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The Horse's Prayer (unknown)

Feed me, water and care for me, and when the day's
work is done, provide me with

a shelter, a clean dry stall large enough for me to lie
down in comfort.

Talk to me, your voice often means as much to me as
the reins. Pet me sometimes that | may serve you
more gladly and learn to love you. Shoe me properly
that | may serve you in comfort. Never strike, beat or
kick me when | don't understand what you want, but
give me the chance to understand you.

And finally oh master, when my youthful strength is
gone do not turn me out to starve or freeze, or sell me
to some cruel owner to be slowly tortured or stoned to
death, but do thou, my master take my life in the
kindest way, and your God will reward you here and
hereatfter.

You will not consider me irreverent if | ask this in the
name of Him who was born in a stable.



RESUMO

AVALIACAO DA PROTEINA DISULFETO ISOMERASE A1l (PDIA1) COMO
MARCADOR PARA A QUALIDADE SEMINAL EM GARANHOES

Tese de Doutorado
Autor: Liana de Salles van der Linden
Orieentador: Adriana Pires Neves

Co-Orientador: lvan Cunha Bustamante Filho

O periodo de puberdade, em equinos, define-se pela aparicdo de
espermatozoides maduros no ejaculado de animais jovens, bem como a
maturacdo das funcbes enddcrinas. Os espermatozoides precisam passar por
um processo de maturacdo no epididimo. Para se obter marcadores
moleculares que permitam estabelecer a fertiidade de um garanhdo, é
necessario um melhor conhecimento das proteinas presentes em
espermatozoides imaturos e maduros, uma das quais € a PDI (proteina
dissulfeto-isomerase). A PDI foi descrita também como importante marcador de
fertilidade no plasma seminal e espermatozéides de diversas espécies. O
objetivo deste trabalho foi identificar a presenca da PDI no epididimo equino
durante a puberdade, e quantifica-la no fluido e espermatozoides
epididimarios. Visou verificar a presenca da PDI no plasma seminal e
espermatozoides ejaculados, em garanhfes férteis e subférteis. Foram
realizados dois experimentos: Experimento 1: utilizou-se 22 equinos Crioulos
saudaveis, castrados e divididos em trés grupos: G1: potros até 24 meses, G2:
de 25-36 meses e G3: a partir de 36 meses. Imediatamente apds a castracao,
foi efetuada a dissecacdo do epididimo para a coleta de fluido epididimario, o
qual foi separado dos espermatozoides por centrifugacdo a 800 g por
10minutos. O sobrenadante foi removido, e criopreservado a -196° C. Os
espermatozoides foram ressuspendidos em PBS e armazenados a -196° C.
Para a dosagem de proteina das amostras, utilizou-se o método de Kit BCA
espectrofotometro e a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% SDS-



Page.Para imunodeteccéo das proteinas, efetuou-se a incubacao do anticorpo
primario especifico por no minimo, 6 horas a 4° C, e incubacdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-lgG de
rato. Para a visualizagdo das bandas foi utilizado o Kit de ECL em filmes de
raio-X, e as bandas quantificadas pela utilizacdo do software livre ImageJ. A
PDI foi identificada nos trés grupos avaliados na analise prote6mica do fluido ,
e espermatozoides epididimérios, sendo sua quantidade inferior no G1 em
relacéo aos grupos dois (2) e trés (3). Em concluséo, a expressao da PDI nos
espermatozoides e fluido epididimarios de potros castrados cirurgicamente,
aumenta conforme o animal atinge a maturidade sexual. Experimento 2-
Utilizou-se 12 garanhdes adultos que ja haviam sido submetidos a pelo menos
duas temporadas de monta na regido da Campanha do Rio Grande do Sul,
efetuando-se quatro (4) coletas de cada garanhéo, fora da estacdo de monta,
respeitando-se um intervalo de 48h entre coletas. Imediatamente ap0s a coleta,
analisou-se motilidade, vigor e concentracdo com auxilio de microscopio 6ptico
e retirou-se uma aliqguota de sémen para avaliagdo das patologias
esperméticas. A partir dos dados obtidos, os garanhdes foram divididos em
dois grupos: Grupo 1: motilidade néo inferior a 70%, tendo-se uma média de
76,0445,89% e historico reprodutivo de temporadas anteriores com indice de
prenhez minimo por temporada de 80%. Grupo 2: motilidade igual ou inferior
a 30%, com média de 11,83+11,21%, e histérico reprodutivo de temporadas
anteriores de indices de prenhez inferiores a 35%. Efetuadas as analises, as
mostras foram centrifugadas a 800 g por 10 minutos para separar o plasma
seminal, de mesma forma que no Exp. 1. Os pellets passaram por
ressuspensdo em PBS gelado e posteriormente armazenados a -196° C. As
amostras foram submetidas a dosagem das proteinas, para serem submetidas
a eletroforese, utilizando-se géis de poliacrilamida a 10% SDS-Page.Para
imunodetecgcdo das proteinas, efetuou-se a incubacdo do anticorpo primario
especifico por no minimo, 6 horas a 4° C, e incubagdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-lgG de
rato. Na visualizacdo das bandas foi utilizado o Kit de ECL em filmes de raio-X,
e as bandas foram quantificadas pela utilizacdo do software livre Image J. Ao
analisar a presenca da PDI no plasma seminal dos garanhdes, verificou-se sua



expressao em ambos 0s grupos; porém nao houve diferenca de expressao da
PDI entre eles(p<0,05). Nao houve também relacdo da PDI com motilidade,
nem com a concentracdo espermatica. Considerando os dados obtidos no
presente experimento, ndo foi possivel relacionar a PDI com qualidade
esperméatica e assim considera-la como um potencial marcador de fertilidade
em equinos. S0 necessarios mais estudos que possam envolver outros

fatores moleculares inclusive as demais proteinas da familia das PDlIs.

Palavras Chave: chaperonas, puberdade, maturidade sexual, fertilidade



ABSTRACT

Puberty, in the equine species, may be defined by the appearance of
mature spermatozoa in young animals’ ejaculates, as well as endocrine
function maturation. One of the proteins found in immature and mature
spermatozoa is PDI (protein dissulfide-isomerase). PDI was also described as
an important fertility marker both in seminal plasma and sperm of many species.
is responsible for rearranging dissulfide bonds, necessary for sperm adhesion
proteins to link to the oocyte. The aim of this work was to identify PDI in equine
epididymis during puberty, and quantify it in epididymal sperm and fluid of fertile
and subfertile sperm. Two experiments were performed. Experiment 1-twenty-
two healthy Crioulo colts were surgically castrated, and divided in three groups:
G1: until 24 months; G2: from 25-36 months and G3: more than 36 months.
Immediately after castration, testicles were measured, weighed, and the
epididymis was dissecated for epididymal fluid collection, which was centrifuged
at 800 g for 10minutes to separate epididymal fluid from sperm. Supernatant
was removed, and cryopreserved at -196° C. Sperm were re-suspended in PBS
and stored at -196° C. Protein dosing of samples was performed with BCA Kit
and electrophoresis at 10% SDS-Page. To detect proteins, primary antibody
was incubated for at least 6 hours at 4° C, and then incubation with secondary
antibody conjugated with anti-mouse IgG or anti-rat IgG. To see bands, ECL Kit
in X-ray films was used, and the bands quantified with softwarelmageld. In the
three groups PDI was identified, in epididymal fluid and epididymal sperm, but
in smaller amount in G1 when compared with Groups 2 and 3. In conclusion,
expression of PDI in epididymal fluid and sperm of surgically castrated colts,
increases as the animal attains sexual maturity. Experiment 2- The aim of this
work was to verify the presence of PDI in equine seminal plasma and sperm,
quantify it and to compare its expression on seminal plasma from fertile and
subfertile stallions. Twelve adult stallions with at least two breeding season
were used. For the study, four collections of each animal were performed.
Immediately after collection, analysis of motility, velocity, concentration and
sperm morphology were performed. Stallions were divided in two groups,



according to the semen analysis and previous breeding history: Group 1:
motility greater than 70% and previous history of pregnancy rates higher than
80%; Group 2: sperm motility less or equal than 30% and breeding history of
less than 35% of pregnacy per season. After the analysis, samples were
centrifuged at 800 g/10minutes to remove seminal plasma. Samples were
prepared as described in Exp. 1. The expression of PDI in seminal plasma was
seen in both groups, but with no statistical difference between them. There was
no correlation of PDI with sperm motility or concentration. According to these
findings, it is not possible to consider PDI as a fertility marker in stallions. More
research is needed, involving other mollecular factors, including other PDIs

family proteins.

Key words: chaperones, puberty, sexual maturity, fertility



CAMP
FMP
FSH
GnRH
Kda
LH

mi

ng
PDI
RE
SFP

LISTA DE ABREVIATURAS

adenosina monofosfato ciclica
proteina da motilidade progressiva
horménio foliculo estimulante
horménio liberador de gonadotrofina
quilo Dalton

horménio luteinizante

mililitros

nanogramos

proteina dissulfeto isomerase
reticulo endoplasmatico

proteina do fluido seminal



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Reac0Oes realizadas pela PDI em substratos protéicos portadores de
ISSUIFELOS OU AItIGIS. ... .uueeeiiiiieiieiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 30
Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura da PDI.............ccccceeeeeennn. 31
Figura 3: Localizacao celular das PDI e descricao de algumas interacfes com
proteinas do RE e de superficie celular...........ccccooiiiiiiiiiiiiii s 32
Figura 4: Quantificacdo da expresséo da PDI nos espermatozéides

L= o] (o [T 0 g F= T g [0 =10 (U] 1 o1 7SS 44
Figura 5: Quantificacdo da expressao da PDI no fluido epididimario equino...45
Figura 6 a: Médias de Motilidade Progressiva (MP) dos grupos Férteis e Sub

< (=T SRR 59
Figura 6 b: Médias de Motilidade Progressiva (MP) dos grupos Férteis e Sub
ST (=T PP UPTPRRR 59
Figura 7 a : Médias de Vigor Espermatico dos grupos de garanhdes férteis e

ES] U 0 I8 1= (=Y PR 60
Figura 7b: Médias de Vitalidade Espermatica de garanhdes férteis e sub

1170 0= ST PP PPPPPRRP 60
Figura 8: Quantificacdo da expressao da PDI no plasma seminal equino....... 60
Figura 9: Relac&o entre a Motilidade Progressiva (MP) e a expressao da PDI no

plasma Seminal €QUINO..........uuuiiiieii e e e e 61
Figura 10: Concentracdo espermatica de garanhdes férteis e sub férteis........ 62

Figura 11: Relacao entre a expressao da PDI e concentracdo espermatica....63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Avaliagcbes de MT (motilidade total) do fluido epididimario, peso e
volume dos testiculos direito e esquerdo dos grupos avaliados........................ 42
Tabela 2: Numero de éguas cobertas e prenhes dos Garanhdes utilizados no

experimento nas duas ultimas temporadas de monta.............ccccoevvvvvvviieeeennnnn. 57



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 18
P2 U 01T o = o [ RS 18
P ¥ ot= To B =] (o 1 -V RS 18
2.3 ESPEIrMALOJENESE ......coiieeiiiiiiie e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e et aaeeeaaes 20
2.4 MaturaGao ESPEIMALICA. ......cceuiiiiiiiiiiii et 22
28] =1 o] 1o [ o 11 o To TR TP PPPRT 23
2.6 Proteinas relacionadas com a maturacao epididimaria..............cccceeeeeeennn. 26
2.7 Proteinas DiSSUlfeto ISOMEIaSe ......ccooeiieiiiiiiiieieieeeeeee e 29
2.7.1Caracterizagao das PDIS...........oooiiiiiiiiie e 30
2.8 Western Blotting — SDS Page.......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 34

ARTIGO 1: Efeito da puberdade na expressdo da chaperona proteina dissulfeto
isomerase (PDI) no epididimo €qUINO ............ceieieeeiiiiiiiicee e e 35

ARTIGO 2: Associacdo da proteina dissulfeto isomerase: sémen equino e a

fertilidade em garannNOEsS............ouviiiiiiiiiiiiiiieiieeee e 51
3 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eeeian s 69

ANEXOS .o 81



16

1 INTRODUCAO

No Brasil, a tropa de equideos supera os 5 milhdes de animais,
movimenta cerca de 16,4 milhdes de reais por ano (MAPA, 2016). Estes
nameros provam 0O poder que 0OS equinos representam para a economia
nacional, e para que esta cadeia obtivesse um melhor desenvolvimento, o
manejo reprodutivo da espécie equina evoluiu significativamente nas ultimas
décadas, tanto em termos de novas tecnologias, quanto suas aplicagbes em
rebanhos por todo o mundo. No Brasil, este cenario ndo € diferente;
biotecnologias da reproducdo como criopreservacado de gametas e embrifes e
a criacao de centrais especializadas na reproducdo da espécie por todo o pais
tem aumentado nos ultimos anos (MAPA, 2016).

Com o0 aumento intensivo no uso de animais para reproducdo, e
surgimento de novos gargalos no manejo reprodutivo, ha a demanda pela
compreensao dos fendbmenos que regem a fisiologia reprodutiva. Assim, o
estudo de eventos como a espermatogénese e o0genese, maturacao
epididimaria, fertilizacdo, interacdo gameta-trato reprodutivo feminino, entre
outros, necessitam, investigacdes a nivel bioquimico e molecular. Tal
profundidade busca compreender melhor os eventos celulares e teciduais,
abrindo portas para o desenvolvimento de novos protocolos e tratamentos para
problemas de fertilidade em equinos.

As biomoléculas chaves nestes processos sao as proteinas, lipideos e
glicidios especificos, que atuam direta ou indiretamente nos processos da
fisiologia reprodutiva. Apesar de ja se conhecer os papéis de diversos glicidios
e lipidios, os estudos de protebmica tiveram um avango mais acelerado,
proporcionando um melhor entendimento das funcdes das proteinas na
biologia da reproducéo.

Em andrologia equina, especificamente, a identificacdo de proteinas
epididimarias, do plasma seminal e do espermatozoide, permitiram a melhor
compreensao da espermatogénese, maturacao epididimaria e fertilizacao.

Em bovinos, foi observado que as proteinas que induzem a motilidade
progressiva fazem parte do grupo FMP (proteina da motilidade progressiva).
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Este grupo € constituido de quatro a cinco proteinas agregadas entre si, de
baixa massa molecular (37,5 kDa), e cuja atuacdo juntamente com cAMP
induzem a motilidade (SHIVAJI et al., 1990). JAISWAL e MAJUNDER (1998)
demonstraram ainda que as proteinas FMP associadas ao bicabornato
proporcionam a motilidade progressiva do espermatozdide.

J4 em equinos, as proteinas mais abundantes no plasma seminal,
somando 70-80% das proteinas totais sdo as HSP-1, HSP-2 que apresentaram
capacidade heparina-ligante e foram encontradas em associagdo com a
superficie espermatica, indicando um papel potencial na fertilizacdo. Sé&o
proteinas de massas moleculares entre 14 e 30 kDaHSP-1 e HSP-2
(recentemente, renomeadas SP-1 e SP-2 por EKHLASI-HUNDRIESER et al.,
2005a). Atividades como a fusdo espermatozoide-odcito ocorrem por fusao de
membranas, situacdo esta que ndo ocorre espontaneamente, mas sim pela
interacdo de lipidios e proteinas, entre elas proteinas especificas como a PDI,
conforme demonstraram Ellerman ET. AL. (2006).As PDI possuem funcao
chaperona, formando pontes dissulfeto para efetuar o enovelamento das
proteinas e estas atingirem o estagio ativo. Além destas func¢fes, atua ainda no
armazenamento e controle do estradiol circulante (FU 2008).

Para obtermos marcadores que estabelecam a fertilidade de garanhdes
ainda precisamos um conhecimento melhor a respeito das proteinas presentes
nos espermatozoides imaturos e maduros. Indmeros trabalhos estédo
publicados descrevendo caracteristicas estruturais e funcionais do
espermatozoide, porém ainda ha muito, a saber, em relacdo a estrutura e
funcéo das proteinas nele presentes e as modificacdes que ocorrem durante a
maturacdo espermatica. H& alguns anos, pesquisadores tém mostrado
interesse e encontrado diversas correlacdes da presenca da PDI com a
fertilidade em humanos (ZANG et al,2007) e suinos, porém em equinos ainda
nao houve estudos a respeito.

O objetivo deste trabalho foi relacionar a expressao da PDI durante a
puberdade e quantificar a presenca desta chaperona em plasma seminal de
garanhdes férteis e subférteis, observando a possibilidade de considera-la

como um marcador potencial de fertilidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente secédo traz uma revisdo dos temas correlatos a esta tese como
0 estabelecimento da puberdade no garanhdo equino, maturacdo espermatica
no epididimo, o papel da secrecdo de proteinas nos tecidos reprodutivos e a

relacdo da proteina disulfeto isomerase com a fisiologia reprodutiva.

2.1 Puberdade

A puberdade é caracterizada pelo desenvolvimento dos érgdos sexuais
e aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, ou seja, o periodo de
vida em que ocorre o inicio da capacidade reprodutiva (ANDERSON et al.,1998),
sendo atingida quando o animal, macho ou fémea, se torna capaz de liberar
gametas e de manifestar seqUéncias de comportamento sexual completo
(GARNER & HAFEZ, 2004). Nos machos, a definicdo de puberdade ocorre no
momento em que espermatozéides maduros aparecem no ejaculado em animais
jovens, evento este que nao necessariamente coincide com a maturacao das
funcdes enddcrinas dos testiculos (ALLEN et al., 1982).
Em machos equinos, a fase infantil perdura em torno de seis meses,
para entdo ocorrerem mudancas que envolvem o periodo da pré-puberdade e
puberdade (AMANN, 2011). Pouco se sabe a respeito dos quesitos que
determinam o inicio da puberdade em garanhfes: Idade, peso corporal,
fotoperiodo e nutricdo séo citados como fatores determinantes, porém néo de
forma isolada, mas sim de forma interativa (JOHNSON et al., 1991;
HOLYOAK et al.,1994). Foi estabelecido que um minimo de idade e peso
corporal seriam necessarios para o0 aparecimento da puberdade, entretanto,
outros fatores, como taxa de crescimento, composicdo corporal e fatores
metabodlicos podem também apresentar um efeito estimulatério ou inibitério no
aparecimento da puberdade (KIRKWOOD & AHERNE, 1985). Foi sugerido,
que a idade a puberdade, baseada nas caracteristicas espermaticas, seria
aos 21 meses, podendo variar entre 14 e 24 meses (NADEN et al.,1990).

A puberdade no macho ndo pode ser determinada com a mesma
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precisdo das fémeas, pois representa um somatorio de processos e ndo so
um evento isolado. Foi definida como o momento em que os testiculos se
tornam ativos para producdo de testosterona, com valores superiores a 0,5
ng/mL e com a capacidade de produzir 50x10° espermatozéides por ejaculado
e com mais de 10% de motilidade (WOLF et al., 1965, NADEN et al., 1990)

Quando a producao de testosterona estiver estabelecida, capacidade
reprodutiva cresce, sendo a maturidade sexual ou eficiéncia reprodutiva
maxima atingida entre os dois e quatro anos de idade (AMANN, 1993).
Considerando a capacidade reprodutiva do garanhdo, Steiner e Umphenour
(2009), concluiram que a puberdade é atingida entre os 12 e 24 meses de
idade e sua capacidade reprodutiva é aumentada até os cinco a seis ou mais
anos de idade. No entanto, Para Johnson et al. (1991), o garanhdo atinge a
maturidade sexual dois a quatro anos ap0s a puberdade.

2.2 Funcgéo Testicular

Os espermatozoides sdo produzidos pelos testiculos, que além da
producdo espermatica, possui uma funcdo enddcrina, produzindo horménios
importantes para a diferenciacao celular, desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundarias e para a libido (AMANN, 2011).

As principais células relacionadas a este processo sdo as células de
Sertoli e as células de Leydig (AMANN, 1993). As células de Sertoli sdo as
Gnicas células somaticas presentes nos tubulos seminiferos e fornecem
suporte morfologico, nutricional e hormonal as células germinativas (BARDIN
et al., 1994). A complexa ligacdo entre as células de Sertoli forma uma
barreira hematotesticular garantindo uma regido protegida para o
desenvolvimento das células germinativas (AMANN, 1993), promovendo a
compartimentalizacdo do epitélio seminifero (NEVES, 2002), espermiacao das
espermatides, movimento das linhagens jovens, fagocitose das células
germinativas degeneradas e corpos residuais além de secrecdo de fluido
luminal e comunicacéo intercelular (DYM E MADHWA RAJ, 1977).

As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante

producdo de esterdides, os quais sdo sintetizados a partir de uma molécula
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base, o colesterol (BARDIN, 1996). Esta producdo ocorre através de
estimulos do LH (horménio luteinizante) em receptores localizados na
membrana citoplasmatica destas células. A semelhanca do FSH, o LH é uma
glicoproteina sintetizada e secretada na adenohipofise sob a influéncia do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) proveniente do hipotalamo. O
controle de retroalimentacdo negativa do LH € exercido tanto pela
testosterona quanto pelo estrégeno concomitantemente na adenohipofise e
hipotalamo (SHUPNIK & SCHREIHOFER, 1997; ROCHIRA et al., 2006). Nos
testiculos, existem receptores para andrégenos nas células de Sertoli,
peritubulares midides, musculares lisas dos vasos e na propria célula de
Leydig (SCHLATT et al., 1997; SUAREZ- QUIAN et al., 1998; DE GENDT et
al., 2004).

2.3 Espermatogénese

A espermatogénese ocorre em ciclos altamente organizados nos
tubulos seminiferos onde células dipldides (espermatogbnias) se diferenciam
numa célula hapléide madura (espermatozdide). Na espécie equina, estes
tubulos apresentam um comprimento médio de 2.419 metros em cada
testiculo e sdo compostos por células germinativas em diferentes graus de
desenvolvimento, intercaladas e sustentadas por células de Sertoli, que se
fixam na membrana basal e se estendem até o lumen (VARNER &
JOHNSON, 2007).

Nos mamiferos ja investigados, processo de espermatogénese dura
entre 30 e 78 dias, é composto por diferentes associacdes celulares e
considerado um dos mais produtivos sistemas de auto-renovacdo do
organismo animal (FRANCA e RUSSEL, 1998). No garanhdo este processo
leva ao redor de 57 dias (JOHNSON, 1991, JOHNSON e NEAVES, 1981) e é
controlado através de mensageiros que atuam através de rotas enddcrinas
paracrinas e autécrinas (JOHNSON e THOMPSON, 1983; JOHNSON e
NGUYEN, 1986; JOHNSON et al., 1986; JOHNSON e THOMPSON, 1986;
JOHNSON e TATUM, 1989)

O processo espermatogénico se divide em trés fases: a

espermatocitogénese (fase de proliferacéo), a meiose (fase de multiplicacéo)



21

e a espermiogénese (fase de diferenciacdo). Durante a espermatocitogénese
(fase de proliferacdo), as células germinativas mais jovens, as
espermatogobnias, se dividem em cinco geracfes celulares (Al, A2, A3, Bl e
B2). Durante esta fase, parte do citoplasma dessas células continua unido,
formando as pontes intercelulares que sao importantes por permitir a
comunicacao direta entre as células irmds, garantindo o desenvolvimento
sincronizado desta linhagem celular (JOHNSON et al., 1997, NEVES, 2002).
O numero estimado de geracdes de espermatogbnias varia de quatro a seis,
na maior parte das espécies estudadas (JOHNSON et al., 1997). No equino
sdo cinco (JOHNSON et al., 1978; FRANCA e RUSSEL,1998).

Apoés a Ultima divisdo espermatogonial, estas passam a se chamar de
espermatoécitos; os da primeira divisdo meibtica sdo o0s espermatdcitos
primarios e os da segunda sdo os espermatdcitos secundarios (COSTA e
PAULA, 2003). Os espermatqcitos primarios em pré-leptéteno tém seu namero
semelhante aos da espermatogdnia B2. Logo apds, eles vao para a fase de
leptéteno e, sequencialmente, zigéteno, onde ocorre o0 pareamento dos
cromossomos homologos. Logo apds, 0s cromossomos compactam-se e
entram na fase de paquiteno, sequencialmente, de dipléteno onde eles se
separam parcialmente. O nucleo, agora, passa pela metafase, anafase e
teléfase da primeira divisdo meidtica para produzir os espermatdcitos
secundarios, que apresentam os nucleos menores que os do espermatdcito
primario em paquiteno e, sem que ocorra duplicacdo de DNA (CLERMONT,
1972). Apdés a segunda divisdo meidtica, 0s espermatocitos secundarios
dividem-se e passam a ser denominados espermatides arredondadas; aqui a
espermiogénese tem inicio com o processo de diferenciacdo celular, até a
formacéo dos espermatozoéides (JOHNSON et al., 1997).

JA na espermiogénese (fase de diferenciacdo), as espermatides
arredondadas sofrem uma transformacdo severa com compactacdo da
cromatina, formacao do flagelo, do acrossoma e perde citoplasma para, entao,
serem liberadas no lumen do tdbulo seminifero como espermatozoides,
processo ao qual € dado o nome de espermiacdo. Durante esta fase a célula, o
espermatozoide, fica mais vulneravel a defeitos estruturais e genéticos
(AMANN, 1993; KERR et al., 2006).Mesmo os espermatozoéides chegando ao
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limen dos tubulos seminiferos, estes ainda precisam sofrer o processo de
maturacdo espermatica no epididimo e de capacitacdo no trato genital feminino
para se tornarem aptos a fertilizacdo (COSTA e PAULA, 2003).

2.4 Maturacao espermatica

A maturacdo espermatica envolve intensas alteragcdes morfolégicas e
bioquimicas, estas altera¢des se iniciam na cabeca do epididimo e seguem
pelo corpo até a cauda proximal, garantindo a formacdo de espermatozéides
aptos a reconhecer e fertilizar oocitos secundarios no trato reprodutor feminino,
e permitem ainda que os espermatozoides adquiram motilidade progressiva
(ROBAIRE, 1988). Sabe-se que numerosas mudangas ocorrem com O
espermatozoide durante o transito epididimario, entre estas mudancas, cita-se,
por exemplo: migracdo e perda da gota citoplasmatica (HAMILTON,
1975;ROBAIRE et al., 2006; MOURA et al., 2007).; modificacbes das suas
dimensbes (BEDFORD, 1963); alteracdes na quantia de lipideos (SCOTT et.
al., 1967), e proteinas (VOGLMAYR et al., 1980).

Pela interacdo entre os espermatozoéides e o microambiente epididimario
ocorrem mudancas da osmolaridade, da producdo ibnica, das reservas
energéticas e de tipos protéicos. Este processo resulta em alteracdes
relacionadas as composi¢cdes macromoleculares e a fluidez das membranas
plasmatica e membranas acrossémicas, e a cromatina nuclear é estabilizada
por um aumento das ligacdes dissulfidicas. Muitas alteracdes das membranas
dos espermatozoides, que coincidem com a maturacdo espermatica, sao
mediadas por proteinas secretadas em regides restritas do ducto epididimario
(algumas das quais sdo androgeno-dependentes) e por associacfes

subsequentes dessas proteinas com os espermatozoéides (DACHEUX, 2005).
2.5 Epididimo
Os tubulos seminiferos convergem para formar a rede testis, que por

sua vez da origem aos ductos eferentes que, dependendo da espécie, sdo em
ndmero de 4 a 20 (ROBAIRE e HINTON, 2015). Estes tabulos convergem para
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formar um Unico canal altamente enrolado, chamado epididimo que ¢é
extremamente longo e varia conforme a espécie, alcancando 3 m em ratos,
variando de 3-9 metros, na espécie humana (HINTON et al., 2011),e chega a
até 80 metros nos equinos (OLIVA et al.,2009 MARIEB et al.,, 2009).
Morfologicamente, o epididimo foi dividido inicialmente em quatro regides:
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda, descritas pela primeira vez por Benoit
(1926). A classificacdo se baseia no estudo da altura do epitélio, do diametro
tubular e da variagao na frequéncia dos diferentes tipos celulares, que incluem
as células principais, basais, apicais, halo, claras e estreitas (REID, 1957),
caracteristicas tais que se relacionam com a funcdo destas regides. Além
disso, a altura das células epiteliais que revestem o ducto epididimario diminui
da regido do segmento inicial para a cauda, e consequentemente, o limen
deste aumenta nesta direcéo (REID, 1957; ROBAIRE, 1988).

As caracteristicas morfolégicas, limites, componentes e fun¢cbes de cada
uma delas podem variar entre espécies. Em equinos, como em humanos, a
regido proximal da cabeca € parte do extenso sistema de condutos eferentes.
A cauda epididiméria é inconspicua no homem, no entanto, em grande parte
das espécies € uma estrutura bulbosa. Nesta regido, os espermatozoides
podem ser estocados, mantendo importantes reservas que representam o
conteudo de mais que dez ejaculados (FOURNIER-DELPECH e THIBAULT,
1993).

Em todas as espécies de mamiferos, cada regido do epididimo € ainda
organizada em lobos separados por septos de tecido conjuntivo. Estes septos
servem ndo apenas como suportes internos para o O6rgdo, mas tém sido
propostos para também fornecer uma separacdo entre os I6bulos, o que
permite a expressdo de genes e proteinas dentro de lobulos individuais e
podem desempenhar um papel na criacdo de micro-ambientes especificos
onde substancias, tais como fatores de crescimento, poderiam ter papéis
diferenciados (TUNNER et al., 2003).

O tipo celular mais abundante neste ducto é a célula principal,
encontrada em todos os segmentos epididimarios, entretanto, sao mais
abundantes no segmento inicial e na cabeca epididimaria (aproximadamente

80% do total de células epiteliais). Entre o segmento inicial e as demais
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regides, podem ser observadas algumas variagcbes nas caracteristicas
morfologicas das células principais. Na cabeca, corpo e cauda do epididimo, os
nacleos destas células apresentam formas irregulares e localizam-se na porcao
basal enquanto que, no segmento inicial, o0s nulcleos se mostram
arredondados, dispostos em varios niveis (REID, 1957)

As células principais sé@o responsaveis pelo transporte e secrecao de
ions e de pequenas moléculas organicas, pela sintese e secrecao protéica,
como também pela reabsor¢cdo de fluido (ROBAIRE, 1988, DACHEUX et
al.,2005). As células principais, nas regides da cabeca e do corpo participam
ainda da manutencdo do pH luminar acidico (PASTOR-SOLER, 2005). A
habilidade das células principais para secretar proteinas, inclusive
glicoproteinas, tem sido relacionada com o seu bem desenvolvido “sistema
organelar associado a sintese e secrecdo, tal como a presenca de um
marcante reticulo endoplasmatico rugoso (RER) associado com o aparelho
reticular de Golgi (HERMO, 1994; LIU et al.,, 1991; FELISBINO, 1997).
Adicionalmente, uma via secretdria intracitoplasmatica de proteinas foi
demonstrada em células principais epididimarias de camundongos por
Flickinger (1985). Semelhantes as células principais, existem as ceélulas
apicais, que nao estabelecem contato com a membrana basal e apresentam
nucleos que se localizam na por¢éo apical (REID, 1957). No segmento inicial,
observam-se as células estreitas, que apresentam citoplasma mais acidéfilo
que o das células principais, nucleo alongado e localizado na metade superior
da célula e regido basal estreita, dificil de serem visualizadas. As células
estreitas modificam o pH do Iimen por produzirem enzimas da familia anidrase
carbbnica, fazendo a manutencdo da quiescéncia do espermatozdide; além
disso, as células apicais e estreitas tém a funcdo de degradacédo de proteinas
especificas (PASTOR-SOLER,2005; HERMO et al., 2005).

Por outro lado, as células claras sdo encontradas somente nas porcdes
da cabeca, do corpo e, especialmente, da cauda que possuem numerosos
vacuolos apicais, e participam da remocao da gota citoplasmatica presente nos
espermatozoides (REID, 1957). Em todo o epididimo, porém, em maior
guantidade nas regifes do corpo e da cauda, observam—-se as células basais.

Possuem o nudcleo alongado ou esférico com cromatina condensada, tendo



25

funcdo protetora por formar barreiras entre os vasos sanguineos e o limen
epididimario e participam do processo de “destruicdo” de espécies reativas de
oxigénio devido a expressédo de altas concentracfes de enzimas da familia da
glutationa peroxidase, superéxido dismutase, catalase e indolamina
dioxigenase, auxiliando também na regulacdo do transporte de agua e de
eletrolitos pelas células principais (VERNET et al, 2004; LEUNG et al., 2004;
CHEUNG, 2005)

As células halo sado distribuidas em todos os niveis do epitélio
epididimario, porém sao mais frequientes no epitélio da porcdo da cabeca. Elas
apresentam ndcleo com cromatina densa, envolto por uma quantidade escassa
de citoplasma, além de uma é&rea fracamente corada, formando um “halo”;
estas células estdo relacionadas ao sistema imune (ROBAIRE, 1988).

Cada regidao ao longo do ducto epididimario possui uma distribuicdo
diferenciada dos tipos celulares, determinando um fluido laminar caracteristico,
constantemente modificado pela atividade secretéria e de reabsorcdo do
epitélio do epididimo, e pela atividade metabdlica do espermatozéide, criando
um microambiente apropriado para a maturacdo esperméatica (ROBAIRE, 1988;
HINTON, 1993).

Um aspecto interessante da expressao génica no epididimo é o alto grau
de regionalizacdo do padrdo de expressao do RNAmM. A expressao regional de
cada gene pode refletir funcBes diferentes. Analises eletroforéticas e
protedmicas do fluido luminal demonstram que essas proteinas apresentam um
padrdo de distribuicdo diferente ao longo do conduto, sendo que as regifes
proximais apresentaram maior atividade secretora (Gatti et al., 2004; Sullivan et
al., 2005). Muitos genes somaticos e germinativos se expressam
exclusivamente ou exibem altos niveis de expressao nesta regido, enquanto
outros genes s6 se expressam ha regido do corpo ou na cauda epididimaria. A
alta expressdo de genes na regido proximal deste 6rgdo sugere que nela
aconteceriam eventos iniciais do processo de maturacao; entretanto genes que
se expressam na regido distal poderiam estar relacionados com a manutencéo
da funcdo espermatica durante a armazenagem dos espermatozoides
(Cornwall e Hann, 1995).
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Os espermatozoides imaturos deixam os testiculos quase iméveis, e sao
lentamente movidos ao longo do ducto do epididimo pelo fluido que contém
varias proteinas antimicrobianas, incluindo diversas beta-defensinas (MARIEB
et al., 2009). Este transporte através do ducto epididimario depende da
contracdo muscular via transmissdo simpética e parassimpatica, da acdo dos
cilios presentes nas células epiteliais e do gradiente de presséo hidrostatica
diferencial entre as por¢des proximal e distal do ducto epididiméario (ROBAIRE,
1988) Para estimar-se o tempo de transito total através de cada segmento do
epididimo avalia-se a reserva de espermatozodides e producdo de sémen
testicular diaria (ORGEBIN- CRIST, 2008), porém o tempo minimo necessario
para a passagem de espermatozdéides através do mesmo é de
aproximadamente dez dias, independente do tamanho do animal, da sua
producdo de espermatozdides ou de suas reservas de fluido epididimario
(ROBAIRE et al., 2006).

2.6 Proteinas relacionadas com a maturacéao epididimaria e fertilizacao

Como papel das proteinas, descreve-se a responsabilidade pela
habilidade dos espermatozéides: se movimentarem, vencerem as barreiras do
trato feminino, alcancar o local de fecundacdo, ligar e fundir-se ao odcito e
formar o zigoto (VARRICHIO et al., 1996; JONES, 1998,). Uma das proteinas
responsaveis por este movimento é a kinase, que nha passagem dos
espermatozoides pelo corpo do epididimo, sob a influéncia do baixo nivel de
calcio, alto pH e cAMP, é ativada atuando na atividade flagelar da cauda do
espermatozoide (SHIVAJI et al., 1990).

Em bovinos, foi observado que as proteinas que induzem a motilidade
progressiva fazem parte do grupo FMP (proteina da motilidade progressiva).
Este grupo é constituido de quatro a cinco proteinas agregadas entre si, de
baixa massa molecular (37,5 kDa), e cuja atuacdo juntamente com cAMP
induzem a motilidade (SHIVAJI et al., 1990). JAISWAL e MAJUNDER (1998)
demonstraram ainda que as proteinas FMP associadas ao bicarbonato
proporcionam a motilidade progressiva do espermatozdide.
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Algumas proteinas, como as proteinas SFP (proteinas do fluido seminal,
13 kDa;SCHONECK et al.,, 1996) e LDH-C4 (desidrogenase lactica C4)
envolvidas na motilidade, apresentam funcdo de protecdo (reducdo de
peréxidos) dos espermatozoides, outras como a calmodulina e calsemina
ativam os canais de calcio (SHIVAJI et al., 1990). Ainda os receptores RHAMM
(58 kDa;receptores de hialuronidase) também foram relacionados a motilidade
via acido hialurénico (KORNOVSKY et al., 1994). Estudos recentes apontaram
a angiotensina Il como tendo propriedade cinéticas (SABEUR et al., 1999) e
TPP (tirosina fosforilada), ambas envolvidas na motilidade da cauda (YEUNG
et al., 1999), e o TNFa (fator de necrose tumoral a) presente no sémen como
motilidade acima de 50% (LIEBERMANN et al., 1999).

N&o menos importante € a atuacdo das proteinas inibidoras de
motilidade como as SMIF (fatores de inibicdo de motilidade do sémen), de
baixa massa molecular, porém, sugestbes tém sido feitas no sentido de que
estes fatores possam atuar como selecionadores de espermatozoides durante
0 processo de fertilizacdo (SHIVAJI et al., 1990).

Existem estudos que demonstram que 0S compostos protéicos
secretados nos dutos eferentes (antigenos e proteinas) sdo imprescindiveis a
capacidade de fecundar dos espermatozdides. Participam desta lista
compostos como a fertiina (MYLES e PRIMAKOFF, 1997), pr6-acrosina
(KALAB et al., 1994) e 31,4-galactosiltransferase (MILLER e SHUR, 1994), 16
além do antigeno PH20/2B1(PHELPS e MYLES, 1987) e as proteinas sp56
(CHENG et al.,, 1994) e p95 (KALAB et al., 1994). As proteinas mais
abundantes no plasma seminal de equinos, somando 70-80% das proteinas
totais sdo as HSP-1, HSP-2 que apresentaram capacidade heparina-ligante e
foram encontradas em associacdo com a superficie espermatica, indicando um
papel potencial na fertilizacdo. Sao proteinas de massas moleculares entre 14
e 30 kDa.HSP-1 e HSP-2 (recentemente, renomeadas SP-1 e SP-2 por
EKHLASI-HUNDRIESER et al.,, 2005a). Pertencem ao grupo chamado
proteinas seminais curtas tipo Fn-2 (EKHLASI-HUNDRIESER ET AL., 2005a).
Mais recentemente, proteinas longas Fn-2 tém sido identificadas no trato
genital masculino de varias espécies de mamiferos, incluindo equinos, onde é
chamada de EQ-12. As proteinas longa (EQ-12) e curta (SP-1 e SP-2) se
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associam fortemente a superficie espermatica durante o transito epididimario e
na ejaculacdo. A ligacdo espermatica das proteinas tipo Fn-2 a regido pos-
acrossomal da peca intermediaria € detectada primeiro no corpo epididimario,
as caracteristicas mais notaveis das proteinas seminais tipo Fn-2 sdo sua
habilidade de interagir especificamente com as colinas dos fosfolipidios da
membrana espermatica e sua capacidade heparina-ligante (CALVETE et al.,
1997). A capacidade heparina-ligante € uma propriedade que depende do
estado de agregacao das proteinas. Apenas proteinas tipo Fn-2 oligoméricas, e
ndo as monomeéricas tém demonstrado essa habilidade (CALVETE et al.,
1999). A ligacéo dessas proteinas na superficie espermatica deve preceder os
processos de capacitacdo induzidos por heparina (MANJUNATH e THERIEN,
2002).

As proteinas CRISP espermaticas de equinos estdo localizadas na
regido equatorial e poés-acrossomal da cabeca, bem como, na peca
intermediéaria do flagelo. Sua associacdo com a superficie espermatica comeca
na regido de corpo do epididimo (SCHAMBONY et al., 1998). Pode-se dizer
que as moléculas de CRISP1 e/ou CRISP2 devam exercer uma funcéo direta
nos ultimos eventos de fertilizacdo (fusdo espermatozoide-odcito), enquanto
CRISP3 parece contribuir para as funcdes do plasma seminal no trato genital
feminino.

Entre as proteinas que promovem a sobrevivéncia espermatica neste
orgao incluem proteinas envolvidas na conjugacdo de glutationa e seu
metabolismo (HINTON et al., 1996; ROBAIRE e VIGER, 1995), a glicoproteina-
2 sulfatada (SGP-2 ou clusterina;SYLVESTER et al.,, 1991) que inibe a lise
celular mediada pelo complemento, inibidores de proteases tais como proteina
HE4 (KIRCHHOFF et al., 1998) e as proteinas da familia CRES (CORNWALL
et al., 1992) que protegem espermatozoides da degradacao proteolitica.

Outras proteinas também tém sido isoladas no plasma seminal eqtino,
como a lactoferrina que é originada do testiculo (INAGAKI et al., 2002) que
assim como a leptina e os fatores de crescimento, podem levar a um aumento

da longevidade dos espermatozéides.
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2.7 Proteinas Dissulfeto Isomerase (PDI)

As oxiredutases ditidlicas, especialmente aquelas pertencentes a
superfamilia das tiorredoxinas, sdo enzimas reconhecidamente importantes na
ativacdo de vias de sinalizagéo redox (EBRAHIMIAN e TOUYS, 2008). Dentro
da superfamilia das tiorredoxinas, encontra se a Proteina Dissulfeto Isomerase
(PDI), uma chaperona redox, oriunda do reticulo endoplasmatico. A PDI e suas
analogas sao as unicas capazes de catalizar reagcdes de izomerizagao, ou seja,
reorganizam o posicionamento de pontes de dissulfeto atraves de ciclos
repetitivos de oxidacdo e reducédo. As diferentes atividades exercidas pela PDI
sédo realizadas nos diferentes estados redox destes motivos cataliticos, os
guais podem se encontrar no estado reduzido ditiol ou oxidado dissulfeto
(LAURINDO et al., 2008).

As PDI séo responsaveis por participar de importantes processos
fisiologicos como a modulacdo da atividade da fosfatase da miosina, proteina
indispensavel a contracdo muscular (SITIA, 2003) e destacam-se por atuar na
manutencdo conformacional das proteinas recém-formadas, especialmente
daquelas destinadas a superficie celular e que néo estédo sob a vigilia direta de
chaperonas (RIEMER et al.,2009). Desta forma, possuem um papel de
destaque dentro dos processos bioldgicos (MORAES et al.,2012).

Dentre as fungbes da PDI podemos citar a calatese da oxidacdo de
cisteinas para a formacdo de pontes dissulfeto, processo que auxilia o
enovelamento de proteinas destituidas de pontes dissulfeto (funcdo chaperona)
bem como a reducéo e re-arranjo de pontes dissulfeto em proteinas, ou seja,
re-organizacdo do posicionamento de pontes dissulfeto (LAURINDO et al.,
2008). Ambas as func¢des séao independentes do potencial redox do meio em

gue a PDI se encontra (Figura 1).
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Figura 1: Reacdes realizadas pela PDI em substratos protéicos portadores de

dissulfetos ou ditiois.
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Fonte: adaptado de Laurindo et al.,(2008).

Estas proteinas sdo encontradas em todos 0s organismos
multicelulares atuando prioritariamente no reticulo endoplasmatico (RE), porém
a coordenacado da conformacéo de proteinas in vivo ainda é pouco conhecida
(VAN LITH et al.,, 2007). A PDI é uma proteina abundante, podendo atingir
niveis milimolares no reticulo endoplasmatico de hepatdécitos, e sua expressao
se relaciona- a sobrevivéncia celular. Em células de mamiferos, a expressao de
PDI mantém a sobrevivéncia celular e 0 aumento de sua expressao melhora a
resisténcia celular pos-hipéxia em astrécitos e células endoteliais (TANAKA et
al., 2000;SULIVAN et a.,| 2003).

2.7.1Caracterizagdo das PDIs

As PDI sdo proteinas de peso molecular aproximado de 55 kDa, e sua
organizacdo compreende cinco dominios semelhantes a tiorredoxinas a, a‘, b e
b‘. Apresentam também um dominio carboxi-terminal denominado de ¢ (Figura
2). Nos dominios a e a‘ localizam-se os dois sitios cataliticos independentes da
enzima, cujas cisteinas reativas localizam-se na sequéncia Trp-Cys-Gly-His-
Cys (NOIVA, 1999; WILKINSON e GILBERT, 2004).
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Os dominios b ndo séo cataliticos, entretanto, o dominio b* apresenta
uma larga superficie hidrofobica, identificada como principal responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo das PDIs aos seus substratos (DENISOV, 2007,
BYRNE, 2009). Ja o dominio carboxi-terminal ¢, apresenta a seqiiéncia KDEL
(Lys-Asp-Glu-Leu) de retencdo no reticulo endoplasmético e tem sido
considerado um sitio de ligacdo ao calcio (WILKINSON e GILBERT, 2004;
LAURINDO et al., 2008).

Figura 2: Representacdo esquematica da PDI

455-491

Fonte: adaptado de Laurindo et al.,(2008).

A atividade oxidase € dependente apenas dos dominios a e a,
entretanto todos os dominios semelhantes a tiorredoxina sdo necessarios a
execucOes de reacdes de isomerizacbes mais complexas. Desta forma
percebe-se que a estrutura muiltidominio da PDI €& essencial a sua plena
funcd@o e habilita a interagir e estabilizar tanto proteinas nascentes, proteinas
parcialmente dobradas, quanto outras mal enoveladas (WILKINSON e
GILBERT, 2004)
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O dominio b’ é considerado o sitio primario para a ligacdo de proteinas
ndo-nativas, as quais interagem com um pequeno bolso hidrofébico delimitado
pelos residuos Leu 242, Leu 244, Phe 258, lle 272. Mutacdes em quaisquer
destes residuos influenciam significativamente a capacidade de
reconhecimento e ligacdo da PDI e seus substratos (PIRNESKOSKI et al.,
2004)

Como demonstra a Figura 3, estudos tém demonstrado a funcao de
ativacdo funcional das PDIs em relagdo a outras proteinas no reticulo
endoplasmatico e na superficie celular e as interacBes estabelecidas entre as
mesmas (BENHAM,2012).

Figura 3: Localizacao celular das PDI e descri¢cao de algumas interagbes com
proteinas do RE (Reticulo Endoplasmético) e de superficie celular.

SUPERFICIE

CELULAR

RETICULD
ENDOPLASMATICO

EFtpuM

Fonte: Adaptado de BENHAM, (2012).

As PDIs formam uma familia composta por 20 membros que além de
partiharem  propriedades estruturais comuns, também apresentam
caracteristicas Unicas relacionadas com os sitios de ligacdo ao substrato e a
outras proteinas residentes do RE, que séo responsaveis pela especificidade

das interagOes com o substrato e pelas propriedades funcionais (KOZLOV et
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al., 2010). Sua expressao mantém a sobrevivéncia celular em células de
mamiferos e o0 aumento destas melhora a resisténcia em células
endoteliais.(TANAKA et al., 2000; GRAVEN et al., 2002, SULLIVAN et al.,
2003. REINHARDT et al.2008) demonstraram que em ratos, estas chaperonas
atuam junto ao tecido plaquetario ativando a producéo de fibrina (REINHARDT
et al., 2008). A PDI realiza trafego intracelular, e € encontrada na superficie de
diversas células procaridticas e eucarioticas, constituindo aproximadamente

25% dos tidis encontrados em superficies celulares.

Recentemente, o papel das chaperonas comecou a ser explorado com
relacdo a fisiologia reprodutiva, como algumas funcdes nas células da
linhagem espermatogénica que ja foram descritas, evidenciando a importancia
destas na producdo de espermatozoides férteis (VAN LITH et al., 2007; IKAWA
et al., 2011).

Outro motivo que atrai interesse em pesquisas relacionando a PDI com
a fertilidade sdo os rearranjos de ligacdes dissulfeto que sdo necessarios para
que proteinas de adesdo do espermatozoide possam se ligar ao odcito.
(SUNDHEY et al., 1995).

Estudos recentes demonstram ainda que a PDI exerce a funcdo de
reservatorio hormonal, incluindo os horménios tireoidianos (T3) e Estrogénio
(E2) (IMAOKA, 2011), e possui a capacidade de se ligar aos receptores de
estrogénio atuando assim na regulacdo dos mesmos e manutencdo de sua
estrutura (SCHULTZ-NORTON, 2006; FU 2008,).

2.8 Western Blotting — SDS Page

Western blotting € um método para detectar proteinas em um
homogenato (células bem trituradas) ou um extrato de um tecido
biologico. Essa técnica usa eletroforese em gel para separar as proteinas
desnaturadas por massa. As proteinas sao entado transferidas do gel para
uma membrana (tipicamente de nitrocelulose), onde sdo usados como

sonda anticorpos especificos a proteina. As proteinas da amostra sdo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese_em_gel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrocelulose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
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separadas de acordo com o peso molecular usando-se a eletroforese em
gel, separando entdo as proteinas por massa em "bandas" conforme os
pesos moleculares (BRUNETTE, W.N., 1981).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese_em_gel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese_em_gel
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RESUMO

O periodo de puberdade, em equinos, define-se pela aparicdo de
espermatozoides maduros no ejaculado de animais jovens, bem como a maturacao
das funcbBes enddcrinas. Os espermatozdides saem dos testiculos imaturos, e
necessitam passar por um processo de maturacdo no epididimo. Neste processo,
as glicoproteinas estdo associadas a importantes mecanismos de maturacado dos
espermatozoides, tais como: reconhecimento de sitios especificos sobre a
superficie dos odcitos durante a fertilizacdo; formacdo da matriz acrossomal; acéo
sobre a reacdo acrossdmica, fertilizacdo e destruicdo da gota citoplasmatica do
espermatozoide. Para haver a possibilidade de se obter marcadores moleculares
potenciais que permitam estabelecer a fertilidade de um garanh&o, é necessario um
melhor conhecimento das proteinas presentes em espermatozoéides imaturos e
maduros, uma das quais é a PDI (proteina dissulfeto-isomerase), responsavel pelos
rearranjos de ligacfes dissulfeto, necessarias para que proteinas de adesdo do
espermatozoide possam se ligar ao oocito. O objetivo deste trabalho foi identificar a
presenca da PDI no epididimo equino durante a puberdade, além de quantificar
esta proteina no fluido e nos espermatozéides epididimarios. Foram utilizados 22
equinos Crioulos saudaveis, castrados e divididos em trés grupos: G1: potros até
24 meses, G2: de 24-36 meses e G3: a partir de 36 meses. Imediatamente apos a
castracao, os testiculos foram medidos, pesados e foi efetuada a dissecacdo do
epididimo para a coleta de fluido epididimario. Este foi acondicionado em tubos e
centrifugado a 800 g por 10minutos para separar o fluido dos espermatozoéides. O
sobrenadante foi removido e criopreservado a -196° C. Os espermatozoéides foram
ressuspendidos em PBS e armazenados a -196° C. Para a dosagem de proteina
das amostras, utilizou-se o método de Kit BCA espectrofotbmetro e a eletroforese
com géis de poliacrilamida a 10% SDS-Page. Para imunodetec¢do das proteinas,
efetuou-se a incubacdo do anticorpo primario especifico por no minimo, 6 horas a
4° C, e incubacao com anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-igG de
camundongo ou anti-lgG de rato. Para a visualizacdo das bandas, foi utilizado o Kit
de ECL em filmes de raio-X, e a quantificacdo pelo software livre Image J.
Considerando a analise proteémica do fluido e espermatozéides epididimarios, a
PDI foi identificada nos trés grupos avaliados, sendo sua quantidade inferior no G1

em relacdo aos grupos 2 e 3. Em conclusdo, a expressdo da PDI nos
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espermatozoides e fluido epididimarios de potros castrados cirurgicamente,
aumenta conforme o animal atinge a maturidade sexual considerando as
respectivas idades.

Palavras Chave: chaperonas, puberdade , maturidade sexual
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ABSTRACT

Puberty, in the equine species, may be defined by the appearance of mature
spermatozoa in young animals’ ejaculates, as well as endocrine function
maturation. Sperm leave testicle still immature, and need to undergo an epididymal
maturation process. During this, glycoproteins are associated with important
mechanisms of sperm maturation, such as: recognition of specific sites on oocyte
surface during fertilization; acrosome matrix formation; acting on acrosomal
reaction, fertilization and cytoplasmic droplet destruction. One of the proteins found
in immature and mature spermatozoa is PDI (protein dissulfide-isomerase). PDI is
responsible for rearranging dissulfide bonds, necessary for sperm adhesion proteins
to link to the oocyte. The aim of this work was to identify PDI in equine epididymis
during puberty, and quantify it in epididymal sperm and fluid. Twenty-two healthy
Crioulo colts were surgically castrated, and divided in three groups: G1: until 24
months; G2: from 24-36 months and G3: more than 36 months. Immediately after
castration, testicles were measured, weighed, and the epididymis was dissecated
for epididymal fluid collection, which was put into tubes and centrifuged at 800 g for
10 minutes to separate epididymal fluid from sperm. Supernatant was removed, and
cryopreserved at -196° C. Sperm were re-suspended in PBS and stored at -196° C.
Protein dosing of samples was performed with BCA Kit and electrophoresis at 10%
SDS-Page. To detect proteins, primary antibody was incubated for at least 6 hours
at 4° C, and then incubation with secondary antibody conjugated with anti-mouse
IgG or anti-rat 1gG. To see bands, ECL Kit in X-ray films was used, and the bands
quantified with software ImageJ. In the three groups PDI was identified, in
epididymal fluid and epididymal sperm, but in smaller amount in G1 when compared
with Groups 2 and 3. In conclusion, expression of PDI in epididymal fluid and sperm
of surgically castrated colts, increases as the animal attains sexual maturity.

Key words: chaperones, puberty, sexual maturity.
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INTRODUCAO

O periodo de puberdade corresponde ao desenvolvimento dos Orgaos
sexuais, aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, inicio da
capacidade reprodutiva (ANDERSON et al.,1998),que ¢é atingida quando o individuo
se torna capaz de liberar gametas e de manifestar sequéncias de comportamento
sexual completo (GARNER e HAFEZ, 2004). Ja Allen (1962), considera que nos
machos, a puberdade ocorre quando espermatozéides maduros aparecem no
ejaculado de animais jovens, independe da maturacao das funcbes enddcrinas.

Diferente da puberdade nas fémeas, no macho ndo pode ser determinada
com precisdo, por ndo ser um evento isolado e sim um somatorio de processos.
Estudos definiram que a puberdade € atingida no momento em que os testiculos se
tornam ativos para producgéo de testosterona, com valores superiores a 0,5 ng/mL e

com a capacidade de produzir 50x106espermatozéides por ejaculado além de no
minimo10% de motilidade (WOLF et al., 1965, NADEN et al., 1990).

O processo de espermatogénese ocorre nos testiculos, porém o0s
espermatozoides saem dos testiculos imaturos, inaptos a fertilizar o odcito, por esta
razao necessitam passar por um processo de maturacdo no epididimo para que haja
a possibilidade de fecundacdo (ORGEBIN-CRIST e OLSON, 1984). Sabe-se que
numerosas mudancas ocorrem com o0 espermatozoide durante o transito
epididimério. Entre estas mudancas, cita-se, por exemplo: migragcéo e perda da gota
citoplasmatica (HAMILTON, 1975;ROBAIRE et al.,2006; MOURA et al.,2007).;
modificagcdes das suas dimensdes (BEDFORD, 1963); alteracbes na quantia de
lipideos (SCOTT et. al.,, 1967, e proteinas (VOGLMAYR et. al., 1980).Durante o
processo de maturagdo, ocorre a adsorcdo de proteinas e glicoproteinas produzidas
pelo epitélio epididimario e pela membrana plasmética do espermatozéide, assim
como a remocao algumas proteinas de membrana espermatica que compdem o
fluido epididimario. As glicoproteinas estdo associadas a importantes mecanismos
de maturacéo dos espermatozdides, tais como: reconhecimento de sitios especificos
sobre a superficie dos odcitos durante a fertilizacdo; formacao da matriz acrossomal;
acao sobre a reacao acrossomica, fertilizacdo e destruicdo da gota citoplasmatica do
espermatozoide (STUMPP, 2009).

Para haver a possibilidade de se obter marcadores moleculares que permitam

estabelecer a fertilidade de um garanhdo, é necesséario um melhor conhecimento das



40

proteinas presentes em espermatozoéides imaturos e maduros. Existem numerosos
trabalhos sobre caracteristicas estruturais e funcionais do espermatozdéide, porém
muito resta por conhecer em relagdo a estrutura e funcdo das diferentes
macromoléculas nele presentes, bem como das modificagbes que experimentam
durante o processo de maturacao espermatica (VARNER e JOHNSON, 2007).

Entre as proteinas relacionadas a maturacdo espermatica, destaca-se a PDI,
pois é responsavel pelos rearranjos de ligacGes dissulfeto, Esta estabilizacdo
confere ao nicleo uma maior resisténcia durante seu percurso pelas vias seminais e
no trato reprodutivo da fémea e facilita a penetracdo do espermatozoide a zona
pellicida (BEDFORD E CALVIN, 1974; DIAS, 2004).

Além de funcionar como uma molécula chaperona, a PDI em humanos tem a
funcdo de modular as concentracbes de E2 extracelular e intracelular (FU et al.,
2008). Horménio este envolvido diretamente na espermatogénese por estimular a
proliferacéo das células de Sertoli (MAGALHAES LAZARI, 2009).

O objetivo deste trabalho foi identificar a presenca da PDI no epididimo equino
durante a puberdade, além de quantificar esta proteina no fluidoe n

0s espermatozoides epididimarios.

1. Material e Métodos

2.1 Coleta e processamento das amostras

Para o presente experimento foram utilizados equinos Crioulos saudaveis de
propriedade de cabanhas da Regido da Campanha do Rio Grande do Sul, Brasil
(Latitude:31°19'53"S,Longitude: 54° 06' 25" W)

Os animais foram castrados cirurgicamente e divididos em trés grupos: G1.:
potros até 24 meses, G2: de 25-36 meses e G3: a partir de 36 meses.
Imediatamente ap0s a castracao, os testiculos foram medidos (comprimento, altura e
largura e pesados para posteriormente ser efetuada a cuidadosa dissecacédo do
epididimo para a coleta de fluido da cauda do epididimo e processamento deste.

O fluido coletado foi avaliado ao microscopio 6ptico,binocular (Coleman®)
observando-se a presenca ou ndo de espermatozoéides e a motilidade , sendo
acondicionado em tubos eppendorf para passar pelo processamento. As aliquotas
foram centrifugadas a 800 g por 10minutos para separar o fluido epididiméario dos
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espermatozoides. O sobrenadante (fluido epididimario) foi removido, acondicionado
em Eppendorf e criopreservado em nitrogénio liquido a -196° C para posterior
manipulagcdo. Os pellets de espermatozéides foram ressuspendidos em tampao
fosfato (PBS) gelado e centrifugados a 800g por 10minutos. O sobrenadante foi
descartado, adicionou-se PBS novamente ao pellet e a centrifugacao foi feita
novamente para que a retirada completa do fluido epididiméario fosse possivel.
Posteriormente os pellets de espermatozoides foram também armazenados a -196°
C para serem encaminhados ao Laboratorio de Biotecnologia da Univates.

2.2 SDS Page e Western Blotting

As amostras foram submetidas a dosagem das proteinas, utilizando-se o
método de Kit BCA espectrofotdmetro (Spectramax® Moleular Devices) para a
leitura para posteriormente serem submetidas a eletroforese, utilizando-se géis de
poliacrilamida a 10% SDS-Page(SIGMA, St. Louis, MO, USA).Apés a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore,
Bilerica, EUA)e o sistema foi colocado em um cassete de transferéncia Trans-Blot
Turbo (Bio-Rad). Apés transferéncia, a membrana foi incubada com M-TPBS
(tampao PBS, adicionado de 0,05% de Tween 20 e 5% de leite em pd desnatado)
por 60 minutos a 4° C a fim de se obter o bloqueio de sitios ndo ocupados na

mesma.

Para imunodeteccdo das proteinas efetuou-se a incubacdo do anticorpo
primario especifico (anti-PDI) por no minimo, 6 horas a 4° C, e incubagdo com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-
IgG de rato (Amershan Pharmacia). Para a visualizacdo das bandas,foi utilizado o

Kit de ECL (Enhanced Chemiluminescence - Millipore, Bilerica, EUA) em
filmes de raio-X,e as bandas quantificadas pela utilizacao do software livre ImageJ.

2.3 Andlise Estatistica
A quantificacdo dos géis permitiu a comparacdo da quantidade das proteinas

entre os grupos, que foi realizada ANOVA de uma via seguida do e TUKEY, realizado

com o software Prism 6 (GraphPad) adotando nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As médias gerais de biometria testicular observadas neste estudo estdo descritas na

tabela a seguir:

Tabela 1: Valores médios de MT (motilidade total) do fluido epididimario, peso e

volume dos testiculos direito (TD) e esquerdo (TE) dos grupos avaliados.

G1 (n=10) G2 (n=6) G 3 (n=6)
MT (%) 3,00+2,58 2,8622,40 3,660,03
Volume TE (cm3) 93,4+84,3 148,4+54,3 144,79+106,8
Peso TE (g) 121,0+75,3° 189,2+32,46 190,83+41,84%°
Volume TD (cm3) 72,4448 4° 126,5+36,99° 125,80+33,22°
Peso TD(g) 104,9+54,9" 184,2+33,67 182,50+29,62 2

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

Ao estudar a motilidade espermatica total no fluido epididiméario, ndo foram
encontradas diferencas (p<0,05) entre os grupos. Pinho et al.(2015), avaliando um
garanhdo de 6 anos, observaram a motilidade epididimaria de 15,65%, superior ao
observado neste experimento. Estudos sobre a recuperagédo de espermatozdides do
epididimo demonstraram que estas células se mantém viaveis a temperatura
ambiente por 24 horas pds orquiectomia e que o numero de espermatozoéides
obtidos da cauda do epididimo € maior do que o niumero de espermatozéides de um
ejaculado em vagina artificial (NEILD et al., 2006; MONTEIRO et al.,
2013).Blanchard et al. (2001) verificaram valores de 70 a 80g, em oito diferentes
racas com idade média de trés anos. Na raca Quarto de Milha, Naden et al. (1990)
identificou uma média de volume testicular de 103,0g aos dois anos de idade e na
raca Crioula com idade média de 48 meses, o peso testicular foi de 162,99
(FIGUEIRO, 2010).Considerando as medidas dos testiculos esquerdos, ndo se
encontrou diferenca; as médias dos testiculos direitos demonstram diferenca
estatistica entre o grupo 1 em relacao aos grupos 2 e 3 (tab.1).

Ao avaliar o peso testicular, nos testiculos direitos, os resultados foram
similares ao observado no volume testicular direito, onde se obteve um peso menor
no grupo 1: 104,9+54,9g, em relacdo aos grupos 2: 184,2+33,67¢g; e 3: 182,5+29,62¢g
nos quais nao se observou diferenca estatistica. O peso testicular esquerdo médio
do grupo 1 foi de 121+5,3g;0 do grupo 2 189,2+32,46g, e do grupo 3
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190,8+41,649.As diferencas observadas entre 0s grupos estdo expressas na Tabela
1.

Figueiré (2010) avaliando biometria testicular em garanhdes da raca Crioula
observou uma média de peso testicular de 162,4g em animais de aproximadamente
48 meses. Na raca Brasileiro de Hipismo, aos 30 meses, Jones (1998) observou
uma média de peso testicular de 73,3g.J4 no cavalo Pantaneiro,dos 36 aos 40
meses, Melo et al., (1998) observaram uma média de 123,8g.

No presente estudo, verificou-se tendéncia do volume e peso do testiculo
esquerdo ser maior do que o do testiculo direito, corroborando com os resultados de
Paccamonti et al. (1999) e Kavak et al. (2003).

Hafez e Hafez, (2004) também observaram uma tendéncia do testiculo
esquerdo ser maior que o testiculo direito, e sugeriu que a razdo para essa diferenca
seria o fato de o testiculo esquerdo se desenvolver de maneira mais precoce e
rapida em relacéo ao testiculo direito.

Além da biometria testicular e as andlises de qualidade seminal, pesquisas
vém sendo realizadas em busca de marcadores moleculares que possam ser
associados a fertilidade. Diversas proteinas ja foram descritas como responsaveis
pela habilidade dos espermatozoides: se movimentarem, vencerem as barreiras do
trato feminino, alcancar o local de fecundagéo, ligar e fundir-se ao odcito e formar o
zigoto (VARRICHIO et al.,, 1996; JONES, 1998). Porém, para que estas
proteinas consigam atuar, estas devem estar em estagio ativo, ou seja, corretamente
enoveladas, papel este efetuado por proteinas chamadas chaperonas, como por
exemplo a PDI. Dentre as fun¢des da PDI podemos citar a catalise da oxidagéo de
cisteinas para a formacédo de pontes dissulfeto, processo que auxilia o enovelamento
de proteinas destituidas de pontes dissulfeto (funcdo chaperona) bem como a
reducao e re-arranjo de pontes dissulfeto em proteinas, ou seja, re-organizacdo do
posicionamento de pontes dissulfeto (LAURINDO et al., 2008).

Através da manipulacdo de suas pontes dissulfeto, as PDI possuem
importantes papéis em diferentes tecidos, pois ao oxidar, reduzir ou isomerar as
ligacbes entre residuos de cisteina, pode-se alterar as funcbes da proteina-alvo
(BENHAM, 2013).

Considerando a analise proteébmica, a PDI foi identificada nos trés grupos
avaliados, tanto na analise do fluido epididimario quanto na analise dos

espermatozoides epididimarios, corroborando com o observado em suinos
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(SCHORR-LENZ, 2014) e javalis (AKAMA, 2010). Em ratos (ZAHO et al., 2013), a
PDI A3, outra proteina da familia das PDIs, foi verificada em pequena quantidade no
acrossoma, mas principalmente na membrana espermatica integra, ndo sendo
identificada no segmento equatorial. Zhang et al.(2007),
em humanos, relataram resultados similares no testiculo humano e nos
espermatozoides.

Quando se comparou a expressdo desta chaperona nos espermatozoides
epididimérios, o G1 apresentou uma quantidade de PDI inferior aos grupos 2 e 3,
resultado este que sugere que a presenca desta proteina aumenta conforme o
animal atinge a maturidade sexual. Porém n&o houve diferenca (p<0,05) na
quantificacdo das proteinas entre os grupos (figura 4) o que pode estar relacionado

ao numero de amostras.

Figura 4: Quantificacdo da expressdo da PDI nos espermatozoides epididimarios

equinos.
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J4& na quantificacdo da PDI no fluido epididiméario, observou-se uma
quantidade de PDI inferior no G1 em relag&o aos grupos 2 e 3(figura 5)
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Figura 5: Quantificacdo da expressdao da PDI no fluido da cauda do epididimo
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Semelhante ao que foi observado nos espermatozoides epididimarios,
porém com uma diferenca estatistica significativa, a expressao da PDI no fluido
epididimario apresentou-se elevada em animais maduros sexualmente,

acompanhando as variacdes hormonais até a puberdade.

Foi proposto que a PDI pode controlar o nivel extracelular de E2, quando
houver a necessidade de compensar as flutuagdes em seus niveis plasméaticos
(FU et al.,2009). Os autores citam ainda que altas concentracdes de PDI podem
auxiliar no acumulo de E2 dentro das células, permitindo uma ativagdo mais
intensa dos receptores de estrogénio, o que ndo ocorreria em células com
concentracfes fisiologicas menores desta chaperona. No mesmo artigo, foi
demonstrado que o estrogénio ligado a PDI estd protegido da inativacdo
metabdlica, viabilizando outro nivel de controle da funcdo estrogénica (HESS,
2000; HESS et al., 2001). Desta forma, a PDI pode efetivamente modular os niveis
intracelulares de estrogénio, alterando a magnitude e duracdo de atividade (HESS,
2003). A principal funcéo do estrogeno nos ductos eferentes tem sido atribuida a
absorcdo de mais de 90% dos fluidos seminais com conseqiiente concentracéo
dos espermatozéides na saida para o epididimo, interferindo diretamente na
fertilidade. Ainda ndo esta totalmente esclarecido como essa agao ocorre, porém

ja foi comprovado que a perda da atividade dos receptores estrogénicos no
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homem ocasiona falhas na reabsor¢céo de fluidos nos ductos eferentes (FU et
al.,2009). A acado estrogénica também tem sido relacionada a manutencédo da
morfologia das células epiteliais dos ductos eferentes. No entanto, sabe-se que o
equilibrio entre andrégenos e estrogenos na regulacdo hormonal nos ductos
eferentes é importante para se manter a fertilidade (LEE et al., 2001; OLIVEIRA et
al., 2004; ARROTEIA,2012).

CONCLUSAO

O presente experimento pode comprovar a expressdo da PDI nos
espermatozoides e fluido epididimarios de potros castrados cirurgicamente,
demonstrou ainda a associacdo entre a presenca da PDI e o aumento da idade
dos garanhdes, podendo ser um marcador molecular potencial na determinacéo da
puberdade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKAMA , K., HORIKOSH, T. ATSUSHI, S., NAKAHATA,S.,AKITSU,A. NIWAN.
INTOH, A.,KAKUI, Y., SUGAYA,M., TAKEIK.,. IMAIZUMI,N.,SATO,T.,
MATSUMOTO,R., IWAHASHI,H., KASHIWABARA,S.,BABA,T., Protein disulfide
iIsomerase-P5, down-regulated in the final stage of boar epididymal

sperm maturation, catalyzes disulfide formation to inhibit protein function in

oxidative refolding of reduced denatured lysozyme. Biochimica et Biophysica Acta
V.1804 P. 1272-1284, 2010.

ANDERSON K. N., ANDERSON L. E., GLANZE W. D. Mosby’s Medical, Nursing
and Allied Health Dictionary. 5. ed. St. Louis: Mosby-Year Book, Inc., p. 998,
1998.

ARROTEIA K.F., GARCIA,P.V. BARBIERI,M.F., JUSTINO,M.L.,PEREIRA, L.A.V.
The Epididymis: Embryology, Structure, Function and Its Role in Fertilization and
Infertility The Epididymis: Embryology, Structure, Function and Its Role in Fertilization
and Infertility Embryology - Updates and Highlights on Classic Topics. InTech, 2012.

ASHRAFZADEH A., KARSANI, S.A.,, NATHAN S. Mammalian Sperm Fertility
Related Proteins. International Journal of Medical Sciences v.10(12) p.1649-
1657,2013



47

BEDFORD, J. M. Morphological changes in rabbit spermatozoa during passage
through the epididymis. Journal of Reproduction and Fertility, v. 5, n. 2, p. 169-
117, 1963.

BLANCHARD T. L., JOHNSON L., BRINSKO S. P., VARNER D. D., RIGBY S.
L.,HURTGEN J. P. Evaluation of Testicular Size and Function In 1-3-Year-Old
Stallions. Proceedings of the Annual Convention of the AAEP. v. 47, p. 332-335,
2001

BENHAM, A. M. Protein Secretion and the Endoplasmic Reticulum. Cold Spring
Harbor Perspectives on Biology, doi:10.1101/cshperspect.a 012872 , 2013.

FIGUEIRO, G. Analise morfofuncional da espermatogénese do cavalo naraca
crioula. Tese de Doutorado. PPGMV-UFSM, Santa Maria, 2010

FRITZ, I. B.; BURDZY.; SETCHELL, B.; BLASCHUK, O. Ram rete testis fluid
contains a protein (clusterin) which influences cell cell interactions in vitro. Biology of
Reproduction ,v. 28 p. 1173- 1188, 198

FU,X., WANG,P., ZHU, B.T., Protein disulfide isomerase is a multifunctional regulator
of estrogenic status in target cells. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular
Biology v.112 p.127-137, 2008.

FU, X. M.; ZHU, B. T. Human pancreas-specific protein disulfide isomerase
homolog (PDIp) is an intracellular estrogen-binding protein that modulates estrogen
levels and actions in target cells. The Journal of steroid biochemistry and
molecular biology, v. 115, n. 1-2, p. 20-29, 20089.

GARNERD. L., HAFEZ E. S. E. Espermatozéides e Plasma Seminal. In: HAFEZ S
E. E., HAFEZ B. Reproducédo Animal. Sdo Paulo: Manole. 7. ed. p. 99-106, 2004.

HAMILTON, D. W. Structure and function of the epithelium lining the ductuli
efferentes; ductus epididymis and ductus deferens in the rat. In. HAMILTON, D. W_;
GREEP, R. O. Handbook of physiology. Washington D.C.: American Physiological
Society, v. 5, p. 259-301, 1975.

HAFEZ, B.; HAFEZ, E. S. E. Reproducgdo Animal. 7. ed., Barueri-SP: Manole, 513
p, 2004.

HESS, R, A. Oestrogen in fluid transport in efferent ducts of the male reproductive
tract. Reviews of Reproduction. v. 5, p. 84-92, 2000.

HESS, R.A., ZHOU, Q., NIE,R., OLIVEIRA, C., CHO,H., NAKAYA, M., CARNES, K.,
Estrogens and epididymal function. Reproduction and Fertility Development, v.13,
n.4, p273-283, 2001.

HESS RA. Estrogen in the adult male reproductive tract: a review. Reproductive
Biology and Endocrinology.v.1 p.52. 2003

JONES, R. Spermiogenesis and sperm maturation to development of fertilizing



48

capacity. In: LAURIA, A. GANDOLFI, F.; ENNE, G.; GIANAROLI, L. Gametes,
development and function. Roma: Serono Symposia. p.205-218, 1998.

JONES, D. N.. Desenvolvimento testicular de equinos mesti¢cos da raca
Brasileira de Hipismo, de 1 a 30 meses de idade. Tese (Mestrado em Medicina
Veterinaria). Belo Horizonte — MG, Universidade Federal de Minas Gerais, 89p.
1998

KAVAK A., LUNDEHEIM N., AIDNIK M., EINARSSON S. Testicular measurements
and Daily Sperm Output of Tori and Estonian Breed Stallions. Reproduction in
Domestic Animals. v. 38, p. 167-169, 2003.

LEE, K-H.; BUNICK, C. F., BAHR, J.; BUNICK, D. Estrogen Regulation of lon
Transporter Messenger RNA Levels in Mouse Efferent Ductules Are Mediated
Differentially Through Estrogen Receptor (ER) a and ER 3. Biology of
Reproduction, v. 65, p. 1534-1541, 2001.

MELO, M. I. V., SERENO, J. R. B., HENRY, M., CASSALI, G. D. 1998. Peripuberal
sexual development of Pantaneiro Stallions. Theriogenology, 50, 727-737.

MAGALHAES LAZARI, M.F, GAMEIRO LUCAS, T.F., YASUHARA, F., OLIVEIRA
GOMES, G.R,, SIO, E.R., ROYER, C., FERREIRA FERNANDES, S.A.: Estrogens
receptors and function in the male reproductive system. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia e Metabologia, v.53, n.8, p.923-933,20009.

MONTEIRO, G.A.; FREITAS-DELL’AQUA, C.P.; GUASTI, P.N.; DELL'AQUA JR.,
J.A.; ALVARENGA, M.A.; LANDIM, F.C.; PAPA, F.O. Comparison of Apoptotic Cells
Between Cryopreserved Ejaculated Sperm and Epididymal Sperm in Stallions.
Journal of Equine Veterinary Science, v.33, p.552-556, 2013.

MOURA, A. A.; CHAPMAN, D. A.; KILLIAN, G. J. Proteins of the accessory sex
glands associated with the oocyte -penetrating capacity of cauda epididymal sperm
from Holstein bulls of documented fertility. Molecular Repouction. Develoment, v.
74, p. 214-222, 2007.

NADEN J., AMANN R. P., SQUIRES E. L. Testicular growth, hormone
concentrations, seminal characteristics and sexual behaviour in stallions. Journal of
Reproduction and Fertility. v. 88, p. 167-176, 1990.

NAKAMURA, N.; MIRANDA-VIZUETE, A.; MIKI, K.; MORI, C,; EDDY, E.
M. Cleavage of Disulfide Bonds in Mouse Spermatogenic Cell-Specific Type 1
Hexokinase Isozyme Is Associated with Increased Hexokinase Activityand Initiation
of Sperm Motility. Biology of reproduction, v. 79, p. 537-545, 2008

NEILD, D.; MIRAGAYA, M.; CHAVES, G.; ALONSO, A.; GAMBAROTTA, M.;
LOSINNO, L.; AGUERO, A. Cryopreservation of cauda epididymis spermatozoa
from slaughterhouse testicles 24 h after ground transportation. Animal
Reproduction Science v.94, p.92-95, 2006.

ORGEBIN-CRIST, M. C. Recherches expérimentales sur la durée de passage des



49

spermatozoides dans [I'‘épididyme du taureau. Animal Biology and Animal
Biochemstry., v. 2, p. 51-108, 2008.

PACCAMONTI . L., BUITEN A. V., PARLEVLIET J. M., COLENBRANDER B.
Reproductive parameters of Miniature stallions. Theriogenology. v. 51, p. 1343-
1349, 1999.

RIBAS, J.A.S. Influéncia das estacdes cheia e seca nas caracteristicas
reprodutivas e seminais de garanhdes da raca pantaneira.Tese de doutorado.
Universidade Estadual do Norte Fluminense. 2006.

ROBAIRE, B.; HERMO, L. Efferent ducts, epididymis and vas deferens:
structure, functions and their regulation. In The Physiology of Reproduction (E.
Knobil and J. Neill, Eds.), pp. 999-1080. Raven Press, New York, 2006

SCHORR-LENZ,A.M., ALVES,J., HENCKES, N.A.C.,SEIBEL,P.L., BENHAM, A.M.,.
BUSTAMANTE-FILHO, I.C. GnRH immunization alters the expression and
distribution of protein disulfide isomerases in the epididymis. Andrology.,v. 4,p. 957—
963, 2016.

SCOTT, T. W.; VOGLMAYR, J. K.; SETCHELL, B. P. Lipid composition and
metabolism in testicular and ejaculated ram spermatozoa. Biochemical Journal, v.
102, p. 456-461, 1967.

SUNDHEY, R.; AHUJA, T. S. P.; SINGHB, B. Changes in the membrane proteins of
buck (Capra hircus) spermatozoa during epididymal maturation Small Rum. Nature,
v. 16, p.251-261, 1995.

STUMP, T.,RINALDO, P., OLIVA, S. Biologia epididimaria: maturacdo espermatica e
expressao génica, Artigo de Revisdo. O Mundo da Saude, S&o Paulo. v.33(4)p.
419-425,2009

VARNER, D. D.; JOHNSON, L. From a Sperm_s Eye View—revisiting our
perception of this intriguing cell. In: Proceedings of the American Association of
Equine Practitioners, v. 53, p. 104-177, 2007.

VARRICCHIO, E.; LANGELLA, M.; MAHRAJAN, V.; PAINO, G. Structure and
function of the mammalian epididymis. Acta of Medicine Veterinary, Napoli, v.42,
p.221-234, 1996.

VOGLMAYR, J. K.; FAIRBANKS, G.; JACKOWITZ, M. A.; COLELLA, J. R. Post-
testicular development changes in the ram sperm cell surface and their relationship
to luminal fluid proteins of the reproductive tract. Biology of Reproduction, v. 22, p.
655-667, 1980.

WOLF F. R., ALMQUIST J. O., HALE E.B. Prepuberal and puberal characteristics of
beef bulls on high nutrient allowance. Journal of Animal Science. v. 24, p. 761-
773, 1965.



50

ZHAO, X.J., TANG,R.Z., WANG, M.L.,GUO,W.L. LIU,J., LI, L., XING I. Distribution of
PDIAS3 transcript and protein in rat testis and sperm cells Reproduction in Domestic
Animals. V.48,p. 59-63 .2013.

ZHANG, J.; WU, J.; et al. Erp57 is a potential biomarker for human fertilization
capability. Molecular Human Reproduction, v. 13, p. 663-639, 20



51

Artigo 2:

Associacao da proteina dissulfeto isomerase no sémen equino e a fertilidade em

garanhdes.

Association of protein disulfide isomerase in equine semen and fertility in stallions.

Liana de Salles van der Linden®, Ana Paula Binato Souza?, Tayna Naué Lopes?,

Anna Flavia Tischer da Silva®, Luise Marcon Tomé?, Ilvan da Cunha Bustamante
Filho?, Adriana Pires Neves!?

1- PPGMA: Equinos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS. Av Bento Gongalves, 9090,
Porto Alegre, RS, Brasil

2- Laboratério de Biotecnologia, Universidade do Vale do Taquari, UNIVATES. Rua Avelino Tallini, 171.
Lajeado, RS, Brasil.

3- Universidade Federal do Pampa, UNIPAMPA, Rua 21 de Abril,80, Dom Pedrito, RS Brasil.



52

RESUMO

A infertilidade € um aspecto importante na reproducdo animal e humana, mas
em muitos casos a causa € desconhecida. A comparacao do sémen de homens e
outros mamiferos férteis e subférteis pela analise protedmica tem se mostrado um
importante marcador de fertilidade. Uma familia de proteinas que vem sido estudada
e foi identificada no plasma seminal foi a PDI, que é uma chaperona, responsavel
pela formacdo de pontes dissulfeto, ativando outras proteinas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a presenca da PDI no plasma seminal equino e
espermatozoides ejaculados, quantificando-a e comparar a sua expressao no
plasma seminal de garanhdes férteis e subférteis. Foram utilizados 12 garanhdes
adultos que ja haviam sido submetidos a pelo menos duas temporadas de monta na
regido da Campanha do Rio Grande do Sul, efetuando-se 4 coletas de cada
garanhdo, com um intervalo de 48h entre coletas. Imediatamente apds a coleta, se
analisou motilidade e vigor com auxilio de microscéopio 6ptico e retirou-se uma
aliquota de sémen para avaliacdo das patologias esperméticas. A partir dos dados
obtidos com as coletas, os garanhdes foram divididos em dois grupos: o Grupo 1 foi
formado por garanhdes com motilidade néo inferior a 70%, sendo que se trabalhou

com uma motilidade média de 76,04+5,89% e historico reprodutivo de temporadas

anteriores com indice de prenhez minimo por temporada de 80%. O Grupo 2 foi
formado por garanhdes com motilidade igual ou inferior a 30%, com meédia de

11,83+11,21% , e histérico reprodutivo de temporadas anteriores de pouca ou

nenhuma prenhez. Efetuadas as analises, as mostras foram centrifugadas a 800 g
por 10minutos para separar o plasma seminal, sendo sobrenadante criopreservado
em nitrogénio liquido a -196° C. Os pellets passaram por ressuspensdo em PBS
gelado. Posteriormente, os pellets de espermatozéides foram também armazenados
a -196° C. As amostras foram submetidas a dosagem das proteinas, para serem
submetidas a eletroforese, utilizando-se géis de poliacrilamida a 10% SDS-Page.
Para imunodeteccdo das proteinas, efetuou-se a incubacdo do anticorpo primario
especifico por no minimo, 6 horas a 4° C, e incubacdo com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-IgG de rato.

Na visualizagdo das bandas foi utilizado o Kit de ECL em filmes de raio-X, e

as bandas foram quantificadas pela utilizacdo do software livre ImageJ. Ao analisar a
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presenca da PDI no plasma seminal dos garanhdes, verificou-se sua expressao em
ambos o0s grupos; porém ndo houve diferenca (p<0,05) na expressao da PDI entre
eles. N&o houve também relacdo da PDI com motilidade, nem com a concentracdo
espermética. Considerando os dados obtidos no presente experimento, ndo se torna
possivel considerar a PDI como marcador de fertiidade em equinos. Sao
necessarios mais estudos que possam envolver outros fatores moleculares inclusive

as demais proteinas da familia das PDlIs.

Palavras chave: fertilidade, garanhéo, PDI
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ABSTRACT

Infertility is an important aspect on human and animal reproduction, but in
most cases, the cause remains unknown. Comparison of semen from human and
other fertile and subfertiie mammals through proteomics has been shown an
important fertility marker. The PDI protein family (a chaperone) has been identified in
seminal plasma,; its function is to form dissulfide bonds, activating other proteins. The
aim of this work was to verify the presence of PDI in equine seminal plasma and
sperm, quantify it and to compare its expression on seminal plasma from fertile and
subfertile stallions. Twelve adult stallions with at least two breeding season were
used. For the study, four collections of each animal were performed. Immediately
after collection, analysis of motility, velocity and sperm morphology were performed.
Stallions were divided in two groups, according to the semen analysis and previous
breeding history: Group 1: motility greater than 70% and previous history of
pregnancy rates higher than 80%; Group 2: sperm motility less or equal than 30%
and breeding history of not less than 35% of pregnancy per season. After the
analysis, samples were centrifuged at 800 g/10 minutes to remove seminal plasma.
Supernatant was cryopreserved at -196° C. Pellets were ressuspended in PBS, and
also stored at -196° C. Proteins were quantified in the samples, using electrophoresis
10% SDS-Page. To protein immunedetection, samples were incubated with the
primary antibody at least 6 hours at 4° C, and with secondary antibody with anti-
mouse IgG peroxidase. To assess the bands, ECLKit in X-Ray films was used, and
bands were quantified with the software ImageJ. The expression of PDI in seminal
plasma was seen in both groups, but with no statistical difference between them.
There was no correlation of PDI with sperm motility or concentration. According to
these findings, it is not possible to consider PDI as a fertility marker in stallions. More
research is needed, involving other mollecular factors, including other PDIs family
proteins.

Key words: fertility, stallion, PDI
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Introducéo

A infertilidade é um aspecto muito importante na reproducdo animal e
humana, mas ainda continua com muitos casos em que a causa € desconhecida.
Investigacbes moleculares no plasma seminal e espermatozoides tém trazido novas
informacBes para o entendimento da infertilidade no macho. A comparacdo do
sémen de homens e outros mamiferos férteis e subférteis pela analise protedmica
tem se mostrado um importante marcador de fertilidade (ASHRAFZADEH, 2013).

Quando se fala em fertilidade, a primeira questdo que se avalia sdo os
espermatozoides, geralmente estes sdo descritos como células altamente
especializadas e com uma uUnica fungcdo, que € a fertilizacdo. No entanto, vale
ressaltar que o espermatozoide € a etapa final de um processo extremamente
complexo, onde esta célula é desenvolvida e maturada para exercer sua funcdo na
fecundacéo, e este processo de especializacdo, com suas alteracdes bioquimicas e
biofisicas é tdo complexo que, até hoje, 0 mecanismo exato no seu aspecto celular e
molecular ainda ndo foi completamente esclarecido (VARNER e JOHNSON, 2007).

No intuito de elucidar estas questbes, pesquisas visando identificar as
proteinas presentes no sémen e esclarecer suas respectivas funcdes sao
consideradas um avango na busca de marcadores moleculares de fertilidade.

Dentre estas pesquisas se exemplifica as HSP-1 e HSP-2, que estao
associadas a superficie espermatica e indica um papel importante na fecundacéo
(EKHLASI-HUNDRIESER, 2005), as kinases, responsaveis pela ativacao flagelar da
cauda dos espermatozoides, calmodulina e calsemina, ativadoras de canais de Ca e
a FmP, associada a motilidade progressiva de bovinos (SHIVASI et al., 1990). As
proteinas CRISP espermaticas de equinos estdo localizadas na regido equatorial e
pos-acrossomal da cabeca, bem como, na peca intermediaria do flagelo, associadas
a fusédo espermatica (SCHAMBONI, 1998).

Outra familia de proteinas que vem sido estudada e foi identificada no plasma
seminal foi a PDI, que € uma chaperona, responsavel pela formacdo de pontes
dissulfeto, ativando outras proteinas (SCHNOEK, 1996), permite a interacéo
lipideos-proteinas na fusdo espermatozoide-odcito, e ainda esta relacionada com a
atividade moduladora de estradiol (FU, 2008).

Zang et al.(2007),analisando testiculos humanos, localizaram a proteina

ERp57 nas células de Leydig, Sertoli e citoplasma do espermatozoide. Nos



56

espermatozoides humanos, a proteina estava evidente no flagelo e acrossoma,
migrando para a regido equatorial apdés a capacitacdo. Neste experimento, ao
bloguearem a Erp57 com anticorpos, a capacidade de penetracdo dos
espermatozoides na zona pelucida foi signitivamente reduzida.

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca da PDI no plasma seminal
equino e espermatozéides ejaculados, quantificando-a e comparar a sua expressao

no plasma seminal de garanhdes férteis e subférteis.

Materiais e métodos

Animais, coletas e avaliagcdo do sémen

Foram utilizados 12 garanhdes adultos, fora da estacdo de monta, entre 5 e
16 anos que ja haviam sido submetidos a pelo menos duas temporadas de monta na
regido da Campanha do Rio Grande do Sul, Brasil, efetuando-se 4 coletas de cada
garanhdo, com um intervalo de 48h entre coletas. Para a coleta, foi utilizada uma
vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma), e como manequim éguas no cio,
contidas com peias. Imediatamente apds a coleta, analisou-se a motilidade e vigor
com auxilio de microscopio Optico e retirou-se uma aliquota de sémen(20u) para
avaliacdo das patologias espermaéticas, preparando-se uma lamina corada com
pandtico rapido (LB Interlab) e uma aliquota para avaliacdo de integridade de
membrana por coloragdo supra vital (Botu-vital-Botupharma).

A partir dos dados obtidos com as coletas, os garanhdes foram divididos em
dois grupos: o Grupo 1 foi formado por garanhdes com motilidade néo inferior a

70%, sendo que se trabalhou com uma motilidade média de 76,04+5,89% e
histérico reprodutivo de temporadas anteriores com indice de prenhez minimo por
temporada de 80%(Tabela 2) .

O Grupo 2 foi formado por garanhdes com motilidade igual ou inferior a 30%,

com média de 11,83+11,21% , e histdrico reprodutivo de temporadas anteriores de

indices de prenhez inferiores a 35%
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Tabela 2:Numero de éguas cobertas e prenhes dos garanhdes utilizados no
experimento nas duas Ultimas temporadas de monta.GF- Grupo férteis. GSF- Grupo
subférteis. EC- éguas cobertas. EP- Eguas prenhes. PT- Indice de prenhez por

temporada.
G F Temporada EC EP PT% GSF Temporada EC EP PT %
A 201516 37 35 946 G 201516 25 0 0
A 201617 43 43 100 G 201617 21 0 0
B 201516 52 49 94,23 H 201516 65 21 33,33
B 201617 61 60 98,36 H 201617 83 27 32,53
C 201516 66 63 95,45 | 201516 32 9 28,12
C 201617 84 83 98,8 | 201617 38 8 21,05
D 201516 22 21 95,45 J 201516 43 3 6,97
D 201617 28 25 89,28 J 201617 38 4 10,52
E 201516 61 57 93,44 K 201516 27 0 0
E 201617 77 64 83,11 K 201617 19 0 0
F 201516 51 48 94,11 L 201516 43 7 16,27
F 201617 44 40 909 L 201617 37 5 13,51

Garanhdes identificados por letras.

Efetuadas as analises, as mostras foram centrifugadas a 800 g por 10minutos
para separar o plasma seminal dos espermatozoides. O sobrenadante (plasma
seminal) foi removido, acondicionado em Eppendorf e criopreservado em nitrogénio
liquido & -196° C para posterior manipulacdo. Os pellets de espermatozoides
passaram por ressuspencdo em tampao fosfato (PBS) gelado. Procedeu-se a
centrifugacdo a 800g por 10minutos, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se
PBS novamente e a centrifugacao foi feita novamente, para a retirada completa do
plasma seminal. Posteriormente, os pellets de espermatozdides foram também
armazenados a -196° C para serem encaminhados ao Laboratorio de Biotecnologia

da Univates.

QUANTIFICACAO RELATIVA DA PDI NO SEMEN

As amostras, foram submetidas a dosagem das proteinas, utilizando-se o
método de Kit BCA espectrofotdmetro (Spectramax® Moleular Devices) para a
leitura, para posteriormente serem submetidas a eletroforese, utilizando-se géis de
poliacrilamida a 10% SDS-Page. (SIGMA, St. Louis, MO, USA). Apés a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose

(Millipore, Bilerica, EUA) e o sistema foi colocado em um cassete de transferéncia
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Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Apés transferéncia, a membrana foi incubada com M-
TPBS (tampé&o PBS, adicionado de 0,05% de Tween 20 e 5% de leite em po
desnatado) por 60 minutos a 4° C a fim de se obter o bloqueio de sitios nao

ocupados na mesma.

Para imunodeteccdo das proteinas, efetuou-se a incubagdo do anticorpo
primario especifico (anti-PDI) por no minimo, 6 horas a 4° C, e incubagdo com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-igG de camundongo ou anti-
IgG de rato (Amershan Pharmacia).

Na visualizacdo das bandas utilizou-se 0 Kit de
ECL (Enhanced Chemiluminescence - Millipore, Bilerica, EUA) em filmes de raio-Xe

as bandas quantificadas pela utilizacdo do software livre ImageJ.

ANALISE ESTATISTICA

A comparacao da quantidade das proteinas entre os grupos foi realizada pelo
teste t de student, ou ANOVA e TUKEY, realizado com o software Prism 6
(GraphPad) adotando nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade seminal é considerada um dos principais fatores que podem
alterar os indices reprodutivos. Na década de 50, autores relataram que a variacéo
da fertilidade poderia ser determinada a partir de diferentes padrées seminais. Haag
(1959) verificou que melhores indices de concepcdo eram obtidos por garanhdes
que apresentavam mais de 50% de motilidade e percentuais de espermatozéides
anormais inferiores a 40%. Porém Bielanski (1975) encontrou garanhdes com altos
indices de anormalidades morfolégicas com excelente fertilidade. J4 nos anos 80,
Kenney et al. (1983) verificaram que a associacdo de concentracdo espermatica,
percentual de espermatozoides morfologicamente normais e a motilidade eram as
caracteristicas seminais que melhor explicavam a variacdo na taxa de prenhez

obtida no fim de uma temporada de monta. Tais caracteristicas serviram de base
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para determinar um padrdo qualitativo que pudesse auxiliar na interpretacdo do
exame de sémen. Amann (2005) revisou 67 publicacdes que questionavam a
fertiidade em periédicos cientificos da area de reprodugdo animal, e concluiu que
76% possuiam alguma falha ou fragilidade na avaliacdo dos animais como férteis ou
sub férteis, e concluiu que para um estudo ter resultados confiaveis, além dos
parametros espermaticos, deve-se utilizar pelo menos 3 garanhdes, além de um
namero de fémeas elevado pois o fator fémea também altera diretamente os
resultados de fertilidade.

Considerando os fatores descritos acima, os grupos foram formados. Um dos
primeiros fatores avaliados para a divisdo dos grupos foi a motilidade. O grupo dos
garanhdes férteis obteve uma média de MT de 76+5,89% e MP de 59,16+6,86%;
corroborando com os dados obtidos por van der Linden et al.(2014), quando foram
avaliados os parametros seminais de garanhdes da raca Crioula. Ja o grupo dos
subférteis, MT 12,5+10,36% e MP 52,5+5,26%, demonstrado nas figuras a seguir:
(Figura 6 a; Figura 6 b)

Figura 6 a: Valores médios de motilidade total (mt) dos grupos férteis e sub férteis.
Figura 6 b : Valores médios de motilidade progressiva(mp) dos grupos férteis e sub
férteis. * acima das barras indicam diferenca estatistica (p < 0,05).
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O vigor e a integridade de membrana também foram considerados: em ambas
as avaliacdes, houve diferenca (p<0,05) entre os grupos, sendo que o grupo dos
férteis apresentou Vigor médio mais elevado (Figura 7 a) e maior numero de células

com membranas integras (Figura 7 b).
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Figura 7 a : Valores médios de Vigor Espermatico dos grupos de garanhdes férteis e
sub férteis. Figura 7b: Valores médios de integridade de membrana de garanhdes
férteis e sub férteis. * acima das barras indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

B

KEEE G- .

J 1 T

G0
3
7 —‘*
20+

T . . 0
Fertil  Sub-fértil Férteis  Sub-fértil

Ao analisar a presenca da PDI no plasma seminal dos garanhdes, verificou-se
a expressdo desta chaperona em ambos o0s grupos; porém ndo houve diferenca
(p<0,05) . (Figura 8)

Figura 8: Quantificacdo da expressao da PDI no plasma seminal equino.
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Ao relacionar a quantificagédo da PDI com a motilidade progressiva, néo
foi encontrada diferenca (p<0,05) entre os grupos, ou seja, a presenca desta

chaperona nao interferiu na motilidade espermética (Figura 9).
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Figura 9: Relacdo entre a Motilidade Progressiva (MP) e a expressdo da PDI no
plasma seminal equino
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Os mecanismos de acdo das PDIs e suas interacdes com suas proteinas
clientes (alvo) ainda ndo foram totalmente elucidados, podendo estas ser
membros de vias de sinalizacdo ou proteinas efetoras de funcdes fisiologicas. Os
dados obtidos de prote6bmica e expressdo génica do epididimo em bovinos
(MOURA et al.2009) e javalis (SYNTIN et al.2012) auxilia a estimar o papel
desempenhado pelas PDI no controle de atividade e funcdo de outras proteinas,
como sua interacdo com a clusterina que € uma proteina termoestavel, sensivel a
digestédo por tripsina (FRITZ et al., 1983). Atualmente a clusterina é considerada
uma molécula multifuncional envolvida em variadas atividades como controle de
ciclo celular, proliferacdo, interacdo ceélula-célula, reciclagem de membrana e
apoptose (JONES e JOMARY, 2002; TROUGAKOS e GONOS, 2002). Salehi et al.
(2013) observou que em homens férteis, a clusterina € mais elevada que em
individuos inférteis,estando os valores correlacionados negativamente com a
deficiéncia de protaminas, fragmentacdo de DNA espermatico e patologia
espermatica. JA em bovinos, a associacdo entre a clusterin e a qualidade seminal
foi verificada por que se correlacionou esta proteina a congelabilidade
(crioresisténcia) do sémen (Jobim et al., 2004). Tais caracteristicas apontam a
clusterina como um potencial marcador de qualidade seminal masculina; sua
atividade é dependente de sua conformacdo heterodimérica mantida por pontes

dissulfeto, podendo entdo, as PDIs estarem associadas ao controle de sua funcgéo
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diretamente (BROPHY ET al., 2013)

O mecanismo que ativa a motilidade espermatica depende de diversos
fatores, como a producédo de cCAMP, que ativa a proteina kinase A (PKA) e resulta
na fosforilacdo de certas proteinas (GADELLA e GESTEL, 2004) como as
proteinas de ancoragem de A-quinase (AKAP-3) que sao de interesse especifico,
pois é uma proteina que se apresenta nas fibras densas externas do flagelo do
espermatozoide (FICCARO, et al., 2003) e, portanto, liga a sinalizacdo PKA com a
inducédo especifica de capacitacdo de tirosina kinase que, por sua vez, causa
extensa fosforilagcdo de tirosina de proteinas na cauda de espermatozoide
(LECLERC et al., 1996);

A acdo da PDI na conversdo do dimero de hexoquinase isozima tipo 1 em
mondmeros causa um aumento atividade da hexoquinase aumentando
consequentemente a motilidade do espermatozéide (NAKAMURA 2008). Estudos
recentes apontaram a angiotensina Il como tendo propriedade cinéticas (SABEUR et
al., 1999) e estando diretamente envolvida na motilidade da cauda (YEUNG et al.,
1999); e dependente da acdo chaperona PDI (DIAS,2011).

Em relacdo a concentracdo espermatica, ndo houve variacdo significativa
entre os grupos (Figura 10).

Figura 10: Concentracdo espermética de garanhdes férteis e sub férteis. * acima das
barras indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
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O mesmo ocorreu ao correlacionar a concentracdo espermatica com a

expressao da chaperona no plasma seminal.

Figura 11: Relacdo entre a expressao da PDI e concentracao espermética
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N&o foi encontrada correlacao entre a expressao de PDI no plasma seminal
e concentracdo espermatica. A PDI esta relacionada com a concentracdo
espermatica no epididimo por modular os niveis intracelulares de estrogénio,
alterando a magnitude e duracéo de sua atividade (HESS, 2003). A principal funcéo
do estrégeno nos ductos eferentes tem sido atribuida a absorcdo de mais de 90%
dos fluidos seminais com consequente concentracdo dos espermatozoéides na saida
para o epididimo, interferindo diretamente na fertilidade. Ainda n&o esta totalmente
esclarecido como essa acao ocorre, porém ja foi comprovado que a perda da
atividade dos receptores estrogénicos no homem ocasiona falhas na reabsorcéao de
fluidos nos ductos eferentes (FU et al.,2009). Porém, a concentracdo espermatica
do ejaculado ndo depende apenas da acdo do fluido epididimario, sofrendo
influéncia de diversos fatores como a sazonalidade ( RIBEIRO, 2015), stress
(WAGENMAKER et al.,, 2009), volume testicular (SQUIRES e PICKETT,
2011),manejo, frequéncia de coberturas (HUNGTINGTON, 2012), idade
(DOWSETT e KNOTT,; 1996), além do uso de anabdlicos, que reduz drasticamente
a concentracao espermatica (SQUIRES, et al., 1982).

Estudos feitos em ratos identificaram a presenca de PDIs nos
espermatozoides (ELLERMANN et al, 2006). No presente estudo, o0s
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espermatozoides ejaculados foram submetidos também a analise protebmica,
porém a chaperona estudada néo foi identificada, corroborando com o verificado
em suinos (SCHORR-LENZ, 2016).

CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos no presente experimento, ndo se torna
possivel considerar a PDI como marcador de fertilidade em equinos. A fertilidade é
um conjunto de interacdes complexas de diversos fatores, que podem envolver néo
apenas a bioquimica, mas também fatores externos como manejo, clima, nutricéao,
genética, entre outros.S8o0 necessarios mais estudos que possam envolver outros

fatores moleculares, inclusive as demais proteinas da familia das PDIs.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O entendimento das funcdes da PDI no processo de espermatogénese e
maturacdo espermatica no epididimo é essencial para elucidar questdes referentes
aos fendbmenos bioquimicos e morfolégicos que regem a formacdo de um
espermatozoide apto a fertilizar o odcito

Neste estudo nao foi possivel avaliar se a PDI é produzida no epididimo ou é
secretada pelo testiculo; porém com os dados obtidos sugere-se que a atuacdo
principal da proteina é diretamente na maturacdo espermética.

Demonstrou-se a presenca da PDI no fluido epididimario e espermatozoides
epididimérios, sendo que no fluido epididimario houve um aumento da expressao
desta chaperona conforme a idade. Este fato provavelmente esta ligado ao aumento
de secrecdo hormonal com a chegada da puberdade.

Na avaliacdo protedmica do sémen ejaculado, observou-se a presenca da PDI
no plasma seminal, mas ndo nas células esperméticas. Nao houve diferenca entre
cavalos férteis e sub férteis, portanto ndo foi possivel no ambito deste trabalho
associar a presenca da PDI com a fertilidade.

Outros estudos complementares deveriam ser realizados analisando a
presenca de outras proteinas da familia das PDIs, bem como a selecdo de grupos
de garanhdes com bons parametros seminais, porém subférteis, ou seja, com
motilidade e vigor elevados, baixas patologias e baixos indices de prenhez.

A quantificagdo desta proteina poderia servir como indicativo de puberdade

em equinos.
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ANEXO A- Estatistica Artigo 1
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TableAnalyzed sptz

ANOVA summary

F 0,9657

P value 0,3986

P valuesummary ns

Are differencesamongmeansstatisticallysignificant? (P < 0.05) No

R square 0,09228

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd) 1,007 (2, 19)

P value 0,3840

P valuesummary ns

Significantlydifferent standard deviations? (P < 0.05) No

Bartlett'stest

Bartlett'sstatistic (corrected) 0,9624

P value 0,6181

P valuesummary ns

Significantlydifferent standard deviations? (P < 0.05) No

ANOVA table SS DF MS F (DFn
Treatment (betweencolumns) 8,088e+013 2 4,044e+013 F (2,19)=C
Residual (withincolumns) 7,956e+014 19 4,187e+013

Total 8,765e+014 21

Data summary

Numberoftreatments (columns) 3

Numberofvalues (total) 22

Numberoffamilies 1

Numberofcomparisons per family 3

Alpha 0,05

Tukey'smultiplecomparisonstest MeanDiff, 95% CI ofdiff,  Significant? Summary

G1vs. G2 -3,429e+006 -1,192e+007 to 5,061e+006 ns A-l
G1lvs. G3 -4,190e+006 -1,268e+007 to 4,300e+006 ns A-(
G2 vs. G3 -760858 -1,025e+007 to 8,730e+006 No ns B-(
Test details Mean 1 Mean 2 MeanDiff, SE ofdiff, nl n.
Glvs. G2 7,259e+006 1,069e+007 -3,429e+006 3,342e+006 10 1
G1lvs. G3 7,259e+006 1,145e+007 -4,190e+006 3,342e+006 10 1
G2 vs. G3 1,069e+007 1,145e+007 -760858 3,736e+006 6 1
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ANEXO B: Estatisticas Artigo 2:

TableAnalyzed FLuido

ANOVA summary

F 13,34

P value 0,0002

P valuesummary *rk

Are differencesamongmeansstatisticallysignificant? (P < 0.05) Yes

R square 0,5841

Brown-Forsythe test

F (DFn, DFd) 4,709 (2, 19)

P value 0,0218

P valuesummary *

Significantlydifferent standard deviations? (P < 0.05) Yes

Bartlett'stest

Bartlett'sstatistic (corrected) 7,909

P value 0,0192

P valuesummary *

Significantlydifferent standard deviations? (P < 0.05) Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn,
Treatment (betweencolumns) 8,621e+014 2 4,311e+014 F (2,19)=1
Residual (withincolumns) 6,139e+014 19 3,231e+013

Total 1,476e+015 21

Data summary

Numberoftreatments (columns) 3

Numberofvalues (total) 22

Numberoffamilies 1

Numberofcomparisons per family 3

Alpha 0,05

Tukey'smultiplecomparisonstest MeanDiff, 95% CI ofdiff,  Significant? Summary

Glvs. G2 -1,165e+007 -1,911e+007 to -4,193e+006 Yes **

Glyvs. G3 -1,336e+007 -2,082e+007 to -5,908e+006 Yes ok

G2 vs. G3 -1,714e+006  -1,005e+007 to 6,623e+006 No ns

Test details Mean 1 Mean 2 MeanDiff, SE ofdiff, nl
Glvs. G2 3,769e+006 1,542e+007 -1,165e+007 2,935e+006 10
Glvs. G3 3,769e+006 1,713e+007 -1,336e+007 2,935e+006 10
G2 vs. G3 1,542e+007 1,713e+007 -1,714e+006 3,282e+006 6
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ANEXO C- Tabela de parametros seminais dos garanhfes do Grupo “Férteis”

Grupol
Concentragao
Garanhado MT % MP % Vigor (x1076) eosina% Dmai(%) Dmen(%) DTT(%)
A 70 50 3 180 73 9 3 12
A 80 60 4 192 70
A 80 65 5 146 72
A 80 60 4 172 69
B 70 50 4 124 62 5 4 9
B 85 65 4 113 67
B 70 50 4 224 60
B 70 50 3 117 64
C 80 65 4 231 77 4 7 11
C 90 70 5 154 81
C 70 55 4 213 61
C 80 65 4 221 71
D 70 55 3 123 70 10 12 22
D 70 55 4 142 68
D 75 60 4 133 69
D 70 50 4 126 59
E 70 50 3 117 59 11 13 24
E 70 55 4 101 61
E 80 65 4 142 63
E 80 65 4 131 65
F 80 70 4 212 71 6 11 17
F 75 60 4 198 69
F 80 65 4 246 74
F 80 65 4 228 76
Média 76,04 59,17 3,92 166,08 67,96 7,50 7,50 10,33

DP 5,89 6,86 0,50 45,77 6,01 2,88 4,27 4,27




ANEXO D- Tabela de parametros seminais dos garanhdes do Grupo “Sub Férteis”
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Grupo2
Concentragao
Garanhado MT % MP % Vigor (x1076) eosina %
G 5 1 1 89 43 22 13 35
G 5 1 1 78 39
G 5 1 1 69 34
G 5 1 1 71 37
H -5 0 1 572 55 21 20 40
H -5 1 1 499 59
H 10 -5 1 531 53
H 20 5 2 488 56
I 20 10 2 213 61 13 14 27
| 20 10 2 199 68
I 30 15 2 222 71
| 20 10 2 217 69
J 30 15 2 188 48 24 21 45
J 30 15 2 176 46
J 30 10 2 165 49
J 20 10 2 144 41
K 1 0 -1 65 32 22 29 51
K 1 0 -1 73 36
K 0 -1 57 31
K 1 0 -1 44 35
L 10 5 1 101 59 25 23 48
L 10 5 1 112 62
L 10 -5 1 105 65
L 10 5 1 117 61
Média 11,83333 4,583333 1,041667 191,4583333 50,41667 21,16667 20 41

DP 11,21593 5,992145 1,041703

161,2677976 12,79917 4,262237 5,932959
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