0,3
Gato 1 68,7 4,5 0,93
Gato 2 77,2 4,6 0,29

. Gato 3 56,6 4,6 0,44
Gato 5 69,0 4,4 0,20
Gato 6 70,1 4,3 0,51
Média + DP 68,3+7,4 4,5%0,1 0,48 +0,3
Gato 1 67,7 4,9 0,85
Gato 2 66,0 4,9 0,54

4 Gato 4 59,4 5,0 2,30
Gato 5 60,1 4,7 0,39
Gato 6 63,1 4,5 0,32
Média + DP 63,2+3,6 4,8%0,2 0,88+0,8
Gato 1 83,8 49 1,17
Gato 2 87,4 4,9 0,14

= Gato 4 73,5 4,9 0,78
Gato 5 76,0 4,7 0,21
Gato 6 74,6 5,0 1,25
Média + DP 79,1+6,2 49+0,1 0,71+0,5
Gato 1 65,1 5,3 1,02
Gato 2 62,2 5,4 1,65
Gato 3 59,0 5,5 1,33

6 Gato 4 58,6 5,3 0,81
Gato 5 68,5 5,2 0,40
Gato 6 61,9 5,1 0,66
Média + DP 62,6 £3,8 53+£0,2 0,98 0,5
Gato 1 78,8 5,6 1,26
Gato 3 81,5 5,8 0,40

s Gato 4 70,6 5,5 0,66
Gato 5 70,0 5,4 0,40
Gato 6 71,9 5,6 0,92
Média + DP 74,6 £5,3 5,6 0,2 0,73+0,4
Gato 1 73,7 5,5 0,58
Gato 2 74,9 5,3 1,26
Gato 3 71,8 5,7 0,59

8 Gato 4 62,7 5,5 0,73
Gato 5 67,1 5,4 1,05
Gato 6 71,0 5,7 0,75

Média + DP 70,2+ 4,6 55%0,1 0,83+0,3
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TABELA 4. Continuagéo.

Peso Molecular Ponto Quantidade de
Spot Amostra . ;
(kDa) Isoelétrico proteina (pg)
Gato 1 62,1 5,6 2,40
Gato 2 63,6 5,7 1,61
9 Gato 4 58,2 5,5 0,43
Gato 5 58,9 5,5 0,96
Gato 6 61,5 5,6 2,13
Média  DP 60,9%2,3 5,6 0,1 1,50 £ 0,8
Gato 1 73,1 5,8 0,35
Gato 2 73,2 5,6 1,20
Gato 3 63,3 5,8 0,34
10 Gato 4 61,0 5,7 0,94
Gato 5 66,2 5,7 0,64
Gato 6 63,5 5,8 0,45
Média  DP 66,7%5,3 5,7+0,1 0,65%0,3
Gato 1 70,9 6,1 0,58
Gato 2 71,6 6,1 0,83
Gato 3 69,9 6,0 1,06
11 Gato 4 67,9 6,1 0,83
Gato 5 65,3 6,0 1,11
Gato 6 71,0 6,0 0,51
Média + DP 69,4 +2,4 6,0+0,1 0,82+0,2
Gato 1 69,3 6,2 0,34
Gato 2 71,6 6,3 0,92
Gato 3 70,3 6,3 0,35
12 Gato 4 67,9 6,3 0,36
Gato 5 65,3 6,2 0,52
Gato 6 71,4 6,2 0,55
Média + DP 69,3%2,4 6,2+0,1 0,51+0,2
Gato 1 69,3 6,3 0,52
Gato 2 70,6 6,5 0,37
16 Gato 4 67,0 6,4 0,65
Gato 5 64,8 6,4 0,31
Gato 6 71,0 6,4 1,05
Média  DP 68,5%2,6 6,4+0,1 0,58+0,3
Gato 1 73,1 6,5 0,39
Gato 2 72,7 6,6 0,65
1 Gato 4 67,4 6,6 0,21
Gato 5 67,6 6,6 0,69
Gato 6 72,8 6,7 0,52
Média  DP 70,7%2,9 6,6+0,1 0,4910,2
Gato 1 57,5 6,5 0,19
Gato 2 64,5 6,7 0,51
Gato 3 54,6 6,3 0,71
15 Gato 4 61,8 6,6 0,47
Gato 5 53,8 6,7 0,34
Gato 6 58,5 6,8 0,39
Média  DP 58,5+ 4,1 6,6 0,2 0,43+0,2
Gato 1 55,8 6,7 0,79
Gato 2 64,5 6,9 0,19
Gato 3 55,0 6,6 0,56
16 Gato 4 61,8 6,9 0,26
Gato 5 53,5 6,8 0,44
Gato 6 58,2 6,9 0,47

Média + DP 58,1+4,3 6,8+0,1 0,45+ 0,2
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3.4. Proteinas esperméticas da matriz perinuclear

As amostras das proteinas da matriz perinuclear apresentam um
namero pequeno de proteinas localizadas entre 60 a 80 kDa, com um total de 5
e 4 spots para 0S animais normospérmicos e teratospérmicos,
respectivamente. A andlise desses spots revelou 5 pares equivalentes para 0s
dois tipos de amostra, as quais envolvem spots nesse intervalo (60 a 80 kDa) e
alguns fora do mesmo (Tabela 5). Spots apresentando peso molecular proximo
ao de outras proteinas ja descritas para a matriz perinuclear foram separados
por par de equivaléncia para as duas amostras e estao listados na Tabela 5. A
localizac&o dos spots presentes na Tabela 5 esta indicada na Figura 21 através
de seu numero de identificagdo.

,

:

FIGURA 21. Gel de eletroforese bidimensional das proteinas espermaticas da matriz
perinuclear dos animais normospeérmicos. Os spots de interesse estdo enumerados.
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TABELA 5. Spots presentes na eletroforese bidimensional

das proteinas

espermaticas da matriz perinuclear de animais normospérmicos e

teratospérmicos. Spots equivalentes apresentam mesma numeragao.

Massa Molecular Ponto Quantidade de
Spot Amostra e )
kDa Isoelétrico proteina (ug)

N 15,0 4,7 5,73

1 T 14,8 4,4 3,32
Média + DP 14,9+0,1 4,5%0,2 4,52+1,7
N 15,9 5,4 2,77

2 T 15,4 4,8 0,12
Média + DP 15,7+0,4 51+0,4 1,45+1,9
N 23,9 4,5 2,35

3 T 23,8 4,3 1,58
Média  DP 23,810,1 4,4+0,1 1,96 £ 0,5
N 25,5 5,8 1,12

4 T 25,6 5,5 3,24
Média  DP 25,5%0,1 5,7%0,2 2,18+1,5
N 25,5 6,9 1,04

5 T 25,7 6,7 0,91
Média + DP 25,6+0,1 6,8+0,2 0,98+0,1
N 32,3 5,8 1,25

6 T 32,6 5,6 1,36
Média  DP 32,5%0,2 5,7%0,2 1,31%0,1
N 41,0 5,8 0,79

7 T 40,4 5,5 1,33
Média  DP 40,7 0,4 5,7 £0,2 1,06 £ 0,4
N 42,1 5,7 1,03

8 T 41,4 5,5 0,92
Média  DP 41,8+0,5 56%0,2 0,98 0,1
N 61,2 9,2 0,39

9 T 55,3 8,6 0,57
Média + DP 58,3 +4,1 89+0,4 0,48+0,1
N 65,0 8,1 0,47

10 T 65,3 7,7 0,27
Média + DP 65,2%0,2 7,9+0,3 0,37%0,1
N 65,5 5,7 0,49

11 T 74,4 5,5 0,41
Média  DP 70,0+ 6,3 56%0,1 0,45+0,1
N 71,0 6,0 0,54

12 T 84,5 6,3 0,25
Média + DP 77,8%9,5 6,2+0,2 0,39%0,2
N 72,5 4,3 0,85

13 T 90,7 3,2 0,53
Média + DP 81,6 +12,9 3,8+0,7 0,69+0,2

Amostra de animais normospérmicos (N); amostra de animais teratospérmicos (T).
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DISCUSSAO

Os protocolos descritos na literatura destinados a extracdo das
proteinas espermaticas do citosol ou matriz perinuclear (WU et al., 1998; WU et
al.,, 2001; KUROKAWA et al., 2005) mostraram-se eficientes quando
adaptados para os espermatozéides dos gatos domésticos no presente
trabalho. Essa afirmacdo baseia-se no fato de que a determinacdo da
concentracdo protéica para ambos os extratos espermaticos, SE¢ e SEMP,
revelou a presenca de proteinas.

Inicialmente, a extracdo das proteinas esperméticas do citosol consistia
no rompimento das membranas plasmaticas pelo processo de sonicacdo ou
aplicacado de repetidos ciclos de congelacdo/ descongelacdo em nitrogénio
liguido, ambos seguidos pelo procedimento de ultracentrifugacdo, para a
retirada de restos celulares (SWANN, 1990; GALIONE et al., 1997; WU et al.,
1997; JONES et al., 1998b). Com a utilizacdo desse protocolo foi relatada a
obtencdo de 10 a 20 pg de proteina total por milhdo de espermatozéides em
camundongos e suinos (SWANN, 1990).

Posteriormente, na tentativa de obter extratos espermaticos mais
purificados e concentrados, Wu et al. (1998) testaram em suinos a precipitacdo
das proteinas em solucdo de sulfato de amonio saturada a 50%. Para verificar
a presenca do fator espermatico desencadeador da ativacdo oocitéria, o pellet
e sobrenadante resultantes da precipitacdo em sulfato de aménio foram
injetados separadamente em od6cito de camundongos. Com base na
observacdo de que apenas o pellet foi capaz de causar OsCa*;, Wu et al.
(1998) concluiram que a precipitacdo em sulfato de aménio foi eficiente para a
purificacdo dos extratos espermaticos. Com a inclusdo dessa etapa de
purificacdo nos protocolos de extracdo das proteinas espermaticas do citosol,
foi relatada a obtencdo de uma quantidade de 2 pg ou de 5 a 8 ug de proteina
por milhdo de espermatozéides em suinos (WU et al., 1998; KUROKAWA et
al., 2005) e de 2,5 a 4 ug de proteina por milhdo de espermatozéides em
camundongos (KUROKAWA et al., 2005).
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No presente estudo, o0 protocolo de extracdo das proteinas
espermaticas do citosol, adaptado de Wu et al. (1998), resultou em uma
guantidade média de proteina total recuperada de 0,40 + 0,03 pg por milhdo de
espermatozoides. Desta forma, a recuperacdo das proteinas espermaticas do
citosol foi de 5 a 20 vezes e de 6 a 10 vezes menor quando comparada ao
obtido em suinos e camundongos, respectivamente (WU et al., 1998;
KUROKAWA et al., 2005). A diferenca na quantidade de proteina recuperada
pode estar relacionada a variagdo no tamanho e formato entre os
espermatozoides das diversas espécies de mamiferos. Enquanto as dimensdes
da cabeca dos espermatozoides de suinos e camundongos sao em média 8,5 x
4,2 ym e 7,9 x 3,2 um (comprimento x largura) respectivamente, nos gatos
domésticos estas dimensfes sao de 4,8 x 2,6 um (CUMMINS e WOODALL,
1985). Portanto, a menor quantidade de proteina por milhdo de
espermatozoides recuperada neste estudo pode ser devido, provavelmente, ao
fato do espermatozéide do gato ser menor quando comparado ao de outras
espécies utilizadas para a extracédo das proteinas do citosol.

Os primeiros protocolos para a extracdo das proteinas da matriz
perinuclear, voltados ao estudo do fator espermético responséavel pela ativacao
oocitaria, consistiam na incubacdo das cabecas dos espermatozdides em
Triton X-100, um detergente nao idnico, e, posteriormente, em meio com alta
concentracdo de DTT, um forte agente redutor (PERRY et al., 1999; 2000;
FUJIMOTO et al., 2004). Esse protocolo resultou na total recuperacéo do fator
espermatico causador das OsCa®'; em camundongos (PERRY et al., 1999),
porém o mesmo ndo foi observado para os espermatozoides de suinos
(KUROKAWA et al., 2005). Por essa razédo, na tentativa de recuperar todo o
fator espermatico responséavel pela ativacdo do odcito, os espermatozéides de
suinos foram expostos a extragdo alcalina em carbonato (KUROKAWA et al.,
2005), a qual é utlizada para a recuperacdo de proteinas associadas as
membranas (FUJIKI et al., 1982).

Neste estudo, com a extracdo das proteinas da matriz perinuclear pelo
método de incubacdo em meio alcalino de carbonato, foi recuperada uma
quantidade de proteina total de 0,033 + 0,01 pg por milhdo de
espermatozoides. Devido a baixa quantidade de proteina obtida, foi realizada a
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suplementacdo da solucdo de neutralizacdo com DTT e, desta forma, foi
observado um aumento de 3,7 vezes na quantidade de proteina recuperada,
sendo esta de 0,123 * 0,001 pg de proteina total por milhdo de
espermatozoides. Baseado nesses resultados, em gatos domésticos a
guantidade recuperada de proteina total da matriz perinuclear foi em média 3,3
vezes menor quando comparada a quantidade de proteina recuperada do
citosol. Esse resultado est4 de acordo com o relatado para espermatozoéides de
suinos, no qual a recuperacdo das proteinas da matriz perinuclear foi de duas a
oito vezes menor quando comparada a quantidade de proteina do citosol
(KUROKAWA et al., 2005).

O processo de extracdo das proteinas espermaticas foi acompanhado
pela analise ultraestrutural dos espermatozéides. Com base nessa avaliacao foi
observada a eficiéncia do processo de sonicacdo em causar a ruptura das
membranas plasmatica e acrossomal externa e, conseqientemente, liberacdo
do contetddo do citosol para o meio extracelular. E importante ressaltar que
apos a sonicacdo ndo foram observados danos visiveis a estrutura da matriz
perinuclear e do nucleo das células esperméticas.

Em adicdo, a etapa de incubacdo em carbonato de sédio levou a
dissolugdo da matriz perinuclear em diferentes graus, com alguns
espermatozoides apresentando o citoesqueleto ainda integro e outros a total
auséncia do mesmo. Na maioria das células espermaticas foi possivel observar
uma desestruturacdo nuclear semelhante a descondensacdo da cromatina.
Uma explicagdo plausivel para esse achado pode residir no fato de que o
processo de extracdo levou a alteracdes importantes na estrutura da matriz
perinuclear que, entre outras funcdes, é responsavel por manter a integridade
do nucleo (EDDY, 2006). Essa hipétese € baseada na observacdo de que,
apos a extracdo das proteinas, ocorreu um destacamento visivel da matriz
perinuclear do nucleo e a visualizacdo de resquicios da cromatina quando
houve total dissolu¢do da matriz.

O DNA nos espermatozéides é mantido em seu estado condensado
devido a acdo de moléculas de protamina, as quais sdo compostas por uma
regido central rica em arginina e extremidades ricas em cisteina, que através

de pontes de dissulfureto fazem a ligacdo entre as protaminas adjacentes
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(HUD et al., 1994; PRIETO et al.,, 1997). O DTT, por causar a quebra das
pontes de dissulfureto, é conhecido por promover a reducédo na ligacéo entre as
moléculas de protamina em espermatozoides intactos (TATENO e
KAMIGUCHI, 1999; SZCZYGIEL e WARD, 2002). Apesar da verdadeira acao
do DTT no processo de descondensacdo nuclear ainda ser contraditoria, foi
relatado que a utilizacdo desse agente redutor em conjunto com detergentes,
como o Triton X-100, é capaz de promover a quebra da cromatina em
espermatozoéides (SZCZYGIEL e WARD 2002; CHANG e ZIRKIN, 2005).

Nos testes iniciais realizados neste experimento, nos quais o DTT nédo
foi utilizado, a desestruturacdo do nucleo também foi evidenciada, porém em
menor grau. Com base nesse achado é importante ressaltar que ndo apenas a
acdo do DTT sobre as pontes de dissulfureto pode ser a responsavel pelo
aumento no grau de ruptura do arranjo nuclear, mas também a maior
dissolucédo do citoesqueleto apos a adicdo do DTT. Assim, talvez a acéo
conjunta de fatores como; o rompimento das membranas espermaticas, a
perda do citoesqueleto e a acdo do DDT, tenha contribuido para a
descondensacédo da cromatina observada na andlise ultraestrutural.

No presente estudo, utilizando as técnicas de eletroforese
unidimensional e bidimensional, ndo foi observada diferenca entre os animais
normospérmicos (gatos 1, 2 e 3), teratospérmicos (gatos 5 e 6) e gato 4 quanto
a distribuicdo das proteinas e porcentagem de equivaléncia calculada pelo
software, para as amostras dos extratos espermaticos do citosol e da matriz
perinuclear. Em contrapartida, comparando a distribuicdo das proteinas do
citosol e da matriz perinuclear, foi observada grande diferenca em ambas as
técnicas de eletroforese. Enquanto que a maior parte das proteinas do citosol
se localizaram na faixa de peso molecular de 0 a 40 kDa, mais de 50% das
proteinas da matriz perinuclear foram visualizadas na faixa de 0 a 20 kDa. Essa
maior quantidade de proteinas abaixo de 20 kDa nas amostras da matriz
perinuclear também foi observada na eletroforese unidimensional.

A matriz perinuclear, também conhecida como teca perinuclear, € um
citoesqueleto especializado que se localiza abaixo do acrossomo e circunda
quase que completamente o nucleo esperméatico (DE JONGE e BARRATT,
2006). Até o momento, trés classes de proteinas podem ser distinguidas na
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matriz perinuclear de mamiferos; as proteinas estruturais, as histonas e as
proteinas sinalizadoras (EDDY, 2006). Para os gatos domésticos, ndo ha
relatos na literatura a respeito da composicao protéica da matriz perinuclear.

Em espermatozoides bovinos, apds extracdo das proteinas da matriz
perinuclear, 20 pg de proteina total foi submetida a técnica de eletroforese
unidimensional SDS-PAGE e um total de 20 bandas protéicas, incluindo seis
bandas proeminentes (15,5, 25, 28, 32, 36 e 60 kDa), foram identificadas (OKO
e MARAVEI, 1994). No presente estudo, para as amostras da matriz
perinuclear, foi encontrado um total de 28 bandas protéicas, localizadas abaixo
de 54 kDa, com sete bandas proeminentes de peso molecular de 13, 15,8,
16,6, 20,5, 21,4, 34,6 e 41,7 kDa. A diferenca observada entre o perfil protéico
dos dois estudos pode ser devido a variagdo entre as espécies ou a utilizacédo
de métodos diferentes para extracao das proteinas da matriz perinuclear. Oko
e Maravei (1994) relataram diferentes perfis protéicos dependendo do método
usado para a extragdo das proteinas da matriz perinuclear.

As proteinas estruturais pertencentes a matriz perinuclear ja
identificadas s&o; calicin (LONGO et al., 1987; VON BULOW, 1995; LECUYER
et al., 2000), cylicin | e Il (HESS et al., 1993; 1995) e Arp-T1 e Arp-T2 (familia
das proteinas relacionadas a actina) (HEID et al., 2002).

A proteina calicin, identificada como a proteina de banda proeminente
de 60 kDa em bovinos (OKO e MARAVEI, 1994) e, posteriormente, descrita em
espermatozoides de humanos e suinos, apresenta peso molecular (PM) de 60
a 66,9 kDa e ponto isoelétrico (pl) de 7,9 a 8,1 (VON BULOW, 1995; LECUYER
et al., 2000). Neste estudo, apesar de nao ter sido identificada banda protéica
acima de 54 kDa para as proteinas da matriz perinuclear, na eletroforese
bidimensional foram identificados dois spots em ambas as amostras
(normospérmicos e teratospérmicos) com médias de 58,3 /8,9 e 65,2/7,9 (PM
/ pl).

Por sua vez, as proteinas cylicin | e Il, descritas em espermatozéides
bovino e humano, apresentam valores de pl acima de 10 (10,55) (HESS et al.,
1993; 1995), sendo superior a faixa de pl utilizada neste experimento.
Entretanto, a banda protéica de 54 kDa, observada na eletroforese

unidimensional deste estudo, pode estar relacionada a cycilin 1l (PM = 53,7
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kDa) (HESS et al., 1995). Segundo Heid et al. (2002), em bovinos, ambas as
proteinas Arp-T1 e Arp-T2 apresentam PM de aproximadamente 40 kDa e pl
de 5. Para os gatos domésticos, foram observadas duas bandas protéicas de
41,7 e 39,6 kDa e dois spots proeminentes de 40,7 /5,7 e 41,8 / 5,6 (PM / pl)
em ambas as amostras.

Dentre as proteinas semelhantes a histona, que estdo presentes na
matriz perinuclear, sao incluidas a variante histona sub-acrossomal H2B
(SubH2BvV) (15 kDa) (AUL e OKO, 2002), inicialmente designada como PT15
(OKO e MARAVEI, 1994), e as proteinas de nucleo somatico; H3 (18 kDa),
H2B (17 kDa), H2A (14,5 kDa) e H4 (14 kDa) (TOVICH e OKO, 2003), todas
identificadas em bovinos. Entre outras possiveis fungfes, provavelmente, as
histonas presentes na matriz perinuclear sirvam como uma rapida fonte para os
primeiros estagios da formac&do do pro-nucleo masculino (SUTOVSKY et al.,
2003).

A proteina SubH2Bv foi relatada ser a banda de 15 kDa previamente
descrita por Oko e Maravei (1994) em bovinos. No presente estudo, também foi
identificada uma banda protéica proeminente de 15,8 kDa, sendo a maior
banda em ambas as amostras (normospérmicos e teratospérmicos). Na
eletroforese bidimensional, foram localizados dois spots proeminentes com
médias de 14,9 / 45 e 15,7 / 5,1 (PM / pl) que poderiam corresponder a
proteina SubH2Bv. Entre a faixa de peso molecular de 14 a 18 kDa, foram
encontrados bandas protéicas e spots proeminentes com pl médio de 4,4 a 4,7
em ambas as amostras, os quais podem estar relacionados as histonas de
ndcleo somaético.

Em 2008, Mountjoy et al. identificaram a proteina de 24-25 kDa,
previamente descrita entre as seis bandas protéicas proeminentes da matriz
perinuclear de bovinos (OKO e MARAVEI, 1994), como a proteina RAB2A.
Essa proteina, ligadora da GTP e pertencente a um subgrupo da superfamilia
Ras, provavelmente, esta envolvida nas vias de fusdo e transporte de vesiculas
(PEREIRA-LEAL e SEABRA, 2001). No presente estudo, foram encontrados
uma banda protéica proeminente, de 24,8 kDa, e trés spots, de 23,8/ 4,4, 25,5
/5,7 e 25,6/6,8 (PM/ pl), préximos ao descrito para a RAB2A.
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Na tentativa de identificar o fator indutor da ativacdo oocitaria, a
proteina PT32, pertencente a matriz perinuclear, foi proposta como possivel
candidata (SUTOVSKY et al., 2001; 2002). Nas amostras de proteinas da
matriz perinuclear avaliadas neste experimento, foram encontrados uma banda
protéica de 31,6 kDa e um spot com 32,5 kDa e pl 5,7. Contudo, baseado em
estudos ja realizados em outras espécies, ainda ndo foi confirmada a real
participacdo da proteina PT32 no desencadeamento da ativacéo dos odcitos.

A respeito das proteinas espermaticas provenientes do citosol, ndo
existem relatos que descrevam o seu perfil protéico nos espermatozéides de
mamiferos. E necessario salientar que, enquanto as proteinas que compdem a
matriz perinuclear, acrossomo, membranas plasméticas e acrossomais sao
extensivamente estudadas, devido a sua importancia nas etapas de maturacéo
espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento inicial do embrido (EDDY, 2006),
as proteinas do citosol s6 ganharam destaque apds o achado de que esta
regido do espermatozoide, provavelmente, contém o fator espermatico
responsavel pela ativacdo oocitaria (SWANN, 1990). Desta forma, os estudos
sobre a composicdo do citosol espermatico concentraram-se na identificacao
de uma possivel candidata a fator espermatico da ativacao oocitéria.

Neste estudo, foi possivel observar uma maior quantidade de proteina
total, bandas protéicas e spots nas amostras provenientes do citosol quando
comparadas as amostras da matriz perinuclear. Entretanto, é essencial
destacar que, para o processo de extracdo das proteinas do citosol, séo
utilizados espermatozéides que ainda apresentam o acrossomo. Desta forma,
as proteinas soluveis que foram recuperadas podem fazer parte tanto da
porcdo do citosol quanto do acrossomo. Esse fato soma-se as demais
dificuldades em se estudar somente as proteinas que compfem o citosol.
Assim, o protocolo utilizado neste estudo, para a extracdo das proteinas do
citosol, visa especialmente recuperar o fator espermatico protéico da ativacéo
oocitaria e ndo necessariamente a identificacdo das proteinas dessa regido do
espermatozoide.

A proteina oscillin (33 a 35 kDa), primeira candidata a fator espermatico
desencadeador da ativacdo oocitaria, ja foi identificada em extratos
espermaticos do citosol de humanos, camundongos e suinos (PARRINGTON
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et al., 1996; SWANN e LAI, 1997; WU et al., 1998). Para os gatos domésticos,
nas amostras do extrato espermatico do citosol deste estudo, foram localizados
uma banda protéica proeminente de 34,4 kDa e dois spots com PM / pl médios
de 33,0/5,6 e 33,8/ 4,8, 0s quais podem corresponder a proteina oscillin.
Atualmente, existem fortes evidéncias de que a proteina PLCC é a
verdadeiro fator de ativacdo do odécito (SWANN et al., 2006). Essa proteina ja
foi localizada em extratos espermaticos do citosol de hamster, camundongo,
suino, equino e humano (SAUNDERS et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2004;
KUROKAWA et al.,, 2005, GRADIL et al.,, 2006, GRASA et al., 2008) e nos
extratos da matriz perinuclear de camundongo e suino (FUJIMOTO et al., 2004;

KUROKAWA et al., 2005). Adicionalmente, estudos do genoma identificaram
homélogos da proteina PLCC em oito espécies de mamiferos; homem, macaco,

camundongo, rato, touro, cachaco, cdo e chimpanzé. Esses homodlogos
apresentaram peso molecular de 70 a 75 kDa e grande variacdo no ponto
isoelétrico, de 5,29 em ratos a 9,14 em humanos (SWANN et al., 2006).

Neste estudo, nos extratos espermaticos do citosol dos gatos
domésticos foram localizadas quatro bandas protéicas com peso molecular de
60 a 80 kDa, incluindo duas bandas com média de 69,1 £ 0,33 e 72,5 + 0,71
kDa. Na técnica de eletroforese bidimensional foram observados 16 spots na
faixa de 60 a 80 kDa. Cada um desses spots foi localizado na maioria das
amostras, sendo sempre uma ao menos pertencente a gatos normospérmicos
e teratospérmicos. Os spots com peso molecular médio mais préximo ao
descrito para a PLC( foram: 69,3/ 6,2, 69,4/ 6,0, 70,2 /5,5, 70,7/ 6,6 e 74,6 /
5,6 (PM/ pl).

Por sua vez, em ambas as amostras do extrato espermatico da matriz
perinuclear nao foi encontrada banda protéica na faixa de 60 a 80 kDa, fato que
pode estar relacionado a baixa quantidade de proteina presente nesse intervalo
de peso molecular. Em contrapartida, na eletroforese bidimensional foram
localizados 4 spots na faixa de 60 a 80 kDa, incluindo dois spots com médias
mais préximas a PLCC: 70,0/5,6 e 77,8/ 6,1 (PM / pl).

Comparando os valores de PM e pl dos spots mais proximos a PLCC,
dois spots do citosol (69,4 / 6,0 e 70,2 / 5,5) apresentaram grande proximidade

a um spot da matriz perinuclear (70,0 / 5,6). A quantidade média de proteina
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nesses spots foi de 0,45 ug para a matriz perinuclear e de 0,82 e 0,83 ug para
o citosol. Considerando o total de proteina recuperada por espermatozoide
utilizado é possivel estimar a quantidade da proteina de cada spot que esta
presente em um unico espermatozéide. A quantidade média de proteina por
espermatozoide foi de 0,25 fg (0,27 fg normospérmicos e 0,22 fg
teratospérmicos) para o spot da matriz perinuclear e de 1,46 fg (1,46 fg
normospérmico e 1,45 fg teratospérmico) para o spot 69,4 / 6,0 e de 1,48 fg
(1,45 fg normospérmicos e 1,61 fg teratospérmico) para o spot 70,2 / 5,5,
ambos presentes nas amostras do citosol. Devido ao baixo nUmero de animais
e de repeticdo dos géis, € dificil concluir se ha ou nao diferenca na quantidade
de proteina por espermatozoide entre 0S animais normospérmicos e
teratospérmicos. Contudo, € possivel afirmar que os extratos da matriz
perinuclear apresentaram 7,3 vezes menos proteina por espermatozéide em
relacéo aos extratos do citosol.

A guantidade de proteina por espermatozodide das possiveis candidatas
a PLCC observadas neste estudo € inferior ao encontrado em extratos
espermaticos do citosol de camundongo apds quantificagdo por anticorpos, 20
a 50 fg e 40 a 50 fg de PLCC (SAUNDERS et al., 2002; FUJIMOTO et al.,
2004). De acordo com Swann et al. (2006), o fato da PLCC apresentar
diferentes quantidades e poténcia entre as espécie pode indicar a existéncia de
um ajuste preciso dentro de cada espécie da dose eficaz de PLC(, contida em
um Unico espermatozoide, ao tamanho e sensibilidade do odcito receptor.

Considerando que esses spots correspondem a PLCC, pode-se concluir
gue esta proteina esta distribuida em ambas as porcbes do espermatozoéide
dos gatos domésticos, porém em diferentes quantidades. E importante
destacar que quanto maior a quantidade de proteina presente na por¢do do
citosol, maior a sua solubilidade. Adicionalmente, diferengas na quantidade e
solubilidade da PLCC foram relatadas entre as espécies de mamiferos
estudadas até o momento (SWANN et al., 1996).

N&o obstante, apesar de localizados bandas e spots de peso molecular
préximo ao descrito para a PLCC, ndo é possivel afirmar se esta proteina esta
realmente presente nos extratos espermaticos do citosol e matriz perinuclear

dos gatos domésticos. Para isso, seriam necessarios métodos mais precisos
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de identificacdo, como as técnicas de Western Blot e imunolocalizagéo, as
quais se baseiam na utilizagdo de anticorpos. Entretanto, pelo fato da PLC( ter
sido identificada apenas recentemente, ndo ha anticorpos comercialmente
disponiveis contra essa proteina. Adicionalmente, os anticorpos contra a PLC(
de camundongo (numero de acesso NP_473407; SAUNDERS et al., 2002) e
suino (nimero de acesso BAC78817; KUROKAWA et al., 2005), produzidos
exclusivamente em experimentos, poderiam ndo ser capazes de localizar a
PLCC em gatos, uma vez que falhas na ligacdo desses anticorpos a PLCC de
outras espécies ja foram relatadas (KUROKAWA et al., 2005; GRADIL et al.,
2006).

Recentemente, estudos destinados a identificacdo e quantificacdo da
proteina PLCC tém demonstrado a importancia dessa proteina na determinagéo
da fertilidade dos animais. Em equinos, animais classificados como sub-férteis
apresentaram menor quantidade de PLC{ quando comparados aos animais
férteis (GRADIL et al.,, 2006). Em adi¢do, estudos em homens inférteis, que
falham durante o procedimento de ICSI, demonstraram que esses pacientes
nado apenas apresentam espermatozoides com menor quantidade de PLCC
(YOON et al., 2008), mas também expressam uma maior quantidade de formas
anormais desta proteina (HEYTENS et al., 2009).

Nesse contexto, a utilizacdo da PLCC, proveniente dos extratos
espermaticos ou de RNAm, tem produzido bons resultados nos procedimentos
de ICSI (BEDFORT et al., 2003; YOON et al., 2008). N&do menos importante,
estudos envolvendo a transferéncia nuclear tém demonstrado que o0 uso da
ativacdo semelhante a fertilizacdo pode melhorar alguns aspectos da
reprogramacéao nuclear (KNOTT et al., 2002; ROSS et al., 2009). Desta forma,
o estudo da PLC{ em gatos domésticos ndo apenas podera indicar a
deficiéncia desta proteina em animais sub-férteis e inférteis, mas também
trazer beneficios com a utilizagcdo dos extratos espermaticos, ou da propria
proteina, nos procedimentos de ICSI e transferéncia nuclear em programas de
reproducdo assistida destinados a conservacdo das espécies de felideos

selvagens.
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CONCLUSAO

Nos extratos espermaticos do citosol e matriz perinuclear de gatos
domeésticos normospérmicos e teratospérmicos foram localizadas proteinas
apresentando peso molecular semelhante ao previamente descrito para a

proteina PLC{ em outras espécies de mamiferos.
Em adicao, podemos concluir que:

e Os protocolos utilizados neste estudo foram eficientes para a extragao
das proteinas do citosol e matriz perinuclear dos espermatozoides de
gatos domeésticos, com maior quantidade de proteina recuperada nas

amostras provenientes do citosol.

&_ O perfil protéico entre as amostras do citosol e matriz perinuclear foi
diferente em ambas as técnicas de eletroforese, enquanto que a
distribuicdo das proteinas e porcentagem de equivaléncia ndo foram

diferentes entre os animais normospérmicos e teratospérmicos.
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