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Resumo

A diferenciagdo, identificagdo e quantificagio de componentes proteicos do plasma
seminal que estejam relacionados a estabilizagdo ou prote¢io da membrana dos
espermatozoides sio de extrema importdncia para a criopreservagdo, visto que, a
integridade da mesma ¢ fundamental para o funcionamento adequado do gameta
masculino. Diversos estudos enfocam a necessidade de identificagio de biomarcadores
de congelabildade, visando assim minimizar os danos causados pelas injurias
provenientes das variagdes térmicas provocadas pelo congelamento e descongelamento
das células espermitica. Diante disso, o objetivo da presente revisio foi fornecer

informagdes a respeito das principais proteinas do plasma seminal da espécie equina.

Palavras-chave: Plasma seminal. CRISP. HSP1-2. Espemadesinas.

Abstract

The differentiation, identification and quantification of protein components of seminal
plasma that are related to stabilization or protection sperm membrane are extremely
important for cryopreservation, since the integrity of the media is essential for the
proper functioning of the male gamete. Several studies focus on the need to identify
freezability biomarkers, thus aiming to minimize the damage caused by injuries from
the temperature variations caused by freezing and thawing of sperm cells. Thus, the
purpose of this review was to provide information about the major protein in the

seminal plasma of the equine species.

Keywords: Seminal plasma. CRISP. HSP 1-2. Espemadesinas.
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Introducao

Diversos avancos foram alcan¢ados nos ultimos anos no processo de
criopreservagdo do sémen equino. Porém, a eficiéncia desta tecnologia varia com a
qualidade do sémen pés-descongelamento, entre os animais e até mesmo entre
diferentes colheitas de sémen do mesmo animal. Esses fatores, em geral, limitam a

difusdo da criopreservagio como rotina na equideocultura.

Revisao de Literatura

O comportamento do sémen a criopreservagdio ¢é muito varidvel entre
reprodutores, com resultados em programas de inseminagio artificial variando de 32 a
73% de fertilidade por ciclo. Assim, o sémen de muitos garanhdes ndo poderia ser
utilizado para estes fins (LOOMIS, 2001). Alvarenga ez al. (1996) demonstraram haver
um fator racial relacionado a resisténcia do sémen ao processo de criopreservagio.
Segundo estes autores, as racas Mangalarga Marchador e Mangalarga Paulista
apresentaram os piores indices de congelabilidade quando comparadas com ragas de
hipismo (Hannoveriano, Holstein e Trackenner) e o Quarto-de-Milha, sendo que estes
apresentaram sémen com bons padrées de motilidade pés-descongelamento.

O papel dos constituintes do plasma seminal sobre a congelabilidade ainda nio
foi totalmente elucidados. Relatos na literatura demonstram resultados contraditérios
em relagdo a adigdo ou nio do plasma seminal de animais para a criopreservagio. Esses
fatos demonstram de forma evidente a influéncia da composi¢io do plasma seminal
sobre a resisténcia da célula espermadtica equina durante o processo de criopreservagio.

A concentragio de proteinas do plasma seminal equino é relativamente baixa (10
mg/mlL) quando comparada a outros mamiferos (20-60 mg/mlL). As proteinas do
plasma seminal equino (borse seminal plasma proteins, HSP), descritas como HSP-1 a
HSP-8, apresentam de 14 a 30 kDa e sdo as principais proteinas até entdo isoladas e
identificadas no plasma seminal de garanhdes. Com excecio da HSP-4, todas
apresentam propriedades de ligagdo aos espermatozoides durante a ejaculagdo e podem
ser isoladas nas células espermdticas do ejaculado (TOPFER-PETERSEN e a/., 2005).

Nos anos seguintes, essas proteinas foram subdivididas em trés grupos: as proteinas
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secretérias ricas em cisteina (CRISPs), proteinas transportadoras de dois ou quatro

médulos de fibronectina tipo II (Fn-2) e proteinas da familia das Espermadesinas

(KARESKOSKI; KATILA, 2008).

PROTEINAS RICAS EM CISTEINA (CRISPS)
(PROTEINAS SECRETORIAS RICAS EM CISTEINA)

Os membros da familia de proteinas ricas em cisteina (CRISP1, CRISP2,
CRISP3) apresentam 16 residuos de cisteina ligados por ligagdes dissulfeto,
subdividindo a molécula em trés dominios (TOPFER-PETERSEN ef 4/., 2005). As
trés proteinas CRISPs foram identificadas nos érgios genitais de equinos, humanos e
roedores, sendo sua expressdo génica controlada por fatores androgénicos JALKANEN
et al., 2005). A ocorréncia desse grupo proteico, porém, nio se restringe apenas aos
6rgdos genitais masculinos, podendo este ser encontrado em glindulas salivares,
neutréfilos, linfécitos B, timo, célon e pancreas (SCHAMBONY e al, 1998b;
TOPFER-PETERSEN ez 4/, 2005).

As proteinas CRISPs nos espermatozéides de equinos localizam-se na cabega,
em sua regido equatorial e pés-acrossomal, bem como na peca intermedidria. Sua
associagdo com a superficie espermdtica tem inicio na regido do corpo dos epididimos
(SCHAMBONY e al, 1998b) e permanecem localizadas nas mesmas regides
espermdticas ap6és a capacitagio in witro e a reagio acrossdmica (TOPFER-
PETERSEN ez al., 2005). A quantificagio das CRISPs através do métido Elisa
competitivo demonstrou que valores acima de 18.000 moléculas/ célula espermatica
apresentaram correlagio com alta taxa de fertilidade (REINEKE ez a/., 1999).

O gene da CRISP1 equina (AEG1) € expresso ao longo de todo o epididimo
(GIESE ez al, 2002a), enquanto que a CRISP2 (TPX1), proteina especifica do
testiculo, apresenta-se expressa nido sé no testiculo de equinos como também nos
epididimos e nas glindulas seminais de garanhoes (GIESE ez 4/, 2002b). Segundo
Maeda et al. (1999), a CRISP2 (TPX1) esti envolvida no desenvolvimento das
espermdtides, sendo esta proteina uma das responsdveis pela aderéncia destas células as
células de Sertoli, que sio células somadticas de grandes dimensdes do interior dos

testiculos, relacionadas com diversas células germinativas no tibulo seminifero.
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A CRISP3 (HSP-3, horse seminal protein 3) ¢ a principal proteina do plasma
seminal equino (SCHAMBONY e# al., 1998a). Sua ocorréncia nio se restringe apenas
aos 6rgios masculinos e seu gene é predominantemente expresso nas ampolas dos ductos
genitais deferentes (e nas glindulas salivares), contribuindo assim, para a alta
concentragio desta proteina (Img/mlL) no plasma seminal desta espécie. Quantidades
superiores de CRISP3 foram positivamente relacionadas com a taxa de concepg¢do no
primeiro ciclo por Novak ez a/. (2010) e poderia ser considerado um bom marcador de
fertilidade em equinos. Trein (2011) sugere importante papel da CRISP3 e HSP2 no
processo de criopreservagio como possiveis marcadores de congelabilidade. Esta
proteina apresenta a particularidade de liberagio da membrana plasmitica (a0 menos
parcialmente) por meio de lavado das células espermaticas. Por isto, foi proposto que
poderia possuir alguma fungio nos 6rgios genitais da femea (TOPFER-PETERSEN ez
al., 2005). Para Doty ez al. (2011) esta proteina estd envolvida no mecanismo de limpeza
uterina. A presenca desta proteina na regiio pds-acrossomal e na por¢io média da
cabeca dos espermatozoides ejaculados sugere papel importante na fisiologia
espermatica.

O padrio de expressio do gene da CRISP foi acompanhado pelo estudo da
abundancia proteica, quando estas proteinas foram detectadas com diferentes massas
moleculares (em torno de 25 kDa) nos 6rgdos genitais dos equinos (TOPFER-
PETERSEN et al., 2005). Foi sugerido que as proteinas CRISP1 e/ou CRISP2 podem
influenciar diretamente os eventos da fertilizagdo (fusdo espermatozoides—odcito), e
CRISP-3, além de participar dos estdgios finais da fusdo dos espermatozoides-odcito

(identificada na regido pds acrossomal e equatorial), pode ter participagdo na protecio

das células espermaticas (SCHAMBONY ez al., 1998).

PROTEINAS QUE CONTEM O DOMINIO FIBRONECTINA TIPO II (FN-II)
(PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE DOIS OU QUATRO MODULOS
DE FIBRONECTINA TIPO II (FN-II))

As proteinas da familia que contém o dominio fibronectina tipo II (Fn-II) sio
caracterizadas pela presenca de dois médulos fibronectina tipo II (Fn-II), denominados

dominios ‘BB’. Essas proteinas sdo expressas em diferentes regides dos érgaos genitais
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masculinos, sendo expressas no corpo e cauda dos epididimos (EQ-12) e nas ampolas
dos ductos deferentes (SP-1/SP-2) (EKHALASI-HUNDRIESER ez al, 2005a) e
identificadas em vidrias espécies de animais, sendo mais abundantes em bovinos (BSP;
MANJUNATH; SAIRAM, 1987), caprino (VILLEMURE et al., 2003), ovino (RSP;
BERGERON ez al., 2005) e em equino (HSP-1, HSP-2; CALVETE e al., 1995a,b;
MENARD ez al., 2003). Também foi descrita no plasma seminal do suino, onde se
encontra em menor concentragio — pB1 (CALVETE e a/., 1997). Mais recentemente,
foi identificado um grupo de proteinas fibronectina Fn-II, formadas por quatro
mdédulos, origindrias dos epididimos, que podem estar relacionadas com a maturagio
espermdtica. Na espécie equina, esta proteina foi denominada EQ-12 (x). Hi uma
década, HSP-1 e HSP-2 foram denominadas SP-1 e SP-2 (EKHLASI-
HUNDRIESER ez al., 2005a).

A caracterizagio estrutural da HSP-1 equina demonstrou ser uma proteina que
contém o dominio fibronectina tipo II e pertence ao tipo ‘AABB’, caracterizado por dois
médulos (BB) e por dois pequenos dominios “AA”. HSP-2 corresponde ao tipo ‘ABB’,
somente com um dominio “A”. HSP-1 e HSP-2 sio sintetizadas nas ampolas dos
ductos deferentes (EKHALASI- HUNDRIESER ef a/., 2005a). Tanto a EQ-12 como
a SP-1 e a SP-2 sdo associadas a superficie espermidtica durante o trinsito epididimario
e, durante a ejaculagio, ambas estdo presentes nos espermatozoides presentes no
ejaculado. A abundincia de SP-1 foi negativamente relacionada a fertilidade em equinos
por Novak ez al. (2010). Jobim ez al. 2011 e Garcia (2014) associaram a presenca de
HSP1 em animais de baixa congelabilidade.

SP-1 e SP-2 sdo as proteinas mais abundantes no plasma seminal equino,
correspondendo a 70-80% do total de proteinas e sdo as ortélogas equinas das principais
proteinas com propriedade de ligagdo a heparina do plasma seminal bovino (BSP), que
estdo envolvidas na capacitagio espermitica (TOPFER-PETERSEN ez a/., 2005).

Durante a ejaculagio, as proteinas que contém o dominio fibronectina tipo II se
unem aos espermatozoides mediante interagdes especificas com os residuos de colina dos
tosfolipidios da membrana plasmitica dos espermatozoides, mediando a capacitagio
pelo efluxo de colesterol e fosfolipidios (MULLER ef al, 1998; THERIEN ez al,
1999). Além da ligagio aos espermatozoides, estas proteinas unem-se também a
glicosaminoglicanos dos 6rgios genitais femininos (MANJUNATH ez al., 1993a). Estas

proteinas apresentam a capacidade de liga¢do a4 heparina, um polissacarideo capaz de
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induzir a capacitagio quando se liga aos espermatozoides bovinos pelas proteinas
(MILLER ez al, 1990). Tal efeito é obtido através da modulagio da atividade da
proteina a qual ela se liga. Glicosaminoglicanos capacitantes semelhantes a heparina sio
secretados pelos 6rgios reprodutivos da fémea, particularmente na fase folicular (LENZ
et al., 1982). Além disso, essas proteinas de ligagio a heparina sio produzidas pelas
glandulas acessérias e cobrem a superficie dos espermatozoides do ejaculado (NASS e#
al., 1990; MILLER ez al., 1990). Recentemente, Kumar e Swamy (2016) demonstraram
que a HSP1/2 apresenta atividade semelhante a chaperonas: evitam o estresse oxidativo
e protegem as células espermdticas de variagdes térmicas, além de inibir a peroxidagdo

lipidica, prejudicial ao funcionamento e a motilidade dos espermatozéides.

PROTEINAS DA FAMILIA DAS ESPERMADESINAS

As espermadesinas sio glicoproteinas de baixo peso molecular (12-16 kDa),
compostas por 110 a 133 residuos de aminodcidos, constituidas estruturalmente por um
tnico dominio “CUB”, estabilizado por duas ligagdes dissulfeto conservadas, com
residuos de cisteina ao redor. Esse dominio atua como suporte estrutural, ao qual se
pode atribuir diferentes funcionalidades (ROMERO ez a/., 1997). Em suinos, foram
identificados cinco genes estreitamente relacionados que codificam as espermadesinas
(AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I e PSP-II) (CALVETE ef al., 1995b). Em bovinos,
apenas dois genes estdo presentes para codificar as espermadesinas, aSFP (SPADH]1) e
Z13 (SPADH2) (TEDESCHI ez al., 2000). Em ovinos, uma espermadesina de 15,5
kDa foi descrita (BERGERON ez a/., 2005) e em equinos, a HSP-7 (REINERT ez a/,
1996). Embora um membro da familia espermadesina (AWN) tenha sido identificado
no plasma seminal equino, o gene correspondente ainda ¢ desconhecido na espécie
(TOPFER-PETERSEN e aZ., 2005).

Na espécie suina, as espermadesinas correspondem ao principal componente
proteico do plasma seminal, representando mais de 90% das proteinas. Produzidas pelas
glandulas seminais, sdo consideradas proteinas multifuncionais que exibem capacidade
de ligacdo a heparina, a inibidores de proteinases, aos fosfolipidos e aos carboidratos
(TOPFER-PETERSEN ez 4/, 1998; 1999ab). As espermadesinas AWN, AQN-1 e

AQN-3 do suino sdo proteinas de ligagdo a superficie espermidtica e parecem estar
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envolvidas nos eventos mediados por carboidratos que ocorrem na fertilizagio
(EKHLASI-HUNDRIESER e¢f al, 2005a). Curiosamente, AWN ¢ secretada nas
caudas dos epididimos e é igualmente expressa nas tubas uterinas (EKHLASI-
HUNDRIESER e al., 2002). Segundo Rodrigues-Martinez ef al. (1998), a proteina
AWN permanece aderida a membrana periacrossomal apés o transporte pelo érgio
genital feminino; na capacitagdo espermdtica, e acredita-se que a mesma possa estar
envolvida no reconhecimento de gametas.

HSP-7 ¢ a espermadesina equina homéloga a AWN suina. Sua sequéncia de
aminodcidos apresentou modificagdes de residuos em apenas trés posi¢oes (EKHLASI-
HUNDRIESER ez al., 2002). Assim como 2 AWN suina, é uma proteina de liga¢io a
carboidratos. Mostrou propriedades de liga¢do a4 zona pelicida equina, demonstrando
seu papel na interagdo espermatozoides-zona pelicida. Em contraste com a AWN
suina, a HSP-7 foi primeiramente detectada na espermatogdnia, depois na rete testis,
nos epididimos e nas glindulas seminais. Também foi isolada de alguns espermatozoides
testiculares (HOSHIBA; SINOWATZ, 1998). Durante a passagem pelos epididimos,
acontece um aumento da HSP-7 associadas aos espermatozoides, aparecendo como uma
banda proeminente no segmento equatorial (REINERT ez a/., 1997).

Existem outras proteinas presentes no plasma seminal equino que contribuem
para aumentar a variabilidade funcional de proteinas do plasma seminal. A HSP-4 ¢
uma proteina que estd relacionada ao produto semelhante ao gene da calcitonina, e
concentragcdes aumentadas de calcitonina no plasma seminal foram relacionados a
melhora na motilidade espermética (MUNGAN es al, 2001), a4 prevengio da
capacitagio prematura e a4 reagdo acrossdmica espontinea pelo sistema
adenilciclase/AMPc (FRASER ez al., 2005).

A HSP-5 apresenta propriedade de ligagdo a heparina, porém ainda ndo foi
relacionada a nenhuma proteina conhecida. Sua funcionalidade e sequéncia do N-
terminal ndo foram identificadas em proteinas de outras espécies (TOPPFER-
PETERSEN ez al., 2005).

HSP-6 e HSP-8 sdo diferentes isoformas de uma mesma proteina que pertence a
familia das calicreinas (TOPPFER-PETERSEN ¢ 4/, 2005). Em garanhdes,
quantidades maiores de calicreina 1E2 (KLK2) foram relacionadas negativamente com a
fertilidade (NOVAK ez a/, 2010). As sequéncias do N-terminal de ambas isoformas

mostraram alto grau de homologia com o antigeno prostitico humano (PSA). O
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rompimento da arquitetura prostitica normal seja pelo cincer, Hiperplasia Prostitica
Benigna (BPH, do inglés Benign Prostate Hiperplasia) ou dano ligado a glandula
(inflamagdo ou trauma) pode desencadear um aumento nas concentragdes séricas de
PSA no homem. Desta forma, o PSA atua como biomarcador mais utilizado para o
rastreamento de cincer de préstata no mundo, tendo sua dosagem sérica total (tPSA)
amplamente solicitada por urologistas para fins de diagnéstico desde sua descoberta na
década de 80, devido a sua alta sensibilidade, facil dosagem, disponibilidade e baixo
custo (NA ez al., 2013).

Por ser uma serina protease ativa, componente do plasma seminal, sua fungio é
liquefazer o codgulo seminal que se forma na ejacula¢io liberando os espermatozoides
(JONSSON ez al, 2005). O sistema enzimdtico das calicreina-cininas do plasma
seminal sdo capazes de modular a motilidade dos espermatozoides, pelo cininogénio
presente no plasma seminal que atua como substrato especifico da enzima calicreina
(FINK ez al., 1989) produzindo as cininas, que sdo os principais efetores no estimulo da
motilidade espermatica apds a ejaculagio (SCHILL e# al, 1989). Foram observadas
correlagbes positivas entre a atividade da calicreina no plasma seminal e a motilidade dos
espermatozoides no ejaculado (SOMLEV ef al, 1996). Um grupo de proteinas que
constituem componentes de importincia secunddria no plasma seminal equino foi
descrito. Dentre essas proteinas, encontra-se a lactoferrina, que pode ter origem nos
testiculos, como foi demostrado no cio (INAGAKI er a/, 2002; KIKUCHI ef 4/,
2003). H4 também a leptina e os factores de crescimento, que podem promover a
longevidade dos espermatozoides (CHAMPION ez al., 2002), e virias enzimas, tais
como lipases(CARVER; BALL, 2002), o 1,4-glucosidases (DIAS ez a/., 2004) e uma

enzima conversora da angiotensina (BALL ez a/., 2003).

Consideracoes Finais
A avaliagdo e a identificagdo dos constituintes proteicos do plasma seminal pode

ser considerada uma andlise diferencial e complementar. Associada aos testes

usualmente empregados nas avaliages androldgicas, pode elucidar grande variabilidade
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individual na congelabilidade do sémen na espécie equina e ainda pode ser utilizada

como biomarcadores de fertilidade.
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