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Conteldo de Peptideos e Avaliacdo Morfofisiol0gica dos Esper matozoides do Epididimo
e Ejaculado de Bovinos!

Antonio Emidio D. Feliciano Silva2, André Lima Dias3, Maria Marina Unanian?,
Alfredo Ribeiro de Freitas?#, Carlos Bloch Junior®

RESUM O - Objetivou-se com este estudo aidentificacdo de alguns fatores protéicos envolvidos na qualidade funcional dos
espermatozoides epididimais (SPZEP) e ejaculados (SPZEJ) de bovinos. Foram avaliadas as caracteristicas morfofisiol gicas e
analisado o contelido peptidico destas estruturas de 11 animais mesticos Nelore, de 24 a 30 meses de idade. As avaliacBes
morfofisiol 6gicasforam motilidade progressiva(MOT, %), vigor, patol ogias esperméticas, integridade acrossomicae dacromatina.
Foi observado que, os SPZEJ, namédia, apresentaram MOT maior do que os SPZEP, 72,3 e 46,4%, respectivamente. Considerando
as patologias esperméticas, taxas de defeitos maiores (DEFMAI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT), houve diferenca
significativa entre as taxas dos DEFMEN e DEFTOT dos SPZEP e SPZEJ, sendo, em média, 91,1 e 8,5% e 95,4 e 11,8%,
respectivamente. Astaxasdos DEFMEN e DEFTOT dos SPZEP foram maiores em fungdo da presenca de espermatozdides com
gotas citoplasmaticas distais. A analise das protéinas dos SPZEP e SPZEJ foi realizada por espectrometria de massa, método
MALDI-TOF (matrix —assisted laser desor ption/ionization — time of flight), e revel ou presenca de peptideos de massa molecul ar
variandode1,1a26,3kDanos SPZEJede 1,1a11,6 kDanos SPZEP. Foram identificados peptideosde 10,6 € 13,4 kDa somente
nos SPZEJ e de 6,8 kDa somente nos SPZEP. Foi observada relagdo do peptideo de massa molecular de 7,4 kDa dos SPZEP e de
4,7 kDados SPZEJ, com aMOT E 80%, destas estruturas. Os resultados sugerem o envolvimento destes peptideos nos processos
funcionais das células esperméticas do epididimo e gjaculado. O estudo utilizou 0 método MALDI/TOF para espectrometro de
massa, para identificar peptideos em espermatozéides do epididimo de bovinos, pela primeira vez no Pais.
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Peptides Content and M or phophisiological Evaluation of Epididymisand Ejaculated
Sperm in Bovine

ABSTRACT - The objective of the study wasto identify some protein factorsinvolved in bovine epididymis (SPZEP) and
gjaculated (SPZEJ) sperm functional quality. With this propose, epididymis and ejaculated sperm of 11 Nellore crossbreed
animals, 24 to 30 month of age, was evaluated for morphophisyological characteristics and analyzed for the peptides content.
The morphophisyological characteristics consisted of progressive motility (MOT, %), velocity, sperm pathologies, and
acrosome and chromatin integrity. These evaluations showed that the mean values of the SPZEJ were higher than of SPZEP,
72.3 and 46.4%, respectively. The considered sperm pathol ogies were the major, minor and total abnormalities. It was observed
asignificant difference between the meansvalues of the minor and total abnormalities of epididymisand ejaculated sperm, 91.1
and 8.5% and 95.4 and 11.8%, respectively. These differences were caused by the presence of sperm with distal citoplasmatic
droplets. The analysis of the protein of epididymis and ejaculated sperm was realized by mass spectrometer, MALDI-TOF
method (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight). The method identified low molecular mass proteins, i.e.
peptides. The analysis of SPZEJshowed peptidesranging from 1.1to 26.3 kDaand SPZEPfrom 1.1to 11.6 kDa. Some peptides,
suchas10.6 and 13.4 kDa, werefound only in ejacul ated sperm, and the other, such as6.8 kDa, only in epididymis. A relationship
was observed between the 7.4 kDa SPZEP and 4.7 kDa SPZEJ peptides and sperm with E 80% motility. These |ast results
suggested the participation of these peptides in the functional processes of spermatic cells. This study used for the first time
in this country the MALDI/TOF mass spectrometer method to identify peptides in bovine epididimal sperm.
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Introducao

Oreprodutor bovino como parteimprescindivel a
cadeiade producao animal deve apresentar eficiente
potencial de fertilidade in vitro e in vivo, ou sgja,
capacidade de fecundac&o. Em particular, o potencial
reprodutivo in vitro € cada vez mais utilizado para
garantir a rapida transmissdo de caracteristicas
produtivas desejaveis. Nesse sentido, tem-se
procurado, por intermédio dastécnicasde reproducéo
assistida, testar eutilizar todasasestruturascelulares
espermaticas gue possam apresentar capacidade fe-
cundante como: as células primordiais oriundas dos
tabulos seminiferos (Martins et al., 2000), os
espermatozoidesepididimais(Kikuchi etal., 1998) e
€jaculados. Entretanto, parao sucesso destastécnicas,
€ imprescindivel que se conhegam os fatores e
mecani smosenvolvidosnhasuacapaci dadefecundante,
desde a formacao até saida através do ejaculado.

A capacidade defecundac&o dosespermatozoides
estd em funcdo de alguns dos aspectos funcionais
mais importantes, como a motilidade progressiva,
capacitacdo, reacdo acrossdmicae habilidadedeliga-
Ga0 e penetracdo no ovocito com desenvolvimento
embriondrio (Jones, 1998). Os espermatozéides para
realizarem amissdo de fecundar o ovécito, devem ser
morfol 6gicaefuncionalmentenormais, caracteristicas
originadasnotesticul o (espermatogénese) (Nishimune
& Okabe, 1993) e complementadas na passagem pelo
epididimo (maturagéo).

Imprescindivel a espermatogénese € a presenca
e expressdo de vérias proteinas especificas para
cadaumadas suasfases deformagao celular. Dentre
estas proteinas, de extrema importancia sdo as
histonas, que, nafase final da espermatogénese, séo
substituidas por protaminas cujo papel é reorganizar
0 DNA, constituindo-se uma estrutura altamente
condensada, a cromatina (Ward et al., 1999). Neste
processo, desempenha papel importante o grupo de
proteinas de transicdo (TP, transition nuclear
proteins) (Yu et al., 1999). No inicio da meiose e
pés-meiose (Eddy, 1999), foi observado que as pro-
teinas HSP70 (heat-shock proteins), HSP70-2 e
HSC70T sdo responsaveis pela protecdo contra o
estresse térmico, esclarecendo, entre outros fatores,
oseventuai sapareci mentosde patol ogi asesperméticas
em animais criados em climastropicais.

Ainda, foi demonstrado que os compostos
protéicos secretados nos dutos ef erentes sdo impres-
cindiveis a capacidade de fecundar. Dentre estes,
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fazem parte a fertilina (Myles & Primakoff, 1997),
pré-acrosina e bl,4-galactosiltransferase (Miller &
Shur, 1994), as proteinas sp56 (Cheng et al., 1994) e
p95 (Kalabetal., 1994), além dePLPCd (prostasome-
like particles cauda epididymis) descritos por
Frenette et al. (2002) em bovinos e as proteases e
inibidores de proteases (Métayer et al., 2002).

O espermatozoide, liberado pelos tubulos
seminiferos, ao al cancgar o epididimo aindan&o possui
a habilidade de se movimentar (Barker & Amann,
1971). Esta habilidade e a capacidade fecundante
dos espermatozéides sdo adquiridas no epididimo
durante o processo de maturacéo, que envolve mu-
dancas no nivel de membrana espermética, princi-
pal mente, do seu contelido protéico (Y anagimachi,
1994). Nesta fase, inicia a atividade das proteinas
necessarias ao estabelecimento da motilidade
espermética (Brandt et al., 1978), como as do
complexo PP1/12/GSK -3 (fosfatase protéical/ inibidor
2/ glycogen synthase kinase - 3, de 34, 37 e 39 kDa)
(Vijayaraghavanetal., 1996), aproteinado grupoda
tirosina de 55 kDa (Vijayaraghavan et al., 2000),
ambas de agdo ativadora-inibidora da motilidade
esperméticaepididimal de bovinoseaTPP (tirosina
fosforilada) envolvidanamotilidadedacauda(Y eung
etal., 1999).

Ao sairem do epididimo, os espermatozoides re-
cebem as secrecdes das glandulas anexas, o plasma
seminal, constituidas de aminoacidos, ions e protei-
nas, que os habilitam para a capacitacdo, ligagéo a
zona pellcida e reacdo acrossomica (Maxwell &
Johnson, 2000). V &rios compostos protéicos do plas-
ma seminal estimulam o metabolismo dos
espermatozoéides ejacul ados, sendo algunsenvolvidos
na motilidade e funcdo de protecéo (reducdo de
perdxidos) dos espermatozéides, como as proteinas
SFP (proteinas do fluido acidico seminal) e LDH-C4
(desidrogenasse lacticaC4) (Schoneck et al., 1996), e
0 TNF a (fator de necrose tumoral a) presente no
sémen com motilidade acimade 50 % (Liebermann et
al., 1999). Um grupo de proteinas considerado funda-
mental afecundacéo € constituido dasproteinasGA Gs
(proteoglicanoseglicosaminoglicanos) envolvidasna
capacitacdo (Rodriguez-Martinez et al., 1998), easde
afinidade a heparina (HPB) que seligam a membrana
plasmati cado espermatozoide, sendoimprescindiveis
areacdo acrossdomica (Bellin et al, 1998).

Asproteinasqueinduzemamotilidade progressiva
fazem parte do grupo FM P (proteinas da motilidade
progressiva), constituido-sedequatroacinco proteinas
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agregadas entre si, de baixa massa molecular
(37,5 kDa), e cujaatuacéo, juntamente com cAMP,
fons de Ca?* e pH, desencadeia a atividade flagelar
(Vijayaraghavan et al., 1996). No entanto, varias
proteinas do plasma seminal tém papel inibidor da
motilidade como as SMIF (fatores de inibicdo de
motilidade do sémen). Estas proteinas diminuem a
velocidade dos espermatozoides pela inibigdo da
dineina intertubular do flagelo, sem, no entanto,
afetar a linearidade (Ilwamoto & Gagnon, 1988;
Iwamoto et al., 1992).

Emboraas proteinas contidas no plasma seminal
exercam papel importante na funcionalidade dos
espermatozoides, existe a hipotese de que o plasma
ndo seja totalmente essencial a fertilizagdo, ou até
mesmo danificaosespermatozéides (Al-Somai etal .,
1994). Esta hipotese é sustentada pel os estudos que
mostraram ser possivel fecundar os ovécitos com
espermatozoides epididimais e mesmo células
esperméticas primordiais (Kikuchi et al., 1998;
Martinset al., 2000).

Em func&o da crescente demanda pelas técnicas
dereproducéo assistida e daimportéanciados fatores
protéicosenvolvidosnafuncionalidadereprodutiva,
foi proposto este estudo, com o objetivodeidentificar
algunsdestesfatores, principal mente, peptideos, por
constituirem amaioriados compostos protéi costanto
dosespermatozoi desdo epididimo quantodo ejaculado
(Arora& Jain, 1994; Al-Somai et al., 1994), aponta-
dos como possuindo funcéo inibidora da motilidade
(DeLamiradeet al., 1984; Shivaji, 1988; Strzezek et
al., 1992). Foi proposto, ainda, observar a sua possi-
vel relacdo com os pardmetrosindicadoresde norma-
lidade dos espermatoz6i desdo epididimo e gjaculado
e avaliar a qualidade espermética entre estes
espermatozéides.

Material e Métodos

Foram utilizados 11 animais puberes, de 24 a 30
meses de idade, selecionados de um lote de 30
machos mesticos Nelore, por meio de exames
morfofisiol 6gicosrealizadosantesdoinicio do expe-
rimento. Os animais cuja motilidade progressiva e
vigor foram abaixo de 50% e trés, respectivamente,
foram descartados (Silva et al., 1993).

Os animais foram submetidos as medi¢des da
circunferéncia escrotal (CE), largura (LARG) e do
comprimento (COMP) dos testiculos. A partir da
LARG e COMP foi calculado o volume (VOL)
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segundo Unanian et a (2000). Em seguida, foram
colhidososejaculados por meio deeletrogjaculador e
realizadas as avaliagdes morfofisiol 6gicas, além do
armazenamento de espermatozéides (SPZ) do
gjaculado (SPZEJ) a -20° C para posterior anélises
de proteinas. O armazenamento dos SPZEJa-20° C
seguiu 0 protocolo para andlise de proteinas por
espectrometriade massa, descrito adiante (Fensel au,
1997; Bloch Junior et al., 2001).

A colheita dos espermatozéides do epididimo
(SPZEP) foi realizada no mesmo dia, apds a
eletrogjaculacdo. Para tal, foi feita a orquiectomia
bilateral e separac&o dos epididimos, em cuja cauda
foram realizadas incisdes e retirados os
espermatozoides. Aposasavaliagdesmorfofisiol 6gicas,
o material foi armazenado, a-20°C, para posteriores
andlises de proteinas, seguindo 0 mesmo protocolo
utilizado para os SPZEJ.

As avaliagbes morfofisiolégicas dos
espermatozoides SPZEP e gjaculado SPZEJ consta-
ram de: motilidade (MOT), avaliada de 0 a 100%,
vigor, naescalade 0 a5, e patologias esperméticas.
A avaliacdo das patol ogiasespermaticasfoi realizada
em lamina Umida pela contagem de 100 células,
utilizando-se microscopio de contraste de fase.
Foram considerados os defeitos maiores, menores e
totais(Silvaet al., 1993), avaliadostanto nos SPZ do
epididimo quanto no gjaculado, sendo DEFMAIEP e
DEFMAIEJosmaiores, DEFMENEP e DEFMENEJ
0s menores e DEFTOTEP e DEFTOTEJ os totais,
respectivamente.

Otestedeintegridadeacrossémicaedacromatina
também fez parte da avaliagado morfofisiol 6gica.

A integridade acrossomicafoi avaliadatanto nos
espermatozéidesdo epididimo (ACROEP) quantodo
gjaculado (ACROEJ). Paratal, umaamostrade 20 mL
foi colocadaem tubo eppendorf de 1,5 mL, adiciona-
dos 20 mL de tripan-blue 0,4% e incubada em
banho-mariaa 37° C por 20 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de &gua destilada e centrifugada a
700 g por 5 minutos. ApGsretirada do sobrenadante,
a amostra foi ressuspendida em 0,5 mL de agua
destilada e realizados trés esfregacos/amostra. Es-
tes, apos secos, foram fixados em solucéo de metanol
e colocados no corante Giemsaa 10%, onde permane-
ceram 18 a 20 horas. A integridade acrossomica foi
avaliadapor meio dacontagem de 100 espermatozoides,
utilizando-semicroscopio com contrastedefase(DIC)
eobjetivadeimersao (Silva, 1998).

A integridade da cromatina dos espermatozéides
do epididimo (CREP) e gjaculado (CREJ) foi deter-
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minada em esfregacos corados com o corante
metacromatico acredine orange. Os SPZ foram
lavados por centrifugagé@o a 700 g por 10 minutos. Do
pelet foram feitos trés esfregagcos/amostra que foram
fixados em uma solucé@o de metanol e &cido acético
(3:1) duranteanoite. Em seguida, osesfregacosforam
corados com solucdo de acridine orange durante
cinco minutos e avaliada a integridade acrossbomica
pelacontagem de 200 células/l@minaem microscépio
com fluorescéncia. Os SPZ normais apresentaram
coloragdo verde eaquel escomacromatinadanificada,
coloracdo alaranjada (Unanian, 2000).

A analise de proteinas das amostras de
espermatozoidesdo ejaculado eepididimofoi realiza-
da por espectrometria de massa, método MALDI-
TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization -
time-of-flight) (Fenselau, 1997). As amostras subme-
tidas ao método MALDI-TOF foram apenas congel a-
das a -20°C. A presenca de quaisquer substancias
estranhasasamostras (proteinas, carboidratosou sais)
podeinterferir, distorcendoaleitura(Fenselau, 1997).

Para a analise das amostras de SPZEP e SPZEJ
pelo método MALDI-TOF, procedeu-se a extragdo
dasproteinaspor meio deacidotrifuoroacético (TFA)
a 25% e solucdo de acetonitrila em 0,1% de TFA.
Apbs esse procedimento, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 7000 g por 30
minutos atemperatura ambiente; o sobrenadante foi
congelado rapidamente em nitrogénio liquido, e
liofilizado; este foi ressuspendido e misturado ama-
triz (5 mg de éacido firdlico diluindo em 200 pl de
acetona grau HPLC (height performance liquid
chromatography) naproporcéo de3 pl deaguaMilliQ,
1 pyl de amostrae 4 ul de matriz. Em seguida, esta
preparacdo foi aplicada a placa do espectrdmetro de
massa, método MALDI - TOF (Bloch Jr. etal., 2001).

O método MALDI-TOF utilizaimpulsos de | aser
- nitrogénio emitidosem 337 nm, criando ionsatravés
da excitagdo das moléculas deste. A pressdo da
camara de ionizac&o do aparelho foi mantida entre
9x108e2x10°7 Torr. Osionsque seformaram foram
acelerados até atingirem uma energia cinética de 25
KeV. Osions positivos foram detectados num modo
linear apds serem atingidas as condi gdes de extragao.
Os picos dos componentes moleculares protéicos
(massamolecular) foramidentificados em func¢éo da
intensidade (%) de resposta aionizac¢éo das mol écu-
las de proteina das amostras, sendo considerados
agueles cujas intensidades foram superiores a 50%.
Dessa forma, a leitura destas amostras identificou
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proteinas em uma escala de 1 a 30 kDa, portanto,
proteinasde baixamassamol ecul ar, ou sejapeptideos.
A leitura destes peptideos foi realizada por meio de
graficos (Bloch Jr. et al., 2001).

Osresultadosobtidosforam submetidosaanélise
de variancia (One-Way Analysis of Variance) utili-
zando-se o programa ORIGIN (Microcal ORIGIN,
1996-1999). Paracefeito deanaliseforam considera-
dos os parametros espermaticos. motilidade, vigor,
integridade do acrossoma e cromatina, e defeitos
maiores, menores e totais dos espermatozéides do
epididimo egjacul ado.

Para visualizar as caracteristicas associadas a
distribui¢céo dosdados darespostade cadaparémetro
espermatico com relacdo aos peptideos, definidos
pelamassamolecular, foram utilizados diagramasde
caixa (Box-Plot) por meio do médulo INSIGHT do
SAS (SAS, 2000).

Osdiagramasdecaixaforam utilizadospor serem
efetivos para explorar e analisar a estrutura dos
resultadosde maneirardpida, ecomparar asdistribui-
coes de dados continuos. Estes revelam, ainda, ca-
racteristicas importantes, como a dispersao dos da-
dosemtorno damédia, existénciadeheterogeneidade
de variancias, presenca de outliers, entre outras
(Cleveland, 1994; Digby & Kempton, 1996). No Box-
Plot, alinhahorizontal no meio dacaixarepresentaa
mediana; aparteinferior esuperior dacaixaindicam,
respectivamente, o primeiro (Q1) e o terceiro (Q3)
quartil, correspondendo aos elementos de posi¢éo
250 e 75° da amostra. As caixas estreitas (whisker)
acima e abaixo da caixa central, possuem distancia
ndo superior a 1,5 vezes a distancia interquartilica
(Q3 - Q1). Osvalores mais extremos isolados e que
recebem marcagoes individuais foram considerados
dados discrepantes daamostra (outliers). Osdiagra-
mas consideraram somente 0s peptideos que apare-
ceram no minimo em trés amostras de SPZEP e
SPZEJ. Dessa forma, foram diagramados 19
peptideos nos SPZEP e 17 nos SPZEJ.

Resultados e Discussao

Os dados de comprimento, largura, volume e
circunferéncia escrotal dos testiculos variaram am-
plamente entre os animais do experimento. Os val o-
res minimos e maximosobservadosforam25a35cm
para CE (média 27,8 cm), 9 a 12 cm para COMP
(média5,6cm), 4,7a8cmparaL ARG (médial0,8cm)
e 398 a 1004,8 cm3 parao VOL (média 560,4 cm3).
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Na média, as mensuragdes testiculares acompanha-
ram o padréo daraca Nelore nafaixa etariade 24 a
36 meses (Silva, 1997). Apenas o VOL foi maior do
queosdescritospor Godfrey et al. (1990) de428,6 cm?,
aos 21 meses de idade, em animais daraga Brahman,
e Unanian et al. (2000) de 239,3 cm3, aos 18 meses,
em animais da raca Nelore, provavelmente, devido a
idade; osanimaisdo estudo foram maisvelhos, isto &,
24 a 30 meses de idade.

A avaliacao morfofisiol 6gicadamotilidade, vigor
e patologia espermética apresentada na Tabela 1
reveloudiferencas(P<0,05) entreos SPZ do epididimo
e ejaculado, sendo estes resultados semel hantes aos
observados por Howes et al. (2001).

Na média, os valores dos parémetros MOT, Vi-
gor, DEFMAI, DEFMEN e DEFTOT dos SPZEJ
ficaram dentro do padr&o denormalidade espermética
da raca Nelore (Silva et al., 1993). A MOT dos
SPZEJ variou de 50 a 90%, e dos SPZEP de 20 a
70%. A taxadeMOT dos SPZEJfoi maior (P<0,0007)
do que ados SPZEP, diferenca essa que poderia ser
atribuidaavériosfatores. Os espermatozoidesadqui-
rem movimentos e completam a maturagdo na cauda
do epididimo, fasesem que ocorrem variasmodifica-
cdesquimicaseestruturais. Este processo deforma-
cdo eliberacdo dos SPZ, em bovinos, ocorredeforma
ciclica(Barth & Oko, 1989), sendo possivel gue, nas
col heitasrealizadas neste experimento, foram obtidas
populacbes de SPZ em vérios estadios de maturag&o.
Isto poderia explicar abaixa MOT dos SPZEP.

Os resultados da avaliacdo do vigor dos
espermatozéidesdo ejaculado e epididimo (Tabelal)
mostraram que, o vigor dos SPZEJ foi maior
(P<0,0034) do que o vigor dos SPZEP.

N&o foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) entre a taxa de patologias espermaticas
(DEFMAI) encontrada nos espermatozoides dos

epididimos e ejaculados. Os SPZEP apresentaram,
namédia, taxasmaiores(P<0,0001) tantode DEFMEN
(91,1%) quanto DEFTOT (95,4%) (Tabelal). A alta
taxa de defeitos menores e totais encontradas nos
SPZEP ocorreu devido apresencade grande nimero
de espermatozéides com gota citoplasméatica distal.
Estas patol ogi as aparecem em fung&o do incompleto
desenvolvimento funcional das células epiteliais do
epididimo e caracteriza os SPZs imaturos (Barth &
Oko, 1989). O seu numero deve se reduzir com a
idade, ou seja, com amaturagdo (Silvaet al., 1993).
No entanto, os SPZEP mesmo apresentando gota
citoplasmaticadistal possuem habilidade defecundar
como observado por Martinset al. (2000) em bovinos
pertencentes a programa de recuperagdo, preserva-
cao e multiplicacao de material genético deracasem
perigo de extingdo. O importante € que os SPZEP
com gota citoplasmética distal tenham taxa de
motilidade progressiva acimade 50%. Nestas condi-
¢oes, os SPZspoderiam ser utilizados nainseminagéo
artificial e, principalmente, nastécnicas de reprodu-
¢80 assistida como a fecundacéo in vitro e injecéo
intracitoplasmatica, tanto afresco quanto pés-conge-
lamento, uma vez que a manipulacéo de sémen com
SPZs apresentando gota distal ocasiona a liberacéo
damesma, como observado por Howes et al. (2001)
eMartins(2001), em estudosrealizados em bovinos.

As taxas de patologias esperméticas dos SPZEJ
dos animais do estudo foram semel hantes as descri-
taspor Silvaet al. (1993) em animaisdaracaNelore.

A avaliacdo (média e desvio-padréo) da integri-
dade acrossdbmica (47,4+15,6 e 54,9+9,9) e da
cromatina(98,0+2,4e€98,4+1,7) dosSPZEP e SPZEJ,
respectivamente, foi semelhante nos dois grupos,
embora, aparentemente, a taxa da integridade
acrossdmicados SPZEJtenhasidomaior. Esteultimo
resultado foi semelhante ao encontrado por Rath &

Tabela 1 - Médias + desvio-padrao da motilidade progressiva (MOT, %), vigor (Vigor, 0 a5), taxa (%) dos defeitos maiores
(DEFMALI), menores (DEFMEN) e totais (DEFTOT) dos espermatozoides do epididimo (SPZEP) e ejaculado

(SPZEJ), de animais mesticos Nelore
Table 1 -

Means * standard deviation of epididymal and ejaculated sperm progressive motility (MOT) (%) and velocity (Vigor,

0 to 5), major (DEFMAI), minor (DEFMEN) and total defects rates (%) in crossbred Nellore

Espermatozoides

Parametros esperméticos

Sperm Sperm parameters

MOT Vigor DEFMAI DEFMEN DEFTOT
SPZEP 43,6+15,02 2,0+0,6% 43+2.82 91,1+6,5% 95,4+8,42
SPZEJ 72,3+11,7° 3,5+0,5° 3,443,222 8,5+9,4° 11,8+10,3P

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05) pelo teste Tukey.

Means followed by diferent letters are diferent (P<.05) by Tukey test.
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Niemann (1997) e Martinset a. (2000). Estes autores
observaram que, os SPZEP mesmo apresentando ta-
xasdeintegridade acrossdmicamenores, ndo compro-
meteram a fecundagdo, sendo esta mais alta do que
utilizando SPZEJ. Segundo Rath & Niemann (1997),
isto poderiaocorrer emfuncdo daausénciadosfatores
de decapacitacdo presentes no plasma seminal e ad-
quiridos pelos SPZs na ejaculagdo, como também
sugerido por Bergeron et al. (2002). Estes Ultimos
autores, além de Ignotz et al. (2001), consideram que
0 plasma seminal poderia exercer efeito deletério a
funcionalidadedos SPZ, apdsocorridaaejaculagéo. O
efeitodel etério, segundo Bergeronetal. (2002), mani-
festa-se de acordo com a susceptibilidade de cada
animal, gue por suavez estanadependénciadefatores
protéicos, que contribuem paraamanutencao dainte-
gridade damembranaplasméticados SPZs(Boilard et
a., 2001).

A taxa acrossdbmica dos SPZEJ dos mesticos
Nelore foi semelhante a descrita por Silva (1998) e
Margues et al. (2000), em touros de varias ragas.

Na avaliagéo da integridade da cromatina dos
espermatozoiidesdo epididimo eejaculado, ndoforam
observadas diferencas significativas (P>0,05) entre
asmédiasdastaxasencontradasnos SPZEP e SPZEJ,
sendo ambas altas. Astaxas de cromatinados SPZEJ
foram semelhantes as descritas por Unanian (2000),
em bovinos da raca Nelore, que apresentaram
motilidade progressiva acima de 60% e patologias
espermaticas abaixo de 30%, portanto, dentro da
normalidade espermética.

A massa molecular dos peptideos identificada
pelo método MALDI-TOF varioude 1,1 a 11,6 kDa
nos SPZEP e 1,1 a 26,3 kDa nos SPZEJE, a melhor
resolucdo dos picos protéicos ocorrendo acima de
4,8 kDa. Estes resultados, conforme relatado por
Fenselau (1997), mostraram alta sensibilidade do
método MALDI-TOF para leituras de massas
moleculares muito baixas (menores de 14 kDa).

Os resultados obtidos no estudo com mesticos
Nelore foram semel hantes aos descritos por Reyes-
Moreno et al. (2002), que utilizaram SPZ's do
epididimo, eArora& Jain (1994), SPZ'sdo ejacul ado.

NosSPZEP, foram encontrados48 picosprotéicos
e no SPZEJ 44. Em todas as amostras de SPZEP,
foram observados peptideos de 6,8 e 10,3 kDae em
cerca de 50% das amostras, de 4,8, 5,5 e 7,4 kDa.
Nos SPZEJ foram identificados, em todas as amos-
tras, peptideosdeb5,4, 6,2 €9,4 kDaeem maisde50%
das amostras, de 10,6 e 13,4 kDa.
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Os peptideos de 5,4 kDa apresentaram a mesma
massa molecular do seminalplasmin, relatado por
Shivaji (1988) no plasmaseminal deratosehumanos.
Ainda, pela proximidade da massa, poderiam apre-
sentar semelhanca funcional aos peptideos de
5,5kDaeb5,7 kDa identificados no plasma seminal
debovinos(Unanianetal., 2001) esuinos (Strzezek
et al., 1992). Algumas das amostras de SPZEP e
SPZEJ apresentaram peptideos de 6,4 kDa, seme-
Ihantes aos descritos por Aarons et al. (1991), e os
peptideos de 5 a 12 kDa identificados tanto nos
SPZEP como SPZEJ foram, também, encontrados
por Al-Somai et al. (1994) e Chao et al. (1996) no
plasmaseminal bovino.

Ospeptideos, 10,6 e13,4kDa, ocorreram somente
nas amostras de SPZEJ, assim como 0 pico de
6,8 kDa somente nos SPZEP. Alguns dos peptideos
foram identificados somente nos EJ e outros somente
nos EP, como o de massa molecular 26,3 kDa, encon-
trado nos SPZ do gjaculado deapenasumanimal. Esta
proteinapodefazer partedo composto protéico descrito
por Killianetal. (1999), aprostaglandinaD sintase, no
plasma seminal detouros de altafertilidade.

A quantidade dos peptideos dos SPZEPfoi maior
guedos SPZEJ, emborao ) acul ado, hipoteticamente,
contenha maior quantidade de proteinas em funcéo
das secrecdes das glandulas anexas (Shivaji et al.,
1990). Entretanto, convém lembrar que os SPZEPja
possuem estrutura estavel, ao serem liberados do
epididimo, e que naformag&o destas estruturas par-
ticipam indmeras proteinas (Howes et al., 2001).
Assim, é provavel que a quantidade de proteinas
intrinsecas aos SPZEP pode ser maior que a dos
SPZEJ, mesmo estes Ultimos agregando proteinas do
plasma seminal (Cooper, 1990; Syntinet al., 1996).

Mesmo que a melhor resolucéo paraidentifica-
¢ao dos picos dos componentes protéi costenhaocor-
ridoacimade4,8kDa, convém mencionar ospeptideos
de 1,1 a 4,5 kDa nos SPZEP e 1,1 a 4,7 kDa nos
SPZEJ. Dentre estes, osde 2,7 kDaforam identifica-
dos tanto nos SPZEP (18%) quanto SPZEJ (73%).
Isto sugere que estes peptideos sdo secretados e
absorvidos no epididimo e nas glandul as acessorias,
através do plasma seminal, uma vez que a taxa dos
peptideos de 2,7 kDa dos SPZEJ foi muito maior
(73%). Além destes, os de massa molecular de
4,3 kDaocorreram em todas as amostras dos SPZEJ,
sendo osde 3,1, 3,5 e 4,5 kDaencontrados em 50%
dos SPZEP. Estes peptideos de massa molecular
abaixo de 4,8 kDa, possivelmente, provém da desa-
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gregacéo de proteinas de alta massa, como sugerido
por Al-Somai et al. (1994). Segundo estes autores,
sob determinadas condi¢fes, como baixo pH, pode
ocorrer aruptura de estruturas protéicas o que leva
ao aparecimento de varios peptideos. Entretanto,
para provar esta hipotese, é necessario isolar e
seqiienciar estes compostos protéicos, fato que podera
esclarecer se possuem estrutura prépria ou sao pro-
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dutos de desagregacéo.

Para observar a eventual associagcdo entre os
peptideos dos SPZEP e SPZEJ com 0s parametros
espermati cos estudados, foram considerados 19 e 17
componentes protéicos, respectivamente, isto &, so-
mente aguel es componentes que foram identificados
no minimo em trés amostras. A resposta de cada
pardmetro (média) em relacdo aos peptideos dos
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Figura 1 - Representacao grafica (Box-Plot) dos peptideos (1 a 19) identificados nos espermatozoides do epididimo

(EP) em relacdo a motilidade progressiva, as patologias esperméticas e a integridade acrossdmica de

animais mesticos Nelore.

Figure 1 - Box-Plots representing the relationship between epididymal (EP) sperm peptides (1 to 19), progressive motility, sperm
pathologies and acrosome integrity, in Nelore crossbred animals.

MOTSPZEP e MOTSPZEJ=motilidade progressiva dos espermatozoéides do epididimo e ejaculado, respectivamente (Epididymal and

ejaculate sperm progressive motility, respectively).

DEFMAIEP, DEFMAIEJ, DEFMENEP, DEFMENEJ, DEFTOTEP e DEFTOTEJ = Defeitos maiores (MAI), menores (MEN) e totais (TOT) dos
espermatozoides do epididimo (EP) e ejaculado (EJ), respectivamente (Epididymal and ejaculate maior, minor and total defects, respectively).
ACROSPZEP e ACROSPZEJ = integridade acrossdmica dos espermatozéides do epididimo e ejaculado, respectivamente (Epididymal and

ejaculate sperm acrosome integrity, respectively).

Peptideos 1 a 19 = 2,6; 3,1, 3,4; 3,7; 4,5, 4,8; 5,4, 5,5, 5,6; 6,8, 6,9; 7,4, 7,6; 8,5; 8,6; 9,8; 10,3; 10,4; e 11,5 kDa.
Peptides 1 to 19 = 2.6, 3.1, 3.4, 3.7, 4.5, 4.8, 5.4, 5.5, 5.6, 6.8, 6.9, 7.4, 7.6, 8.5, 8.6, 9.8, 10.3, 10.4, and 11.5 kDa.
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Figura 2 - Representacdo grafica (Box-Plot) dos peptideos (1 a 17) identificados nos espermatozoides do ejaculado

(EJ) em relacdo a motilidade progressiva, as patologias espermaticas e a integridade acrossdémica, de

animais mesticos Nelore.

Figure 2 - Box-Plots representing the relationship between ejaculated (EJ) sperm peptides (1 to 17), progressive motility, sperm
pathologies and acrosome integrity, in Nelore crossbred animals.

MOTSPZEJ = motilidade progressiva dos espermatozdéides do ejaculado (ejaculated sperm progressive motility).
DEFMAIEJ, DEFMENEJ, e DEFTOTEJ = Defeitos maiores (MAI), menores (MEN) e totais (TOT) dos espermatozéides de ejaculado (Ejaculated

sperm maior, minor and total defects).

ACROSPZEJ = integridade acrossdmica dos espermatozéides do ejaculado (Ejaculated sperm acrosome integrity).

Peptideos =1a 17 =2,5; 2,7; 2,9; 3,9; 4,3; 4,6; 4,7, 5; 5,1; 5,4; 5,5, 5,8; 6,2; 9,4; 10,6; 12,9; e 13,4 kDa.
Peptides = 1 to 17 = 2.5, 2.7, 2.9, 3.9, 4.3, 4.6, 4.7, 5, 5.1, 5.4, 5.5, 5.8, 6.2, 9.4, 10.6, 12.9, and 13,4 kDa.

SPZEP e SPZEJ pode ser visualizadanasFiguras1e2.

Houve diferenca na distribuicdo dos peptideos,
em func&o da MOT dos SPZ do gjaculado. A MOT
dos SPZEP, no entanto, ndo mostrou estar influenciada
pel os peptideos encontrados nestes espermatozoides,
de 2,6 a 11,5 kDa, pois 0s mesmos aparecem em
todas asfaixas de MOT, de 30 a50%. Jaadistribui-
¢do, pela média, destes peptideos (2,6 a
11,5kDa), emrelacdo aMOT dos SPZ do ejaculado,
mostrou que os de massa molecular de 3,1, 3,4, 5,4,
74,76, 8,5e10,3 kDasituaram-se nafaixade 70 a
80% de MOT. Dentre estes, o de massa molecul ar
7,4 kDa apresentou maior evidéncia de relacéo as
taxas de MOT altas, ou seja, 80%.

A distribuicéo dos peptideos em relacéo as pa-
tologias espermaticas (defeitos maiores, menores e
totais) foi semelhante aobservadanaMOT, ou seja,
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ainfluéncia destes foi mais evidente sobre os SPZ
do ejaculado. Porém assim mesmo, nao houve evi-
déncia de que algum destes peptideos (2,6 a
11,5 kDa) indicasse um determinado nivel de defei-
tos, emboraosdemassamolecular de3,1a10,3kDa
apareceram nas amostras de SPZ do ejaculado
contendo niveisde DEFMEN, em média, abaixo de
10% (Figura 1). Como ataxa de defeitos menores
dos SPZ do epididimo foi alta, isto sugere que os
peptideos identificados nos SPZ do epididimo ndo
interferem no aparecimento das patologias
espermaticas proprias de SPZ's imaturos, no caso
as gotas citoplasméticas distais.

Foi observado que a maioria dos peptideos iden-
tificados tanto nos SPZEP como SPZEJ se associou
as taxas (médias) de integridade acrossomica acima
de 50% (Figura 1).
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Nenhuma observacéo referente a relacdo dos
peptideos identificados nos espermatozéides do
epididimo com os parémetros espermaticos foi com-
paradaaliteratura, pois, nafaixade massamolecular
de 2,6 all,5kDa, nadafoi, até o presente, relatado.
Na maioria dos trabal hos, obtiveram-se compostos
protéicos acima de 14 kDa, provavelmente, em fun-
¢ao dos métodos utilizados, viaderegraeletrof orese
uni ou bidimensional (Syntinetal., 1996). Esteestudo,
portanto, épioneiro.

Referente aos defeitos, praticamente todos os
peptideos encontrados nos SPZ do ejaculado apre-
sentaram associagao com taxas (iguais ou abaixo de
20%) consideradas baixas e dentro da normalidade
espermatica(Silvaetal., 1993). No entanto, convém
observar adistribuicéo dos peptideos em relacéo as
taxas de DEFMEN, que foi a mesma da observada
nos SPZEP. Como houve diminuic¢do nataxadestes
defeitos apos a liberacao dos SPZEP no ejaculado,
seria possivel que estes peptideos tenham relagéo
com as baixas taxa de DEFMEN, uma vez que a
maioria ficou distribuida abaixo de 10%. Isto se
deve, provavel mente, ao fato de que, mesmo tendo
estes peptideos origem epididimaria, se expressam
no ejaculado. Segundo Gagnon & Sullivan (1999),
0s componentes que induzem amotilidade progres-
siva dos espermatozdides sdo proteinas "processa-
das, expressadas e liberadas pelas células
epididimais’.

O peptideo de massa molecular de 10,6 kDafoi
encontrado nas amostras de SPZEJ com integridade
acrossdmica proxima a 60%. Esta relagdo entre o
acrossbma e compostos protéicos foi, também, encon-
trada por Marques et a. (2000), embora a massa
molecular identificadapor estesautoresfoi de 15,7 kDa.

Conclusdes

Os espermatozoides do epididimo apresentaram
taxasdemotilidade progressivamenoresededefeitos
menores e totais maiores gue a dos espermatozoéides
do ejaculado. As diferencas foram significativas.

Alguns peptideos foram identificados somente
nos espermatozéides do epididimo e alguns somente
nos do ejacul ado.

Pela comparacdo das medias dos parémetros
espermati cosestudados, houveindicagdo de possivel
associacdo entre estes e alguns dos peptideos, tanto
dosespermatoz6i desdo epididimo quanto ejacul ado.

Os peptideos identificados pelo método
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MALDI/TOF para espectrometria de massa, nos
espermatozoides do epididimo e gjaculado de bovi-
nos, foram relatados pela primeira vez no pais.
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