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RESUMO
SCOTT, C. Estudo protedmico das células esperméticas de touros. Botucatu,
2017. 87p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

O estudo protedmico é utilizado como ferramenta na reproducdo animal como
auxilio para compreesao da fisiologia das células. Neste sentido esta técnica é
empregada em espermatozoides na tentativa de elucidar 0s processos
biolégicos e assim determinar os mecanismos moleculares envolvidos na
separacao do sexo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi descrever as proteinas
das células espermaticas de bovinos em diferentes aspectos. No estudo 1,
investigou-se a influéncia do tampéao de extracdo, associado ou ndo ao meétodo
mecanico (flash-frozen), e da concentracdo celular sobre a quantidade de
proteinas extraidas de espermatozoides de bovinos. Foram utilizados como
tampdes TRIS contendo Nonidet P-40 (NP), RIPA modificado (RP) e
uréia/tiuréia/lCHAPS (UT), e as concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 x 10°
espermatozoides/mL em grupos submetidos ou ndo ao flash-frozen. As
concentracdes de proteina total foram quantificadas e gel de eletroforese SDS-
1D foi confeccionado. O tratamento UT recuperou maior concentracdo de
proteinas, porém no RP as proteinas apresentaram melhor resolugdo no gel de
eletroforese. A concentracao protéica aumentou de acordo com a concentragao
de células no NP e UT. A influéncia do flash-frozen variou de acordo com o
tratamento. No estudo 2, o objetivo foi tracar o perfil proteico de células
espermaticas sexadas (X e Y) de bovinos. Foram utilizadas amostras
comerciais de espermatozoides sexados X (n = 6) e Y (n = 6). As proteinas
foram solubilizadas, submetidas a espectromia de massas, analise SWATH.
Foram identificadas 459 proteinas comuns aos grupos, 10 variaram a
abundancia relativa (p < 0,05) De acordo com os resultados obtidos nos 2
estudos conclui-se que a concentracdo de proteina recuperada em uma
amostra varia de acordo com o tratamento e concentracdo celular. Ndo foram
identificadas proteinas exclusivas presentes nos espermatozoides sexados
para X ou Y, entretanto deve-se ressaltar que ha uma contaminacdo de 10%

com espermatozoides portadores dos cromossomos opostos, ainda assim, este



estudo poder4q ser utilizado como embasamento cientifico para novas
pesquisas em busca de marcadores sexo-especificos.

Palavras chave: bovino, extracao-proteina, proteina- sexo-especifica



ABSTRACT
SCOTT, C. Proteomic studies of bull sperm cells. Botucatu, 2017. 87p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,

Sao Paulo, Brasil.

The proteomic study is used as a tool in animal reproduction as an aid to
understanding of the cells physiology. In this regard, this technique is used in
spermatozoa in an attempt to elucidate the biological processes and thus
determine the molecular mechanisms involved in the sex separation. Therefore
the aim of this study was to describe the bovine sperm cell proteins in different
aspects. In study 1, the influence of the extraction buffer, associated or not to
mechanical method (flash-frozen), and cellular concentration on the amount of
proteins extracted from bovine spermatozoa were investigated. TRIS buffers
containing Nonidet P-40 (NP), modified RIPA (RP) and urea/thiourea/CHAPS
(UT) were used as well as concentrations of 2, 4, 6, 8 and 10 x 10°
spermatozoa/mL in groups submitted or not to flash-frozen. Total protein
concentrations were quantified and SDS-1D gel electrophoresis was prepared.
The UT treatment recovered a higher concentration of proteins, but in RP the
proteins showed better resolution in electrophoresis gel. The protein
concentration increased according to the concentration of cells in the NP and
UT. The influence of flash-frozen varied according to the treatment. In study 2,
the objective was to map the protein profile of sexed sperm cells (X and Y) of
cattle. Commercial samples of sexed spermatozoa X (n = 6) and Y (n = 6) were
used. The proteins were solubilized, submitted to mass spectrometry SWATH
analisys. 459 proteins common to the groups were identified, 10 varied in
relative abundance (p <0.05). According to the results obtained in the 2 studies
it is concluded that the concentration of recovered protein in a sample varies
according to the treatment and cellular concentration. No exclusive proteins
were identified in spermatozoa sexed for X or Y, but it should be noted that
there is a 10% contamination with spermatozoa bearing the opposite
chromosomes, however, this study could be used as a scientific basis for further
research in search of sex-specific markers.

Keywords: bovine, protein-extraction, sex-specific-proteina



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A utilizacdo das biotecnologias nos programas de reproducdo de
bovinos vem aumentando nos ultimos anos. Parte deste crescimento se deve
ao aumento da produtividade que a aplicacdo destas técnicas tem promovido.
Esse fato, em sua maioria, € devido a melhor compreenséo da fisiologia animal
oriunda de pesquisas relacionadas aos mecanismos moleculares, incluindo a
protedmica, que estdo envolvidos nas diferentes funcdes celulares.

Dentre as biotecnologias que poderiam gerar grande impacto ao
sistema de producéo a utilizacdo do sémen sexado se apresenta como uma
ferramenta altamente desejavel. Entretanto, sua aplicacdo em programas de
inseminacao artificial (1A), atualmente, ndo apresenta resultados consistentes
em relacdo a taxa de prenhez obtida. A técnica de selecdo espermatica por
citometria de fluxo, apesar de ser a que possui melhor eficicia para este fim,
também se mostra pouco eficiente em relacdo a quantidade de doses
produzidas, além de ser um procedimento altamente exaustivo ao
espermatozoide devido aos danos causados durante o processo de separacao
(BONDAN, 2012; DEJARNET, 2012), o que limita sua utilizacdo de apenas
touros com alta fertilidade.

Associadas a esses fatores, a subfertilidade e a infertilidade sdo um
dos maiores problemas econémicos na pecudria, causando Sérios prejuizos ao
produtor, pois estdo relacionadas a baixa producdo anual de bezerros
acarretando menor producdo de carne e leite (SOGGIU, 2013; ASLAM et al.,
2014). Nesse sentido, estudos dos mecanismos moleculares envolvidos no
funcionamento espermatico, contribuirdo para minimizar os efeitos indesejaveis
nesta célula. Nas Ultimas décadas as técnicas relacionadas a protebmica
celular permitem, cada vez mais, identificar e caracterizar fun¢des bioldgicas
importantes para o aprimoramento das biotecnologias da reproducéao.

Atualmente, os estudos de proteinas vém ganhando destaque como
ferramenta nas pesquisas bioloégicas, com a proposta de estudar
genes/proteinas e fungdes celulares e moleculares. Dentre os meétodos de
estudo protedmico, a espectrometria de massas € difundida e sua funcéo € a
identificacdo e caracterizacdo de proteinas com alta sensibilidade

(AEBERSOLD, 2003). No espermatozoide, estudos indentificaram proteinas



relacionadas a cabeca (KICHINE et al, 2013). Outros grupos descreveram
proteinas relacionadas a funcdo da cauda (AMARAL et al., 2013;
HASHEMITABAR et al., 2015). Estes resultados tém estimulado diversas
pesquisas na tentativa de elucidar as proteinas envolvidas nos processos
biolégicos que envolvem as células espermaticas.

Os avancos das técnicas protedmicas tém identificado proteinas que
permitem compreender os processos envolvidos na fertilizagdo, a fim de
entender as caracteristicas dos espermatozoides que podem ser (teis no
desenvolvimento de métodos de separagcdo das células pelo sexo (AITKEN;
BAKER, 2007; DE CANIO et al., 2013; RAHMAN, 2013).

Este trabalho objetivou-se em analisar os espermatozoides de
bovinos em diferentes vertentes na tentativa de encontrar o melhor método e
concentracdo ideal de células para a solubilizacdo de proteinas. Além disso,
através de analises qualitativa e quantitativa de espectrometria de massas 0s
espermatozoides foram analisadas a fim de tracar um perfil proteico diferencial

entre as células portadoras do cromossomo X e Y.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A estrutura dos espermatozoides

Os espermatozoides sédo formados por duas regides estruturais:
cabeca e cauda. Na cabeca se encontra o ndcleo, 0 acrossoma e em menor
quantidade estruturas citoesqueléticas e citoplasma (EDDY, 2006). No ndcleo a
informacédo paterna esta organizada de forma uUnica. Comparada as células
somaticas, a cromatina dos espermatozoides se encontra em um estado mais
condensado e compacto (WARD; COFFEY 1991). Esta caracteristica,
especifica dos espermatozoides, se deve a troca das proteinas nucleares
presentes nas células sométicas (histonas) por protaminas durante a
espermatogénese (BALHORN, 1982). Além disso, a unidade basica da
cromatina no espermatozoide é o toréide de protamina (HUD et al., 1993), ao
contrario das células somaticas, que possuem 0 nucleossomo.
Aproximadamente 50.000 pb de DNA do tor6ide sdo firmemente enrolados
pelas protaminas, formando uma estrutura em forma de “donut” (rosca) ou
tordide. Essa constituicdo é importante na protecdo e manutencdo da
estabilidade do DNA e permite que todo o DNA a ser transportado pelo
espermatozoide ocupe um volume menor do que se estivesse na forma de
nucleossomos (BALHORN, 1982). Estudos mostraram que a permanéncia das
histonas, ou a ocorréncia de anormalidades nas protaminas, podem levar a
distirbios na condensacdo da cromatina (complexo DNA-proteina) dos
espermatozoides, repercutindo sobre a fertiidade (GREDHILL, 1966;
EVENSON et al., 1980; MELLO, 1982).

A cauda tem como funcao principal a motilidade espermatica. Nela
se encontram o colo, a peca intermediaria, a peca principal e a peca terminal
(FAWCETT, 1975). Apesar de ter sua fisiologia bem descrita, os componentes
moleculares relacionados a func¢édo da cauda ainda estdo em estudo (TURNER,
2003). Ao longo de toda cauda se encontra 0 axonema constituido de um
arranjo de 9 microtubulos duplos e um par central e algumas centenas de
proteinas acessorias conferindo a forca de movimento a célula (LINDEMMANN;
LESICH, 2016).

O colo é a porcao que se liga a cabeca do espermatozoide e tem



como principal funcao a articulacao entre a cabeca e a cauda (TURNER, 2006).
A peca intermediaria se inicia no fim do colo, se caracteriza pela presenca de 9
fibras densas externas (do ingés ODF) que se encontram externamente aos
microtubulos e um revestimento de mitocondrias envolvendo as ODFs e o
axonema. As mitocbndrias possuem milhares de proteinas que estdo
envolvidas em diversos processos metabdlicos responsaveis por, entre tantas
funcdes, a producéo de energia (ATP), o que garante a motilidade espermatica
(PAGLIARINI et al.,, 2008; PIOMBONI et al.; 2011), A peca intermediaria
termina com o annulus, aproximadamente a um quarto do fim da cauda, que
marca o inicio da pecga principal. Este ponto é o fim do revestimento
mitocondrial, presente apenas ha peca intermediaria, e inicio da peca principal
gue se estende cerca de dois tercos pelo comprimento do flagelo. Neste local
também ¢é onde duas das ODFs sao substituidas por bainhas fibrosas
longitudinais que ets&o presentes exclusivamente na peca principal. Com o fim
da peca principal e inicio da peca terminal as ODFs e bainhas fibrosas
longitudinais acabam, e a porc¢ao final contém apenas o axonema circundado
pela membrana plasmética (TURNER, 2003; 2006).

2.2. A formacéo do espermatozoide

Os espermatozoides sao células haploides, especializadas, com
habilidade limitada de biossintese e regeneracgdo celular (AMANN; GRAHAM,
1993). Sdo formadas no testiculo (FRANCA et al., 2005) e maturadas durante o
transito epididimario (DACHEAUX et al., 2005). Este processo pode ser dividido
em trés fases:

Fase 1. Fase proliferativa. As espermatogdnias se multiplicam pelo
processo de mitose e se transformam em espermatdécitos |, células diploides
(2N).

Fase 2. Fase meidtica. Os espermatécitos | sofrem a primeira
meiose e se tornam espermatocitos Il. Estes, por meio da segunda meiose, se
tornam espermatides, células haploides (1N).

Fase 3: Fase de diferenciagdo ou espermiogénese. As espermatides
se diferenciam e se tornam espermatozoides (ADLER, 1996).

Em uma reviséo, Boerke et al. (2007), relatam que apoés as divisbes



meidticas as células passam por grandes mudancas na forma e na
organizagédo, elas se tornam alongadas e apresentam acrossoma. Ambos o0s
processos requerem a transcricdo e traducdo do mRNA pos-meiotico. Na fase
de diferenciacdo espermatica a expressao génica é silenciada e se inicia a
condensacdo do DNA em protaminas, formando estruturas de DNA
supercondensadas que auxiliam a formagdo do nucleo e a motilidade
espermatica pelo trato reprodutivo da fémea (MILLER et al., 2010). A fase de
maturacao final ocorre no epididimo e coincide com o declinio do conteudo de
RNA e a falta de sintese proteica. Desta forma, acredita-se que algumas
proteinas presentes nos espermatozoides maduros sdo advindas do processo
de maturacdo no transito epididimario (LALANCETTE et al., 2006; BAKER,
2016).

ApoOs a primeira divisdo meiotica as células sdo haploides, mas
contém ambos os cromossomos X e Y que evoluiram dos autossomos e sao
totalmente diferentes e especializados. O cromossomo X preservou
evolutivamente 98% dos genes dos autossomos ancestrais, enguanto 0
cromossomo Y preservou apenas 3% (HU; NAMEKAWA, 2015). No que diz
respeito a diferenciacdo sexual, logo ap6s a divisdo meibtica, a composicdo
proteica dos espermatozoides que carregam 0s cromossomos X ou Y sO serao
diferentes quando os produtos génicos forem de células haploides individuais
(HENDRIKSEN, 1999), entretanto, ap0s a meiose a transcricao e traducéo de
proteinas ndo acontecem mais, esse processo é chamado silenciamento pos-
meidtico. Por outro lado, alguns genes ligados ao sexo e que podem estar
envolvidos no desenvolvimento embriondrio inicial, sdo reativados apos o
silenciamento pds-meidtico e se expressam em espermatides haploides
(GALERAUD-DENIS et al., 2007; HU; NAMEKAWA, 2015). Apesar dos poucos
estudos, a evidéncia da transcricdo pOs silenciamento € essencial no
entendimento dos ultimos passos da maturacdo espermatica (GALERAUD-
DENIS et al., 2007). Ademais, pesquisadores buscam entender como ocorre 0
silenciamento meiotico dos cromossomos sexuais e qual a sua significancia
biologica (HEIJDEN; BAARENDS, 2011).

Kildemo (2012) citou em uma revisdo, que o silenciamento ocorre
pois 0 espermatozoide ndo possui complexos citoplasméaticos ribossomais

suficientes para suportar a traducao proteica. Deste modo, o autor sugeriu que



esse processo ocorre nas mitocondrias. Outros autores relataram a traducéo
pés-meidtica de algumas proteinas envolvidas no processo de capacitacao.
Utilizando um inibidor mitocondrial de traducdo (D-chloramphenicol), eles
afirmaram que existe um tipo de mitocdndria (mitochondrial type ribosome) que
€ capaz de traduzir proteinas durante a capacitacdo, sugerindo que a traducéo
proteica € um passo importante para o espermatozoide em eventos durante e
pos-capacitacdo (ZHAO et al., 2009).

E importante ressaltar que a fungéo conhecida do espermatozoide é
levar os genes paternos no processo de fertilizacdo, entretanto, varios estudos
mostram que a contribuicdo da célula espermética vai além do DNA. Ela
também fornece uma grande variedade de moléculas de mRNA com papel
essencial durante a fertilizacdo (BUKOWSKA et al., 2013).

Quatro teorias s&o descritas a respeito da fungdo do RNA
espermatico. A primeira delas se relaciona a sinalizacdo de “espermatozoides
irmaos”, facilitando a evolugdo e a cooperacdo das células durante a
ejaculacdo. A segunda teoria € sobre o processo de empacotamento na célula
diploide. O RNA age no controle da manutencdo do material genético paterno.
A terceira é de que o RNA atua como um mecanismo de prote¢do, permitindo
gue a fémea tenha acesso somente ao espermatozoide que fertilizara o odcito.
A quarta hipotese é de que o RNA espermatico age na manipulacdo da
maquinaria de fertilizagdo do od6cito em beneficio do gene masculino
(HOSKEN; HODGSON, 2014).

A passagem de transcritos através do silenciamento pds meibtico
pode ser a explicacdo para traducdo poOs-meiodtica. A identificacdo e a
quantificacdo das proteinas expressas nas ceélulas sdo bastante importantes no
entendimento da dindmica e do funcionamento celular. As andlises qualitativa e
quantitativa de proteinas sao conhecidas mundialmente como estudo
protedmico e auxiliam no entendimento do que a célula espermatica necessita
para sobreviver e funcionar corretamente (RAHMAN, et al., 2013).

As proteinas presentes na ceélula espermatica possuem papel vital
na motilidade, na maturacdo, na capacitacao, na fertilizacdo, na ativacao do
odcito e no desenvolvimento embrionario. Ainda que seus mecanismos nao
sejam totalmente elucidados, qualquer defeito molecular nessas proteinas pode
levar a baixa fertilidade (BYRNE et al.,, 2012; GOVINDARAJU et al., 2012).



Ademais, a célula espermatica tem varios estagios funcionais para a analise
prote6bmica (ndo capacitada, capacitada e pos-reacdo acrossomal) (AITKEN;
BAKER, 2007).

2.3. Técnicas de extracdo de proteinas

Devido a heterogeneidade dos materiais e das diferentes
propriedades fisico-quimicas das proteinas, distintas abordagens podem ser
seguidas para o preparo de amostras (BARACAT-PEREIRA et al., 2012). Nesta
fase, as seguintes etapas devem ser consideradas: rompimento celular e
extracdo das proteinas; inativacdo e/ou remocdo de substancias
interferentes/contaminantes e solubilizacdo da amostra (GORG et al., 2004;
BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Conhecer as propriedades fisico-quimicas inerentes a cada proteina
€ fundamental na escolha, no desenvolvimento do processo de extracao e na
manutencao da estabilidade das proteinas-alvo durante o trabalho (BARACAT-
PEREIRA et al, 2012), A escolha do método influéncia diretamente a
diversidade de proteina recuperada (KUPRADIT; KETUDAT-CAIRNS, 2009).

O processo de extracdo comeca sempre com ruptura celular ou lise
(GALDOS-RIVEROS, 2009). As técnicas mais utilizadas se baseiam na
homogeneizacdo dos tecidos ou células e na destruicdo dos limites celulares,
por meio de diferentes procedimentos fisicos e/ou quimicos. Estes
procedimentos tentam maximizar a liberacdo das proteinas de interesse,
evitando a degradacdo térmica ou alteracdes secundarias por oxidacao,
protedlises, entre outros.

Muitos protocolos tém sido desenvolvidos visando a lise celular, os
quais sdo usados em escala laboratorial, podendo ser classificados como:
métodos fisicos mecanicos, fisicos ndo mecéanicos e quimicos. Os métodos
fisicos sdo mais acessiveis economicamente, 0 seu USO Ndo € necessario ser
associado a quimicos. Entretanto, o calor gerado no processo deve ser
combatido evitando a desnaturacéo das proteinas (MORRIS, 2006).

Nos meétodos fisicos mecanicos a eficiéncia da lise depende de
fatores como a energia utilizada, a concentragcdo celular, o tempo e a

temperatura. Nele estdo 0s meétodos de agitagdo com abrasivos,



homogeneizacdo ou pressédo celular (AHMED, 1959). Dentre os meétodos
fisicos ndo mecéanicos ha o choque osmotico, ciclos de
congelacédo/descongelacao, sonicacdo. Dos métodos quimicos, se destacam
0s tratamentos com alcoois, solventes, acidos, sustancias caotropicas, enzimas
liticas e detergentes. Apesar destes métodos geralmente serem eficientes,
algumas vezes o auxilio do rompimento mecanico se faz necessério.
(RABILLOUD, 2009; CORTHALS et al.,, 2000; STULTS; ARNOTT, 2005;
GORG et al., 2010; USAMI et al., 2007; BURDEN, 2012.

Detergentes s&o utilizados no isolamento de determinadas proteinas
ou para explorar a estrutura proteica da célula. Apesar de pouco estudados,
varios tratamentos séo descritos na literatura. Entender o mecanismo de acéo
de cada um na interacdo e na solubilizacdo da membrana auxiliam na escolha
do melhor tratamento de extracdo para o objetivo desejado (KIRKPATRICK et
al, 1974; MAIRE, et al. 2000).

Para a maioria das estratégias protedmicas, a espectrometria de
massas (MS) é a fase final do processo analitico, devendo fornecer dados
confidveis para a interpretacdo da informacéo codificada pelos genes, ou seja,
o proteoma. A qualidade destes dados, no entanto, € dependente da condicéo
inicial das amostras, desde as etapas de preparacdo (extracao, purificacdo e
guantificacdo) até a entrada no equipamento e processamento. Em geral, as
amostras analisadas por MS devem ser da maior pureza possivel, pouco
complexas, e ausentes de compostos que interfiram nos processos de
ionizacdo, separacdo e deteccdo de sinais, tais como: sais inorganicos,
agentes caotropicos, detergentes, polimeros e componentes ndo volateis
(BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

Neste contexto a escolha deve-se basear na natureza da amostra
(BURDEN, 2012). Nao existe um método de extracdo de proteinas adequado
para todos os tipos celulares (CHEN et al., 2011). Devido a sua estrutura Unica,
0 espermatozoide necessita ser bem estudado quanto a sua composi¢céo para

gue as técnicas sejam adequadas a tais células e sua analise protedmica.
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2.4. Estudo do sémen sexado

A selecédo do sexo tem um valor econémico significativo na pecuaria
de leite e de corte, em sistemas nos quais a produtividade € favorecida pela
progénie de um dos sexos (TAYLOR et al., 1985; VAN VLECK et al., 1987,
RUVUNA et al., 1992; HOHENBOKEN, 1999). A sexagem de espermatozoides
associada a inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides pode
incrementar o melhoramento genético animal com o aumento anual em até
25% na producao de leite e/ou carne (HOHENBOKEN, 1999).

A selecdo do sexo em espécies de interesse zootécnico € bastante
estudada e dois métodos sdo descritos para tal: selecdo do sexo em
espermatozoides (HOSSEPIAN DE LIMA et al.,, 2000; SEIDEL, 2003;) e
identificacdo do sexo em embrides (MOREIRA-FILHO et al., 2000; RAMALHO
et al., 2000). Para a pré-selecdo de sexo antes da concepc¢do o Unico método
eficaz é a separacdo de espermatozoides portadores do cromossomo X ou Y
(MAXWELL et al.,, 2004). Para a bovinocultura essa selecdo representa um
grande potencial para o melhoramento genético e satisfacdo da demanda do
mercado (PARATI et al., 2006).

Os espermatozoides portadores do cromossomo X e Y possuem
diferencas, ainda que sutis, em relacdo ao contetdo de DNA, ao tamanho, a
motilidade, a carga e ao antigeno de superficie (BORO et al., 2016). Em 1979,
Morruzi sugeriu pela primeira vez que o DNA poderia ser um fator diferencial
nos espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y, e essa poderia ser a
base da separacdo espermatica. A quantidade de DNA entre 0s cromossomos
X e Y varia significativamente interespécies, desde 2,8% em humanos até 7,5%
em chinchilas. Nos bovinos, essa variacdo chega a 3,8% e, até o0 momento
constitui-se na Unica diferenca estabelecida e validada cientificamente para a
separacao eficiente de espermatozoides X ou Y in vitro por meio da citometria
de fluxo (JOHNSON; WELCH 1999; RATH et al., 2013).

Outra forma ja descrita para a separacao do sexo, considerada uma
metodologia simples e barata, € a centrifugacdo em gradiente de densidade
(TURKER; JANSER, 2002). O processo se baseia na diferenca de densidade
entre os espermatozoides X e Y, devido a diferenca no conteitdo de DNA
(SUMNER; ROBINSON, 1976). Varias pesquisas descreveram diferentes
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gradientes (ESMAEILPOUR et al., 2012; LIMA et al., 2011), entretanto nenhum
tem validagéo cientifica comprovada.

Em 1955, Eichwald e Silmser descreveram pela primeira vez o
antigeno de membrana H-Y nas células espermaticas portadoras do
cromossomo Y, dando inicio aos estudos das diferencas proteicas entre os
espermatozoides portadores de cromossomos diferentes.

Em 1998 Blecher registrou patente (US 5, 840,504; 24/11/1998)
sobre um método de identificacdo das moléculas sexo-especificas, este
método foi relatado no seu trabalho em 1999, descrevendo o desenvolvimento
de um método para a sexagem imunolégica dos espermatozoides, pela
identificacdo de proteinas especificas do sexo (SSP, Sex Specific Protein).
Este processo se baseia na identificacdo e no isolamento dessas proteinas, na
sua purificagdo por cromatografia de coluna e na obtencdo de anticorpos
antiproteinas especificas do sexo masculino e feminino. Apos a incubagédo com
espermatozoides bovinos, os anticorpos antiproteinas especificas do sexo
feminino promoveram a aglutinacdo de 50% das células. Destas, as que néo
sofreram aglutinacéo produziram in vitro 92% de embries do sexo masculino.
N&o foi relatado se a incubacdo de espermatozoides com anticorpos
antiproteinas especificas do sexo masculino também promoveu o desvio da
proporcdo sexual em favor do sexo feminino. Os autores postularam a
presenca de diferentes proteinas cromossomais especificas do sexo na
superficie dos espermatozoides X e Y, originarias de transcricao e traducao
pos-meibtica, que ndo seriam capazes de atravessar as pontes
interespermaticas (BLECHER et al., 1999). Tal possibilidade ja foi levantada na
literatura e patenteada por ZAVOS et al. (US 4,999,283, 12/03/1991),
SPAULDING (US 5,660,997, 26/08/1997).

Uma patente publicada por Benjamin et al. (US 6, 153,373,
28/11/2000) descreve o uso de esferas magnéticas ndo porosas ligadas a
anticorpos sexo-especificos. A separacdo se da pela adicdo ao sémen de
anticorpos especificos para um dos sexos, previamente acoplados as esferas
contas. Os espermatozoides tratados sdo submetidos a um campo magnético e
0 sobrenadante removido constitui a fracdo rica em espermatozoides X ou Y.
Apesar da técnica descrita nesta patente ser de conhecimento amplo na

imunologia e, portanto, consagrada pela eficiéncia, o autor ndo relatou o uso
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dos espermatozoides sexados na I|IA ou qualquer outra técnica que
comprovasse a obtencédo do sexo desejado.

Em uma pesquisa eletroforética bidimensional com espermatozoides
de bovinos foram encontradas 42 proteinas diferenciais entre 0s
espermatozoides portadores do cromossomo X e Y. Dentre essas, 16 foram
avaliadas por espectrometria de massas e 0s autores afirmaram que estao
relacionadas ao metabolismo energético, a resisténcia ao estresse, a estrutura
do citoesqueleto, e a atividade de serinoprotease. Essas diferencas podem
afetar os fenétipos dos animais (CHEN et al., 2012).

Ainda com bovinos, De Canio et al. (2013) relataram em seu
trabalho que existem diferencas na expressdo de proteinas entre o0s
espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y. Essas diferencas estao
relacionadas a estrutura do citoesqueleto e flagelo, sugerindo diferencas
estruturais entre 0s grupos.

No que se refere a utlizacdo pratica da selecdo do sexo por
métodos imunologicos, permanece a limitacdo da necessidade de mais
investigagbes utilizando-se técnicas de identificacdo de proteinas mais

sensiveis.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

Hipotese
E possivel determinar um protocolo eficaz para otimizar a recuperacdo de

proteinas de espermatozoides.

Objetivo
O objetivo deste trabalho foi definir a concentracao espermatica adequada ao
tampéao de extracdo associado ou ndo ao flash/frozen para padronizacédo de um

protocolo de solubilizacao de proteinas.
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ABSTRACT

Proteomic data analysis is becoming increasingly important in the study of
sperm cells. With the recent advances to this technique more research must be
conducted to attempt to improve the quality of mass spectrometry analysis of
sperm cells. Thus, with this study we aimed to select the best extraction buffer,
mechanical method and ideal sperm concentration for protein extraction. A pool
of 4 straws of semen was used, the sperm concentration was assessed, and
then cells were diluted in a protease inhibitor buffer. Samples were divided into
identical pairs of 5 groups with different cell concentrations (2, 4, 6, 8 and 10 x
10° per mL), with one set per pair submitted to treament with liquid nitrogen
frozen/thawd five times, while the other was not submitted to flash-frozen.
Samples were then processed by three different methods of protein extraction
followed by sonication. Our results showed that the flash-frozen process
influences, although minimally the total protein concentration. Membrane
extracts obtained in urea/thiourea/CHAPS treatment displayed the highest
protein concentration, followed by RIPA and NP treatment, however had the
worst resolution in 1D SDS PAGE gels. Final protein concentrations varied
according to sperm concentrations and extraction buffer employed. We
conclude that the freeze/thaw process can improve protein recovery rate and
urea/thiourea/CHAPS buffer provided the best protein recovery, despite the low

gel resolution.

Keywords: bull-sperm, extraction-techniques, proteomics
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1. Introduction

The number of techniques employing proteomic analysis has grown
in recent decades, in the veterinary medicine is very important molecular
studies involving reproduction. The proteomic techniques allow the analysis of
the protein content and the study of some functions in sperm cells, as well as
expanding our understanding on post-translational modifications during the
spermatogenesis [1]. Sperm cells are produced during the spermatogenesis
and are a unique cell type, different from other somatic cells. These fact, led to
multiple studies attempting to elucidate the cellular composition and how
molecular activities relate to their function [2]. The sperm bull proteome contains
hundreds of proteins, however for most of them the function or the biological
process that they are involved in, remains unknown [3].

Protein extraction is an important initial step in proteomics [4]. In
attempt to increase the concentration of proteins recovered, mechanical and
chemical techniques have been tried. The success of these procedures depend
on variables such as the choice of buffers, protease inhibitors, detergents, and
use of mechanical procedures [5].

Mechanical lysis leading to cell disruption can be performed using
several methods. A common method is sonication, a mechanical lysis applying
sonic vibrations that achieve rupture of the cell membrane and thereby release
proteins [5]. An alternative is conducting rapid freezing (flash-frozen) which
promotes formation to ice crystals inside the cells that pierce the cell membrane
leading to cell rupture [6].

Detergents are commonly used for their amphipathic character and
thus bind to the cell membrane causing a solubilization process. Several
detergents can be employed for this purpose, each with its own characteristics,
interacting with specific membrane structures in a different ways [5,7]. It is
necessary know how detergents interact with proteins and lipids in the cellular
membrane to determine a better option to use [8]. The sodium dodecyl sulfate
(SDS) is an ionic detergent, which acts solubilizing the membrane proteins,
however can also cause denaturation [9]. Nonidet P-40 and Triton X-100 are
non-ionic detergents, mild and less denaturing, widely used to dissociate

molecules with weak interactions. Sodium deoxycholate is also a non-ionic
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detergent, effective in dissociating protein—protein interactions and CHAPS is
largely used for isolating membrane proteins [10].

Another way found to improve protein extraction is to use chaotropic
agents, such as urea and thioureia, associated with detergents to achieve
success in denaturing and solubilizing proteins. The total cell concentrations
used in extraction process would influence the amount of proteins recovered
depending on the choice of extraction buffer and mechanical lysis method [11].

There is no single method of sample preparation that is adequate to
all type of samples [12]. Several techniques and reagents can be used isolated
or in conjuction to optimize the extraction of proteins. However no protocol has
been developed specifically to perform protein extraction from sperm, especially
concerning cell concentration,as well as association of mechanical and
chemical lysis. Thus, with this study we aim to evaluate the efficiency of
different extraction buffers associated or non with flash-frozen in different sperm

cells concentrations.

2. Materials and methods

2.1. Materials

All the reagents used were of high purity research grade and were
purchased from companies GE Healthcare (Uppsala, Sweden), Sigma-Aldrich
(Séo Paulo, Brazil) or they are cited among the text

2.2. Sample preparation

A pool of 4 comercial straws of frozen bovine spermatozoa was
used. The straws were thawed at 37° C for 40 sec and sperm concentration
was measured in Neubauer chamber (Optik Labor, Friedrichsdorf, Germany).
The cells were diluted 1: 2 in proteases inhibitor buffer (PIB) (0.8 mmol EDTA,
1.0 pg/mL aprotinin, 1.0 pg/mL leupeptin and 35.0 pg/mL PMSF
[phenylmethylsulfonil fluoride] in 50 mmol TRIS-HCI, pH 7.2), centrifuged at 700
G for 10 min, 3 times. Afterwards, samples were divided into 5 groups with
different cell concentrations (2, 4, 6, 8 and 10 x 10°), all in duplicate. Samples
were then divided in two groups, one group submitted to a frozen/thawed cycle

5 times in liquid nitrogen, while the other group was not submitted to
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frozen/thawed to act as experimental controls. Samples were then processed
using the treatments described in Table 1. All lysis solutions were prepared with

the same protease inhibitors concentrations followed by sonication.

Table 1. Extraction buffers used to solubilize proteins from the bovine sperm

Extraction buffer Reference Composition

Nonidet P-40 (NP)* [13] 0.1% nonidet P-40
PIB solution

Modified RIPA (RP)? [14] 150 mM NacCl

1% triton X-100
1% sodium deoxycholate
0.1% SDS
50 mM TRIS-HCI pH 7.5
PIB solution

Urea and thiourea [14] 7 M urea

(UT)? 2 M thiourea
4% CHAPS
30 mM TRIS-HCI pH 8.5
PIB solution

!Diluted in proteases inhibitor buffer (PIB — 0.8 mmol EDTA, 1.0 pg/mL aprotinin, 1.0
pg/mL leupeptin and 35.0 pg/mL PMSF [phenylmethylsulfonil fluoride] in 50 mmol
TRIS-HCI pH 7.2). ?Buffer containing 0.8 mmol EDTA, 1.0 pg/mL aprotinin, 1.0 ug/mL
leupeptin and 35.0 pg/mL PMSF (phenylmethylsulfonil fluoride)

After dilution in lysis buffer, all samples were sonicated according to
Baker et al. [15], modified by Souza et al. [16] with a 3.0 mm probe, at 20%
amplitude for 30 s on a water-ice-bath, repeated 10 times at intervals of 1
minute between the series. After sonication, samples were centrifuged at
15,000 g, 4° C for 30 min [15]. The supernatant, protein extract was stored at -
80° C until further use.

The total protein concentration was determined using Pierce™ 660
nm protein assay reagent (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) in
spectrophotometer (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA).

An aliquot containing 80 pg of protein was concentrated with acetone
[17], and then ran in an one-dimensional electrophoresis SDS-PAGE [18] using
a 12% (m/v) polyacrylamide separation gel. Gels were stained with Coomassie
G-250 [19 adapted by 20, 21]. After the run, the gels were transferred to plastic

containers and fixed in aqueous solution containing 40% (v/v) ethanol and 10%
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(v/v) glacial acetic acid for 60 min. A stock aqueous solution containing 0.1%
(w/v) coomassie brilliant blue G250, 2% (w/v) phosphoric acid and 10% (w/v) of
ammonium sulphate was prepared. Subsequently, the gels were immersed in a
working solution containing 80% (v/v) stock solution and 20% (v/v) methanol,
and shaken overnight. Background was de-stained with distilled water and gels
were stored in 10% (v/v) acetic acid aqueous solution.

Gels were digitized, analysed using Image Master software (Image
Master™ 1D, Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and a estimation of
protein amounts and molecular weight based on integrity optical density was
performed

Data collected was statistically analysed in Minitab 17 Statistical
Software (Minitab, Inc. 2010 [www.minitab.com]), 3-way ANOVA test was used
to compare the effect of the different methods of protein extraction in all sample
groups. Residual values were tested for normality with the Kolmogorov-Smirnov
normality test. Tukey pairwise comparison test was used to compare the

different methods between several groups.
3. Results

The flash/frozen method increased total protein concentration only in
NP group when sperm concentration was 6 x 10° or higher indicating that the
freezing process influenced the concentration of protein extracted in this group.
On the other hand when UT was used flash/frozen significantly reduced total
protein concentration (Figure 1).

The extraction method was found to influence the final protein
recovery concentration. Protein extracts obtained with UT buffer showed higher
total protein concentration, followed by RP and NP (Figure 1). In RP there was
no significant correlation between number of sperm and protein concentration
(p>0.05). In NP there was no statistical difference between samples with 2 and
4 million cells, and samples with 6 and 8 million cells. However UT treatment
showed increased protein concentration recovered according to increase in
sperm cells concentration. It should be emphasized that the increase in final
protein concentration recovered was not proportional to the increase of sperm

concentration.


http://www.minitab/
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Figure 1. Means + standard error of total protein concentration in the
treatments (buffers and flash-frozen or control) and sperm concentration. Dark
bars are control samples, and light bars are flash-frozen samples. Symbols
refer to statistical differences (p < 0.05) between group means with different
spermatozoa concentration. Letters refer to statistical differences between
control and flash-frozen samples in each concentration of sperm cells. A.
Treatment with Nonidet P-40. B. Treatment with modified RIPA. C. Treatment
with urea/thiourea/CHAPS.
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In electrophoresis, a common molecular weight variation was
observed for all groups between 11.53 and 225 kDa. The total number of bands
obtained was 41, 52 and 33 in NP, RP and UT treatments, respectively. The
optical density of common bands between groups showed a great variation. In
Figure 2 the arrows represent a common band showing a great variation
between groups (p < 0.01). Values of IOD of ~45 kDa band in the control group
were 152.56, 732.03 and 66.78 to NP, RP and UT respectively, and 153.13,
774.06 and 44.46 in the same sequence of treatments in flash-frozen group.

kDa

225
150

102
76

52

38
31

24

{74

12

Control Flash- Control  Flash- Control Flash-
frozen frozen frozen

Figure 2. Polyacrylamide electrophoresis gel (SDS-PAGE) at 12%
concentration in a seperation gel, in a discontinuous alkaline system. Sperm
protein extracts in control (lanes 2, 5 and 8) and flash-frozen (lanes 3, 6 and 9)
samples. Lane 1, MW marker (full molecular weight range, 12—-225 kDa). Lanes
2-3 are samples extracted with nonidet P-40, lanes 5-6 extracted with modified
RIPA and 8-9 extracted with urea/thiourea/CHAPS.

4. Discussion

The flash-frozen is a mechanical lysis technique that has been
proposed for use in protein extraction, which disrupts the plasma membrane for
formation of ice crystals in the cellular cytoplasm [6]. The efficiency of this

method in lysing sperm cells has been further supported by the results obtained



34

in this study only in NP treatment higher than 6 x 10° in which flash-frozen
improved the total protein concentration recovered from bovine sperm cells.
Similar results were found previously in protein extraction of cryopreserved
nervous tissue using liquid nitrogen prior and after tissue disintegration by
sonication in SDS buffer [22]. Contrary results were found in UT treatment,
which the cryopreservation decrease the protein concentration recovered. In
frogs, urea appears to protect the animals cells from cold shock, protecting the
cells from ice crystals formed [23]. Interestingly, in RP, the cryopreservation did
not affect the protein recovery.

Sonication associated with the specific extraction buffer was used in
this study in an attempt to improve final protein recovery rates since De Mey et
al. [24] asserted that there is an increase in the number of proteins when
employing similar process. Sonication used in microalgal culture has been
shown to be effective in achieving cell rupture, with the protein concentration
present in supernatant afterwards increasing with the increase in sonicator
energy intensity [25], which was beyond the scope of this study. The sonication
coupled with specific extraction buffers technique is frequently used to efficiently
disrupt the membrane both of microorganisms and spermatozoa [15].

The ideal buffer choice for each sample type is an important step in
protein extraction since each extraction buffer works differently in sample
solubilization [26]. Thus, several extraction buffers were tested in this study to
determine the most adequate for bovine sperm cells.

The buffer containing detergents Nonidet P-40 and Triton-X
recovered fewer proteins than buffers containing CHAPS. Similar results were
found with glycoproteins in rat cancer cells, in which Nonidet P-40 and Triton-X
were less effective in the breakdown of protein interactions than methods
containing CHAPS [27]. On the other hand Kubak and Yotis [28] have reported
that in Staphylococcus aureus, an extraction buffer containing Triton X-100
obtained the most efficiency than the others buffers followed to Nonidet P-40.

Buffers containing urea and thiourea resulted in higher total protein
concentration after extraction. As the results obtained in soybean samples using
urea/thiourea and TCA compared to methods using only urea and phenol [29].
Chaotropes substances like urea and thiourea are commonly used to disrupt

hydrophobic interactions between proteins and weak interactions between
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molecules, and often used in association with detergents to attempt emulsify
and denature samples [10].

The proteins recovered increase according to increase in cells
number, although it was not found to be proportional. We proposed that media
saturation occurred while proteins were extracted, since identical amount of
medium was used for samples with different initial cell concentrations.
According to our knowledge there is no study concerning the use of different
concentrations of sperm cells for protein extraction, in this regard further
investigation should be conducted.

Chen et al. [12] studied swine sperm cells and compared
solubilization methods and their behavior in 2D-gel electrophoresis. They
reported that the buffer containing thiourea in its composition showed the worse
resolution, similar to our results with 1D-gel electrophoresis. According to our
conclusion that proteins extracted with urea and thiourea do not permit a good
resolution in gels. Similar results were found in leaves and roots of the tomato,
where the group tested with urea, thiourea and CHAPS were discarded
following impaired gel separation on 2D-gel electrophoresis [30]. Even minor
impurities can affect the 2D gel quality final resolution as the solutions normally
contain large amounts of urea [29,31]. Under these conditions dialysis can be

indicated.

5. Conclusion

Our results may be due to the difference in action of each extraction
buffer, cell amount and treatment. We conclude that the extraction buffer
containing UT provide the greater effective protein extraction buffer, considering
the amount of protein extracted. However, the protein extracted in buffer
containing RP showed better resolution in 1D-gel electrophoresis.

Despite several studies have been published comparing different
types of solubilization buffers to extract sperm proteins, in our knowledge this is
the first study comparing the efficiency of several buffers and the effect different
cell concentrations on the extraction process. Thus, we propose that by
applying lower sperm concentrations to proteomic studies can be an important

parameter, especially in rare samples.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

Hipotese
Existem proteinas diferentemente expressas entre 0s espermatozoéides

portadores do cromossomo X ou Y.

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil proteico dos espermatozoides
previamente sexados por citometria de fluxo por meio de técnicas de
espectrometria de massas, afim de encontrar proteinas diferentemente
expressas nas células espermaticas para futura utilizacdo em técnicas de

imunossexagem.
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RESUMO

A identificacdo de proteinas distintas presentes na membrana de
espermatozoides com cromossomos X e Y possibilita o desenvolvimento de
técnicas de imunosexagem. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi analisar
o perfil proteico de espermatozoides previamente sexados por citometria de
fluxo. Foram utilizadas amostras de sémen sexado (n = 6 amostras X e n = 6
amostras Y). As proteinas foram extraidas e analisadas pela aquisicdo
independente de dados (DIA) por espectrometria de massas. Os dados foram
pesquisados no banco de dados Swiss Prot na taxonimia Bos taurus. Foram
encontradas 459 proteinas comuns aos grupos, 10 apresentaram significancia
estatistica. Dentre as principais proteinas encontradas, a seminal plasma
protein PDC-109 parece né&o ter relacdo com os espermatozoides, uma vez que
€ originaria do plasma seminal. A PREDICT dynein intermediate chain 2
axonemal é responsavel pela motilidade dos espermatozoides e se apresentou
mais abundante nos espermatozoides Y. As proteinas FUN14 domain-
containing protein 2, NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7
mitochondrial, cytochrome C oxidase subunit 2, acetyl-CoA carboxylase type
beta foram mais expressas em X e a pyruvate dehydrogenase protein X
component em Y, as quais atuam nos caminhos de producdo energética por
diferentes vias. A heat shock protein 60 kDa e PREDICT EF-hand domain-
containing protein 1, mais expressas no espermatozoide Y estdo envolvidas as
maiores taxas de desenvolvimento embrionario. Este estudo encontrou
proteinas ainda n&o descritas nos espermatozoides ou nas células contendo o

cromossomo X ou Y. Os resultados podem contribuir para estudos
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relacionados ao espermatozoide sexado e desenvolvimento da imunosexagem.

Palavras chave: bovinos, imunosexagem, protedmica, sémen-sexado
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Introducéo

O crescimento do rebanho bovino mundial se deve as diversas
pesquisas em biotécnicas aplicadas a reproducdo, com destaque as técnicas
moleculares no entendimento da fisiologia animal e as que abordam
biotecnologia do sémen, incluindo, a sexagem espermatica. A sexagem
espermatica se apresenta como uma das biotecnologias de maior impacto no
sistema de producdo de bovinos. Entretanto, sua aplicagcdo a campo ainda &
reduzida, devido a baixa qualidade do sémen sexado por citometria de fluxo
(Beyhan et al.,, 1999; Fetrow et al.,, 2007). Para os bovinos, essa selecao
representa um grande potencial para o melhoramento genético e a satisfacao
da demanda do mercado (Parati et al., 2006).

Existem diferencas, ainda que sutis, entre os espermatozoides X e Y
em relacdo ao conteudo de DNA, ao tamanho, a motilidade, a carga e aos
antigenos de superficie (Garner; Seidel, 2008; Boro et al., 2016).0 conteudo de
DNA entre os cromossomos X e Y varia significativamente entre as espécies.
Em bovinos essa diferenca chega a 3,8% e até o momento esta é a Unica
diferenca estabelecida e validada cientificamente para a separacao eficiente de
espermatozoides X ou Y in vitro (Johnson, Welch 1999; Rath et al., 2013).

A centrifugacdo em gradiente de densidade €& uma técnica
alternativa para separacdo espermatica e vém sendo proposta ha varios anos.
Esta técnica € considerada simples, e se baseia na diferenca de densidade
entre 0s espermatozoides X e Y, uma vez que 0s espermatozoides X possuem
mais DNA que os espermatozoides Y (Sumner; Robinson, 1976; Tucker,

Janser, 2002). Varios autores descrevem do gradiente de densidade (Tucker,
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Jansen 2002; Lima 2007; 2011; Esmaeilpour et al., 2012; Kanesharatnam et al.,
2012), entretanto, ndo € considerada como alternativa, devido a falta de
precisao e repetibilidade (Seidel Jr, 2012).

A citometria de fluxo é atualmente a Unica técnica viavel capaz de
separar 0s espermatozoides contendo os cromossomos X e Y com alta
eficacia, cerca de 90% de pureza (Seidel Jr, 2012). E um método funcional,
mas ainda € uma técnica com baixa taxa de prenhez em comparacdo ao uso
de sémen convencional devido a danos nos espermatozoides e a baixa
concentracdo de espermatozoides/palheta (Bondan, 27 mar, 2012; Dejarnet,
06 mar. 2012). Além disso, a aplicacdo de sexagem no campo, associada a
inseminacao artificial em tempo fixo, tem gerado discussdo quanto as suas
vantagens e custo-beneficio, uma vez que as doses sexadas tém alto custo e
seu uso é aconselhado apenas em novilhas nao lactantes, superovulados e/ou
sincronizadas (Graaf et al., 2006).

Uma alternativa é a imunosexagem, que € baseada na busca de
proteinas marcadoras de células esperméaticas contendo o cromossomo X ou
Y. Porém, a expressdo proteica, apos 0 espermatozoide se tornar uma célula
haploide, ainda é um tema controverso. Alguns autores relatam a possibilidade
da transcricdo de proteinas sexo-especificas em espermatozoides X e Y
(Galeraud-Denis et al., 2007; Hu, et al.; 2015). Nesse sentido, a identificacao
de diferencas, mesmo que sutis, na superficie da membrana espermatica
possibilitaria o desenvolvimento de uma técnica de imunosexagem mais
eficiente e promissora para utilizacdo no sistema de producéo de bovinos.

Considerando que ndo é necessario um equipamento sofisticado a

técnica de imunosexagem possui excelente custo beneficio. O primeiro passo
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para o0 sucesso da técnica é encontrar proteinas diferenciais entre o0s
espermatozoides sexados X e/ou Y. Atualmente, com o desenvolvimento de
técnicas mais refinadas em relagdo a analise protebmica de sistemas
biolégicos, como a espectrometria de massas, ha possibilidade de uma
investigacdo mais minuciosa sobre o perfil proteico de diferentes tipos
celulares.

Assim sendo, o objetivo do presente estudoi foi analisar o perfil
proteico de espermatozoides sexados por citometria de fluxo visando identificar
diferencas que possibilitem o desenvolvimento de uma técnica para

imunosexagem.

Materiais e Métodos

Reagentes
Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e
adquiridos das empresas GE Healthcare (Uppsala, Suécia) e Sigma-Aldrich

(Séo Paulo, Brasil), quando néo, foram citados.

Aspectos Eticos

Os aspectos éticos recomendados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) foram considerados em cada etapa desse
estudo, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) Institucional, sob o protocolo n°® 144/2015.
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Amostras

Foram utilizadas doses comerciais de sémen de touros sexado de
touros por citometria de fluxo, sendo 6 amostras de espermatozoides
portadores do cromossomo X e 6 amostras de espermatozoides portadores do

cromossomo Y.

Solubilizacdo das proteinas espermaticas e digestao triptica dos peptideos

Ap6s a descongelacdo das palhetas (37° C, 30 segundos), ~6 x 10°
espermatozoides foram submetidos ao gradiente de Percoll (90%-45%)
centrifugados por 30 minutos, a 500g, seguido por 3 lavagens (500g, 5
minutos) em meio Biggers—Whitten—Whittingham (BWW) (Biggers et al., 1971).
ApoOs a ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 200 pL
de uma solucédo aquosa contendo 1% C7Bzo, 7 M ureia, 2M tiouréia e 40 mM
de Tris, e a mistura foi mantida por 1 hora, a 4° C. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
concentracdo de proteinas totais pelo método 2-D Quant kit (GE Healthcare,
Life Science, Castle Hill, NSW, Australia) de acordo com o protocolo do
fabricante.

Para digestao triptica dos peptideos uma aliquota contendo 100 ug
de proteina foi acrescida de uma solug¢do aquosa final de 10 mM de DTT. A
mistura foi mantida por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, uma solucdo
aguosa final de 20 mM de iodoacetamida foi adicionada e as amostras foram
mantidas em repouso, por 1 hora, a temperatura ambiente, protegida da luz. As
proteinas foram precipitadas utilizando metanol/cloroférmio de acordo com

Wessel e Fligge (1984).
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ApoOs a precipitacdo, uma solucdo contendo 1 M de ureia, 25 mM de
bicarbonato de aménio e 1 pg de tripsina (Sequence Grade Modified Tripsin
V5111, Promega Biotecnologia do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi adicionada
a cada 50 pug de proteina, mantidas a 30° C, em constante agitacdo, overnight.
Em seguida, 0,1% de acido triflouroacético na solucao final foi adicionado e as

amostras foram submetidas a espectrometria de massas.

Espectometria de massas (MS)

Para analise de proteinas por espectrometria de massas, uma
aliquota de 1,0 pL (5,0 pug de proteina) resultante da digestédo dos peptideos foi
aplicada no equipamento. A separacdo de fase reversa foi realizada utilizando
um sistema Ultimate 3000 nano HPLC (Dionex, Thermo Fisher Scientific,
Idstein, Germany) com 0,1% de acido férmico como solvente A e 0,1% de acido
férmico acrescido de 80% de acetonitrila como solvente B. A separacao foi
obtida utilizando um auto amostrador, uma bomba de carga e uma bomba de
gradiente de nano-HPLC combinada com uma coluna (PepMap" 300 C18 LC
Columns, Thermo Fisher Scientific", Rockford, IL, USA), 75 pm de diametro
interno, 150 mm de comprimento, tamanho de particula de 3 um e poro de 100
A. Os peptideos foram pré-concentrados numa coluna (PepMap” 300 C18 LC
Columns, Thermo Fisher Scientific™, Rockford, IL, USA) de diametro interno de
300 pm, comprimento de 15 mm e uma taxa de fluxo de 20 pL/minuto. A
separacao foi realizada com uma taxa de fluxo de 300 nL/minuto utilizando um
gradiente binario a partir de 5% de solvente B aumentando para 40% em 60
minutos. Apos a eluigdo, a coluna foi lavada com 95% de solvente B durante 10

minutos e, subsequentemente, equilibrada com 2% de solvente B durante 20
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minutos. Os peptideos foram diretamente eluidos para um espectrometro de
massa com uma fonte nanoelectrospray (ESI). Para analise da espectrometria
de massas dependente de dados (DDA) utilizou-se um ESI linear ion trap
(Oribtrap Q-exactive, Thermo Fisher Scientific", Bremen, Germany). O ciclo de
trabalho de aquisicdo da MS foi configurado com uma varredura de pesquisa
seguida de 20 varreduras dependentes dos picos mais intensos com um limite
de exclusdo de 30 segundos. Para a andlise independente de dados (DIA), a
amostra foi reanalisada pelo nano-HPLC com injecéo direta no equipamento
utilizando as mesmas condi¢cdes que a DDA. A especificacdo de massa foi
ajustada para uma gama de varrimento MS de 500-750 e 750-1000 Da,

seguida por janelas de fragmentos de 4 Da.

Bioinformatica

Utilizando a funcionalidade do software Peakview (version 2.2.0; AB
Sciex), para extracdo maxima e alinhamento espectral. O conjunto de dados da
espectrometria de massas foi resgatado, conservando os peptideos individuais
e seus escores, combinando-os para identificar proteinas com significancia
maior que aquelas com identificadas por peptideos unicos. Foi fixada uma false
discovery rate (FDR) de 1 % para a quantificacdo e erro de tolerancia de massa
de 10 ppm.

Os dados foram pesquisados no banco de dados SwissProt, Bos
Taurus (versdo de junho de 2016, 127.380 proteinas). Para a analise dos
dados DIA, foi utilizado o  software  Skyline versdo 3.6
(http://proteome.gs.washington.edu/software/skyline), os 5 fragmentos de ions

mais intensos por peptideo foram extraidos dos conjuntos de dados utilizando
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um minimo de 3 peptideos por proteina. Ap0s o processamento de dados,
utilizou-se peptideos com confianca de 99 %. A busca das proteinas preditas
(Predict) foi realizada no banco de dados Homo sapiens (www.uniprot.org).

A ontologia génica das proteinas diferenciais foi realizada utilizando o
as ferramentas disponiveis no Uniprot (www.uniprot.org) e Panther
(http://pantherdb.org/, Mi et al., 2016) nas categorias processo biologico,
componente celular, funcdo molecular e classe de proteinas. O interatoma de
cada proteina diferencial foi confeccionado utilizando-se o software String na

taxonomia Bos taurus (http://string-db.org/).

Andlise estatistica

Para a andlise das variaveis (quantidade de proteina nos extratos
proteicos das células espermaticas contendo cromossomo X ou Y) os dados
foram normalizados, transformados (log2) e comparados utilizando ferramentas
disponiveis no software Perseus versao 1.5.6.0 (http://www.perseus-
framework.org). O teste t de Student foi utilizado para a comparacdo dos
resultados das variaveis. Considerou-se um nivel de significancia de p < 0,05 e
fold change > £+ 1,5. A andlise de componente princial (PCA) e 0 agrupamento

hierarquico também foram realizados usando o mesmo software.

RESULTADOS

Os resultados da espectrometria de massas foram utilizados para

identificar as proteinas com padrdes de abundéancia relativa diferencial entre os

espermatozoides X e Y. Foram identificadas 459 proteinas com pelo menos 3
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peptideos, comuns aos grupos, dessas, 10 apresentaram p < 0,05, porém
apenas 7 tiveram fold change > + 15 (Tabela 1). As proteinas foram
classificadas em 4 categorias distintas de acordo com a ontologia génica
(classe de proteinas, funcdo biolégica, compartimento celular e processo
bioldgico, Figura 1).

A PCA esta representada na Figura 2, na qual foi possivel identificar
gque nao houve correlacdo entre 0s grupos na somatéria dos componentes
principais 1 e 2, eixo horizontal e vertical, respectivamente. A Figura 3
representa o agrupamento hierarquico das amostras sexadas para X e para Y.
Nota-se que houve similaridade entre as amostras do mesmo grupo exceto
pelas amostras Y1 e Y6.

Exceto a seminal plasma protein PDC-109 que n&o possui gene
descrito no banco de dados necessario para a busca no software String, 0s
interatomas de cada proteina foram apresentados nas figuras de 4 a 12. O
interetoma relacionando as 10 proteinas diferentemente expressas esta

apresentado na figura 13.
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Tabela 1. Proteinas diferencialmente identificadas pela espectrometria de

massas de espermatozoides sexados X e Y e respectivos fold change (FC).

Proteina p FC sptz X*
FUN14 domain-containing protein 2 0,029 2,612 N
Acetyl-CoA carboxylase, type beta 0,048 2,149 N
Seminal plasma protein PDC-109 0,039 1,580 0
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur 0,018 1,502 N
protein 7, mitochondrial

PREDICT EF-hand domain-containing protein 1 0,009 0,508 v
PREDICT Dynein intermediate chain 2, axonemal 0,021 0,457 v
Pyruvate dehydrogenase protein X componente 0,003 0,393 v
Sorting and assembly machinery component 50 0,048 1,491 N
homolog

Cytochrome c oxidase subunit 2 0,013 1,399

60 kDa heat shock protein, mitochondrial 0,031 0,810

*sptz X: espermatozoides contendo o cromossomo X
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Figura 1. Ontologia génica obtida no software Panther para processo biolégico,

componente cellular, funcdo molecular, e classe de proteinas das amostras

estatisticamente diferente (p <0.05).
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Figura 2. PCA dos espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y.

Quadrados pretos representam amostras X e cinzas, as amostras Y.
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Figura 3. Agrupamento hierarquico das amostras X e Y. O agrupamento

hierarquico foi produzido utilizando dados dos grupos X e Y com a abundancia

relativa das 7 proteinas com < 0,05 e fold change > + 1,5.

3| NALI1

D
R

Figura 4. Interatoma das proteinas relacionadas a dynein intermediate chain 2,

axonemal (DNAI2) (http://string-db.org/).
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Figura 5. Interatoma das proteinas relacionadas a FUN14 domain-containing

protein 2 (FUNDC2) (http://string-db.org/).
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Figura 6. Interatoma das proteinas relacionadas a NADH dehydrogenase

[ubiquinone] iron-sulfur protein 7, mitochondrial (NDUFS7) (http://string-db.org/)
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Figura 7. Interatoma das proteinas relacionadas a cytochrome C oxidase

subunit 2 (COXII) (http://string-db.org/)

Figura 8. Interatoma das proteinas relacionadas a pyruvate dehydrogenase

protein X component - PDHX (http://string-db.org/)
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Figura 9. Interatoma das proteinas relacionadas a acetyl-CoA carboxylase

type beta (ACACB) (http://string-db.org/)

Figura 10. Interatoma das proteinas relacionadas a heat shock protein 60 kDa

(HSP60) (http://string-db.org/)
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Interatoma das proteinas relacionadas a EF-hand domain-

Figura 12. Interatoma das proteinas relacionadas sorting and assembly

machinery component 50 homolog (SAMMS50) (http://string-db.org/)
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Figura 13. Interatoma das proteinas diferencialmente abundantes entre as
amostras de espermatozoides portadores do cromossomo X e Y (DNAIZ;
FUNDC2; NDUFS7; COXIl; PDHX; ACACB; HSP60; EFHC1; SAMM50)

(http://string-db.org/).

DISCUSSAO

Ainda que haja evidéncia da existéncia de uma grande variedade de
genes ligados ao sexo diferentemente expressos entre X e Y (Hu; Namekawa,
2015), alguns autores tém mostrado a limitacdo entre a expresséao de proteinas
diferenciais entre esses grupos (Chen, 2012, De Canio, 2013). No presente
trabalho foram encontradas 10 proteinas diferencialmente abundantes entre as
amostras de espermatozoides X e Y, sendo 7 delas com fold change >1,5, em
sua maioria relacionadas a producao energética. Deve-se ressaltar que este é
o primeiro estudo em bovinos que descreveu as proteinas diferencialmente
expressas entre espermatozoides sexados utilizando a analise de
espectrometria de massa com aquisicao de dados independentes.

Partindo de amostras previamente sexadas por citometria de fluxo é

relevante considerar que pode haver contaminacao cruzada de cerca de 10%
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com ceélulas do sexo oposto (Seidel Jr, 2012), como observado neste estudo no
agrupamento hierarquico nas amostras Y1 e Y6, as quais foram agrupadas
com as X. Contudo, este estudo permitiu, ainda que inicialmente, o
entendimento da diferenca em expressdo das proteinas dos espermatozoides
portadores dos cromossomos X e Y e sua relacdo aos processos fisioldgicos e
metabdlicos nessas células.

Neste estudo, semelhante ao descrito por De Canio et al. (2013), a
seminal plasma protein PDC-109 (BSP1, Manjunath et al., 2009) apresentou
maior abundancia relativa nas amostras dos espermatozoides portadores do
cromossomo X. Esta é a proteina mais abundante encontrada no plasma
seminal dos bovinos e tem atividade de chaperona (proteina auxiliar)
(Sankhala; Swamy, 2010). Se liga ao espermatozoide na superficie da
membrana plasmatica (Aumuller et al.,, 1988) promovendo a ligacdo com o
epitélio da tuba uterina, prolongando a manutencdo da motilidade (Gwathmey
et al., 2006). Esta envolvida na capacitacdo espermatica e reacdo do
acrossomo resultando na desestabilizacdo da membrana devido a estimulacéo
do efluxo de colesterol que leva ao influxo de calcio e aumenta o pH intracelular
(Thérien et al., 1999; Thomas et al.,, 2003; Srivastava et al., 2013). Neste
estudo essa proteina foi desconsiderada como relevante, haja vista sua origem
do plasma seminal (Soggiu et al., 2013), ndo havendo relagdo com
espermatozoides sexados.

Apesar de De Canio et al. (2013) relatarem maior abundancia de
proteinas relacionadas ao citoesqueleto da cauda dos espermatozoides X,
neste estudo, a proteina dynein intermediate chain 2, axonemal (DNAI2),

presente no axonema, foi mais abundante nas amostras de espermatozoides
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Y, justificando a maior velocidade destas células (Boro, 2016). Acreditamos que
a DNAI2 é a principal responsavel pela maior velocidade das células Y, uma
vez que as proteinas relacionadas a cauda sdo, estdo em sua maioria,
relacionadas a movimentacao espermatica (Dungdung et al., 2016), confirmado
pelas proteinas apresentadas no interatoma que se relacionam ao movimento
espermatico. Embora alguns autores afirmaram que o espermatozoide X, por
possuir maior quantidade de DNA é mais pesado e se torna mais lento
(Ericsson et al., 1973). Contudo, trata-se de estudo antigo que néo relacionou a
composicao proteica das células espermaticas e suas funcoes.

Proteinas da cauda se relacionam a motilidade espermatica, porém
outros fatores, como a producdo de ATP, também sdo determinantes na
velocidade das células. A producdo de ATP ocorre nas mitocondrias por
processos metabdlicos, biolégicos e bioquimicos, e depende de proteinas
interligadas que participam da sintese e transporte de moléculas, assim como a
FUN14 domain-containing protein 1 (FUNDC1) presente na membrana externa
da mitocondria. E uma proteina receptora de hipdxia, induz a fragmentacéo
mitocondrial e tem papel fundamental na mitofagia (Liu et al., 2012; Chen et al.,
2016), funcdo semelhante a da FUN14 domain-containing protein 2 (FUNDC?2).
Este processo € importante na remoc¢do de mitocéndrias danificadas ou nao
desejadas (Chen et al., 2016). Alguns autores afirmam que apés a expressao
de FUNDC2 h&a um decréscimo significante no numero total de mitocéndrias, e
ao contrario, a deplecdo desta proteina conserva o numero total de
mitocondrias (Liu et al., 2012). Acreditamos que a maior abundancia desta
proteina nas amostras X pode levar ao aumento da mitofagia, diminuindo a

producdo de ATP e consequentemente menor velocidade desta célula. No
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nosso conhecimento, até o momento néo ha relatos da relagcdo da FUNDCL1 ou
FUNDC2 e espermatozoides de bovinos, sendo esta a primeira descricdo da
proteina neste tipo celular.

Outra proteina diferencialmente encontrada, relacionada a producao
de energia via fosforilagdo oxidativa, foi a NADH dehydrogenase [ubiquinone]
iron-sulfur protein 7, mitochondrial (NDUFS7 - complexo 1) presente na
membrana interna mitocondrial € o primeiro complexo enzimatico na cadeia
transportadora de elétrons das mitocdndrias, produz ATP via fosforilacédo
oxidativa (Zhuchenko et al., 1996; Sharma et al., 2009). E também a maior
produtora de espécies reativas de oxigénio (EROS) in vivo, uma das principais
causas de estresse oxidativo, levando a danos mitocondriais (Hirst et al., 2008;
Hirst, 2013). Desta forma, acreditamos que as amostras sexadas X por
apresentarem maior abundéancia relativa desta proteina, podem sofrer maior
estresse oxidativo e, por sua vez, ter a motilidade reduzida em vista de leséo
na membrana mitocondrial causadas pelas EROs (Varner et al., 2014).

A cytochrome c oxidase subunit 2 (COX2 - complexo 1V), assim
como NDUFS7 - complexo |, também é uma proteina presente na membrana
interna mitocondrial, e contribui com a sintese de ATP (FONTANESI, et al.
2009) Neste estudo, supomos que a maior expressao de COX2 - complexo IV
nos espermatozoides portadores do cromossomo X funciona como um
mecanismo compensatorio na tentativa de regular a maior entrada de elétrons
advindos do aumento da NDUFS7 — complexo I, uma vez que a COX2 -
complexo IV, esta envolvida no consumo de oxigénio e translocacéao de prétons
para o interior da mitocondria (Kadenbach; Huttemann, 2015).

Além da fosforilacdo oxidativa outra forma de producéo energética
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nos espermatozoides é pela glicdlise (Du Plessis et al., 2015). Neste contexto o
complexo pyruvate dehydrogenase atua nos caminhos de geragédo de energia
pela conversdo do piruvato em acetil-CoA. Todo o complexo possui 6
diferentes componentes, cada um com uma funcdo. O componente X (pyruvate
dehydrogenase protein X component - PDHX) tem importante papel na
organizacdo e funcao celular (Patel; Roche, 1990; Patel et al., 2014). Alguns
autores afirmaram que a remocao do componente X leva a perda de atividade
do complexo (Gopalakrishnan et al., 1989). Assim, hipotetizamos que
espermatozoides portadores do cromossomo X possuem menor velocidade
comparados aos espermatozoides de bovinos portadores do cromossomo Y
devido a menor abundancia relativa de PDHX nestas células, o que acarreta
em menor producdo energética devido a baixa quantidade de acetil-CoA
sintetizada.

Outra proteina envolvida na producao energética foi encontrada em
maior abundancia nos espermatozoides com cromossomo X, a proteina acetyl-
CoA carboxylase type beta (ACACB). As acetyl-CoA carboxylase tem um papel
importante na conversao de acetil-CoA em malonil-CoA. Diferentemente da
acetyl-CoA carboxylase type alpha (ACACA), que modula a sintese de acidos
graxos (Podkowinski; Tworak, 2011), a ACACB, atua na oxidacao dos acidos
graxos nas mitocondrias como inibidor da atividade de carnitina-palmitoil-
transferase 1 no coracdo, musculo e figado diminuindo a passagem de acetil-
CoA, essencial no ciclo de producdo energética, pela membrana interna
mitocondrial (Kim, 1997; Wakil; Abu-Elheiga, 2009). Especula-se que ha menor
producdo energética nestas células. Até o momento ndo ha relatos que

descreveram a acdo da ACACB em células espermaticas. Todas as proteinas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patel%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2227213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roche%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2227213

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

64

relacionadas a producéo de ATP no nosso estudo apresentaram interacdo com
proteinas relacionadas a sintese energética, independente do ciclo de sintese
que atuam, fosforilagdo oxidativa, glicélise ou p-oxidacéo.

Outro fator diferencial entre as células sexadas é o desenvolvimento
mais rapido de embrides macho (Avery et al., 1991; Carvalho et al., 1996), o
que é justificado pela composicdo do meio de cultivo, o qual favorece o
nascimento dos machos (Zhu et al., 2015). Entretanto, hipotetizamos que as
proteinas diferenciais dos espermatozoides sexados também podem influenciar
o desenvolvimento embrionario. Neste trabalho foram encontradas proteinas
relacionadas aos mecanismos de fertilizagdo como as heat shock protein 60
kDa (HSP60) que s&o proteinas que atuam como um mecanismo de defesa na
preservacdo da célula em condicdes adversas (Neuer et al., 2000). Essa
proteina é mais expressa na superficie da cabeca espermatica apos a
capacitacdo espermatica (Asquith et al. 2005). Asquith et al. (2004) afirmaram
gue o mecanismo de fosforilacdo da tirosina, que ocorre na capacitacdo, pode
ativar as chaperonas (como HSP60), que desencadeia algumas mudancas
conformacionais na célula espermatica e consequente formacdo de
receptores funcionais para zona pellucida. Dadas essas informacfes
acreditamos que um dos fatores que leva ao desenvolvimento acelerado dos
embrides fertilizados in vitro por espermatozoides portadores do cromossomo
Y. é a maior abundancia relativa desta proteina.

O conteudo de phospholipase C- (PLC{) de uma unica célula
espermatica € suficiente para produzir as ocilagdes de célcio necessarias para
o desenvolvimento embrionario (Saunders et al, 2002). Estudos com

Escherichia coli mostraram que os dois dominios X e Y, constituintes da PLCC
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guando em contato com a proteina EF hand induz a atividade do complexo
PLC. Em espermtozoides a delecdo de todos os dominios da EF hand causa a
perda completa da atividade da PLC (Kouchi et al., 2005). A EF hand domain-
containing protein 1 (EFHC1) se encontrou mais abundante nas amostras dos
espermatozoides portadores dos cromossomos Y. Como descrito por Ray et al.
(1995) em humanos, ha uma diferenca de desenvolvimento entre machos e
fémeas durante a fertilizacdo ou durante a primeira ou segunda clivagem. A
despeito do interatoma ndo apresentar conexao entre as proteinas PLCC e
EFHC1, dados da literatura mostram que ha relagdo entre elas (Kouchi et al.,
2005). A caréncia de informacdes advindas do interatoma pode estar
relacionada aos poucos estudos que envolvem essas proteinas. Acreditamos
gue o desenvolvimento embrionario inicial acelerado dos machos, entre outros
fatores, é devido ao estimulo de atividade da PLCC induzido pela proteina
EFHCL1.

O complexo SAM presente na membrana externa mitocondrial,
(Kozjak et al,. 2003) € responsavel pela insercdo na membrana externa de
proteinas B-barrel sintetizadas no citosol dos ribossomos,. A sorting and
assembly machinery component 50 homolog (SAMM50) é uma subunidade do
complexo, formadora de canais proteicos (Pfanner et al., 2004). Nos
espermatozoides, as proteinas s&o sintetizadas nas mitochondrial-type
ribosomes localizadas fora das mitocéndrias (Gur; Breitbart, 2006) e parecem
passar pelos mesmos mecanismos de insercdo na membrana externa
mitocondrial que as demais células eucariontes. Nao ha relatos da presenca de
SAMMS50 que justifiquem a maior abundancia relativa desta proteina em células

espermaticas portadoras do cromossomo X, entretanto, NnO NOSSO
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conhecimento, essa € a primeira descricdo desta proteina em espermatozoides
de bovinos.

Este estudo relata as proteinas expressas diferentemente entre os
espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y. A maioria das proteinas
encontradas esta relacionada com a producdo de energia, e processos
metabdlicos, evidenciando diferencas fisiologicas e permitindo uma melhor
compreensao das diferencas entre as células portadores dos diferentes
cromossomos. Desta forma, esse estudo auxiliard na orientacdo de posteriores
pesquisas relacionados aos espermatozoides sexados e desenvolvimento de
técnicas de imunossexagem.

Futuras pesquisas devem ser conduzidas na tentativa de elucidar
outros mecanismos bioquimicos que envolvem as proteinas diferenciais nas
células espermaticas contendo o cromossomo X ou Y em bovinos. Atencéo
especial deve ser dada a proteina HSP60 em vista da sua localizacdo na
membrana externa, o que torna possivel ser candidada ao desenvolvimento de

anticorpos sexo-especifico.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no artigo 1 concluimos que é
possivel determinar um protocolo eficaz para extracdo de proteinas
esperméticas associando técnicas fisicas e quimicas. Este trabalho, base de
preparacdo de amostras, auxiliara futuras pesquisas com protedmica de células
espermaticas.

Os resultados obtidos no artigo 2 mostram que existem proteinas
diferentemente expressas entre 0s espermatozoides que carregam o0
cromossomo X ou Y, fundamentando na protedmica as diferencas ja descritas
na literatura entre essas células. Esta pesquisa oferece um embasamento para

futuros trabalhos com espermatozoides sexados.



