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Resumo. A avaliacéo do perfil bioquimico de proteinas do sémen abriu novas fronteiras a
partir da década de 90 na busca por marcadores associados ao potencial reprodutivo de
touros. Esta revisdo de literatura apresenta os fundamentos fisiol6gicos e bioquimicos
basicos dos mecanismos de atuacdo das proteinas do sémen e como afetam eficiéncia da
criopreservacdo de gametas e fecundacdo em reprodutores bovinos. Apresentam-se 0s
achados dos ultimos 50 anos de pesquisas na area, bem quanto as atuais limitacdes,
aplicagdes e perspectivas futuras, tanto para racas europeias, quanto zebuinas. Destaca-se
0 potencial como biomarcadores reprodutivos das chamadas proteinas ligadas aos
espermatozoides (Binder of SPerm proteins — BSP), que se referem a um amplo grupo de
proteinas que se ligam aos espermatozoides no momento da ejaculagdo, promovendo o0
inicio da capacitacdo, principalmente na presenca de heparina. Também séo descritos 0s
resultados das principais pesquisas que buscaram pelas associacGes entre proteinas do
sémen com fertilidade e sucesso na criopreservacdo. Nas conclusfes sdo apresentadas
algumas das aplicacGes, impactos e perspectivas futuras para as pesquisas da area.
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Reproductive biomarkers in bull semen proteome

Abstract. The semen protein biochemical evaluations profile opened new frontiers from
the 90s in the research about reproductive markers associated with bulls potential. This
literature review presents the basic physiological and biochemical foundations of semen
protein mechanisms and how they affect gamete cryopreservation efficiency and
fecundation in bulls. We present the findings of the last 50 years of research in the area, as
well as the current limitations, applications and future prospects for both European and
Zebu breeds. We highlighted the potential as reproductive biomarkers of the Binder of
SPerm proteins (BSP), which refer to a broad group of proteins that bind to sperm at the
time of ejaculation, promotes sperm capacitation, especially in heparin presence. The
results of the main researches that searched for associations between semen proteins with
fertility and success in cryopreservation are also discussed. The conclusions present some
of the applications, impacts and future perspectives for researches in this area.

Keywords: Andrology, bulls, fertility, reproductive performance, sperm, proteins, HPB, BSP

Biomarcadores reproductivos en el proteoma del semen de toro

Resumen. La evaluacion del perfil bioquimico de la proteina del semen abrié nuevas
fronteras a partir de los afios 90 en la busqueda de marcadores asociados con el potencial
reproductivo de los toros. Esta revision de la literatura presenta los fundamentos
fisioldgicos y bioquimicos de los mecanismos de la proteina del semen y como afectan la
eficiencia de la criopreservacion de los gametos y la fecundacion en los reproductores

PUBVET v.13, n.10, a422, p.1-12, Out., 2019


https://doi.org/10.31533/pubvet.v13n10a422.1-12
http://www.pubvet.com.br/
mailto:salvador@cecierj.edu.br

Salvador & Salvador 2

bovinos. Presentamos los resultados de los Gltimos 50 afios de investigacion en el area, asi
como las limitaciones actuales, las aplicaciones y las perspectivas futuras para las razas
europeas y cebd. Destacamos el potencial como biomarcadores reproductivos de las
Ilamadas proteinas Binder of SPerm (BSP), que se refieren a un amplio grupo de proteinas
gue se unen a los espermatozoides en el momento de la eyaculacion, promoviendo el inicio
de la capacitacion, principalmente en presencia de heparina También se describen los
resultados de las principales investigaciones que buscaron asociaciones entre las proteinas
del semen con la fertilidad y el éxito en la criopreservacion. Las conclusiones presentan
algunas de las aplicaciones, impactos y perspectivas futuras para la investigacion en el area.

Palabras clave: Toros, andrologia, fertilidad, rendimiento reproductivo, semen, proteinas, HPB, BSP
Introducéo

Exames complementares envolvendo marcadores bioquimicos, avaliagdo da qualidade espermatica
e capacidade de fecundagdo, tem amplo potencial de fornecer melhores subsidios para selecdo de touros
de 6timo desempenho reprodutivo, além de poderem atuar como marcadores genéticos para alta
fertilidade em touros. Neste contexto, a avaliacdo do perfil bioquimico de proteinas do sémen abriu
novas fronteiras na busca por biomarcadores associados ao potencial reprodutivo (Ax et al., 2002; Druart
& Graaf, 2018; Rodriguez-Martinez et al., 2011). Diferengas marcantes séo relatadas entre touros com
0 mesmo padrdo androlégico e qualidade espermética, tanto para fertilidade a campo, quanto para
eficiéncia nos processos de congelacdo de sémen e de fecundacdo “in vitro” (Feliciano Silva, 1998;
(Bellin et al., 1998; Camargo et al., 2002; Ollero et al., 1998; Sprott et al., 2000). Estes estudos trazem
a tona a necessidade de uma melhor compreensdo de todos os fatores que interferem na fertilidade de
touros quanto a capacidade fecundante do espermatozoide, sendo necessario um maior direcionamento
das pesquisas neste sentido.

A selecdo androldgica baseada apenas nos exames androldgicos de rotina de qualidade espermatica
e biometria testicular serve como critério preliminar para a escolha de reprodutores bovinos, eliminando
aqueles de baixa fertilidade. Essas avalia¢cBes androlégicas micro ou macroscopicas sem ddvida sdo
6timos indicadores da qualidade espermatica de um reprodutor, eliminando e descartando situagdes
patologicas, bem como identificando os animais com padrfes regulares ou 6timos de producdo
espermatica viavel a fecundacdo. Entretanto, as mesmas por si s6 raramente sdo capazes de diferenciar
touros de médio o alto potencial de fertilidade (Garner, 1997). Ressalta-se, entretanto, que a selecao
andrologica preliminar jamais podera ser substituida ou eliminada do processo de escolha e sele¢do de
touros de alta fertilidade, uma vez que os exames androldgicos de rotina sdo passos essenciais para
qualquer outro exame complementar de predicdo da fertilidade em bovinos. Entretanto, visando a
identificacdo de touros de alta fertilidade torna-se necessario, a aplicagdo de técnicas mais sofisticadas
relacionadas a qualidade funcional do espermatozoide e aos mecanismos fisioldgicos envolvidos na
fertilizacdo e aos processos bioquimicos da fertilidade (Blottner et al., 1990). Apesar de ndo totalmente
elucidados todos os seus mecanismos de atuagao, é certo que as proteinas do plasma seminal tém amplo
panorama de acdo fisioldgica e bioquimica no sémen de mamiferos, e possuem parcela significante de
responsabilidade sobre o sucesso de fertilidade de touros (Druart & Graaf, 2018; Rodriguez-Martinez et
al., 2011). Por esse motivo apresentamos aqui uma revisao de literatura com objetivo de relatar o atual
estado das pesquisas na busca de proteinas seminais como biomarcadores da reprodugéo de touros.

Capacitagdo espermatica, reacéo acrossémica e fecundagao

Embora o reprodutor ejacule bilhdes de espermatozoides no trato reprodutivo feminino, apenas um
total de 1.000 a 10.000 chega até o istimo e apenas 10 a 100 destes estardo na ampola apds quatro a doze
horas da ejaculagdo. Isto é resultante de um movimento controlado na juncdo Utero tubérica, o qual
regula o nimero de espermatozoides no local da fertilizacdo, além de garantir um reservatorio para 0s
mesmos (Hafez & Hafez, 2004; Kopf, 1999). Os espermatozoides, quando presentes na ampola, tornam-
se hiperativos aumentando a probabilidade de encontrar o dvulo. Apesar da heterogeneidade na
populagdo de espermatozoides, todos os espermatozoides vivos encontrados na ampola sdo capacitados
e se tornam habeis para a fertilizacdo do 6vulo. Isto sugere que a selecdo de um pequeno ndmero de
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espermatozoides capacitados, que chega até a ampola, ocorre ao longo do trato reprodutivo feminino,
mediante varios processos especificos (Yanagimachi, 1988). Dentro deste contexto sabe-se também que
a fertilizacdo em mamiferos envolve a interacdo entre o espermatozoide e a matriz extracelular do 6vulo
(zona pellcida). O resultado desta interacdo é dependente do estddio final de maturagcdo do
espermatozoide. A maturagdo € um processo com varios passos, incluido a capacitacdo espermatica e a
reacdo acrossdmica (Yanagimachi, 1988).

A capacitagdo € o processo no qual o espermatozoide passa por uma série de mudangas metabolicas
e bioquimicas, no trato reprodutivo da fémea, as quais induzem a reagdo acrossémica. Em condigdes
naturais, este processo parece ocorrer na juncdo Utero tubéarica, levando menor ou maior tempo,
dependendo da espécie, mas sempre como um pré-requisito para a fecundacdo (Hafez & Hafez, 2004;
Kopf, 1999). Quando o processo de capacitagdo é ativado, € um processo sem volta, ou seja, 0
espermatozoide que iniciou capacitacdo ndo pode parar mais a sequéncia de eventos que vai culminar
na reacdo acrossémica, como estagio final para penetracdo e fecundacdo. Isso leva a crer que existe a
necessidade de mecanismos que impegam a capacitacdo espermatica precoce, ou seja, que ela ocorra
muito antes da interacdo entre espermatozoide e odcito. Esses mecanismos estdo ligados a mudangas
bioquimicas que envolvem o plasma seminal (Rickard et al., 2019; Suarez, 2016). Em bovinos a reacdo
acrossdmica ocorre somente em espermatozoides capacitados (Florman & First, 1988). Deste modo,
pode-se dizer que a capacitagdo € um ato regulatério da reacdo acrossomica induzida pelas
glicoproteinas da matriz extracelular (Wassarman, 1988). Todas essas mudangas permitem a progressao
dos trés principais passos da fertilizacdo, que sdo a hiperativacdo espermatica, o reconhecimento
especifico entre espermatozoide e a zona pellcida e a fusdo dos gametas.

Os proteoglicanos, assim como outros componentes da matriz extracelular, influenciam a adeséo,
motilidade, proliferacdo, crescimento e diferenciacdo de muitas células (Ratner et al., 1985). Os
proteoglicanos da matriz extracelular t8m como parte central os glicosaminoglicanos (GAGS)
envolvidos também na fertilizagdo na maioria das espécies. Em bovinos os GAGs, e em especial a
heparina do oviduto, promovem a capacitacdo do espermatozoide do touro (Ax & Lenz, 1987; Parrish
et al., 1988). No trato reprodutivo feminino, a capacitacdo espermatica ocorre sempre diante de altas
concentracdes de GAGs do fluido folicular ovariano ou de outras fontes (Parrish et al., 1989). A ligacdo
da heparina ao espermatozoide € saturavel (receptor com pontos de ligagdo), reversivel e dependente do
pH, temperatura e nivel de Ca2+. A concentracdo de heparina necesséria para a capacitacéo € semelhante
ao requerido para saturar os pontos de ligacdo (Handrow et al., 1984; Miller et al., 1990).

A capacitacdo do espermatozoide bovino estimulado pelos GAGs necessita da maturagdo induzida
pelo plasma seminal (Florman & First, 1988; Lee et al., 1985), visto que o0 plasma seminal aumenta 0s
locais de ligagdo da heparina no espermatozoide epididimario (Lee et al., 1985), além de possuir
proteinas ligadoras de heparina (HPB) (Miller et al., 1990). Esse ndo parece ser o nico mecanismo de
ativacdo da capacitacdo espermatica, porém é com certeza um deles, sendo um dos mais importantes. A
inducdo artificial da reacdo acrossdmica tem como principais indutores descritos a heparina,
lisofosfatidilcolina (LPC) e inonéforo de calcio (Assumpcao et al., 2002; Kitiyanant et al., 2002; Parrish
etal., 1988).

Nos processos de fecundagdo “in vitro” (FIV), ou seja, técnicas de maturacdo e fecundagdo dos
odcitos e cultivo embrionério, os resultados de desempenho entre touros de qualidade espermaticas
aparentemente iguais, indicam alta variabilidade (Blottner et al., 1990; Camargo et al., 2002). Estes
resultados tém mostrado a possibilidade da aplica¢do das técnicas de fertilizagdo “in vitro”, para a
predicdo da fertilidade dos touros (Fazeli et al., 1993; Lonergan, 1994; Rodriguez-Martinez et al., 1997).

Proteinas do plasma seminal e membrana espermatica

Alguns estudos classicos na década de 90 (Bellin et al., 1994; Killian et al., 1993; Manjunath et al.,
1994) demostraram a existéncia de proteinas do plasma seminal que sdo fundamentais para 0s processos
biol6gicos da fecundacdo. Neste contexto, a avaliacao do perfil de proteinas ligadas aos espermatozoides
(Binder of SPerm proteins — BSP), em especial as com afinidade a heparina (HBP) do sémen de touros
tém aberto novas fronteiras como avaliagGes reprodutivas complementares (Ax et al., 2002). Depois de
mais de 30 anos de pesquisas correlacionando o perfil proteico do sémen com a fertilidade de touros e
sucesso no congelamento do sémen, com resultados iniciais vislumbrou-se um amplo horizonte de
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utilizacdo de tais proteinas como testes complementares aos exames de rotina e até mesmo como
potenciais marcadores genéticos para alta fertilidade e congelamento do sémen (Bellin et al., 1998;
Jobim et al., 2004; Ollero et al., 1998). No entanto, para um melhor detalhamento dos processos
biogquimicos e fisioldgicos envolvidos com preparacdo do espermatozoide para fecundagdo sabe-se que
existe um longo caminho a percorrer, com diversos mecanismos ainda nao elucidados (Druart & Graaf,
2018; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Sutovsky et al., 2019).

As proteinas do sémen nos animais domésticos podem ser de origem testicular, epididiméaria ou
produzidas pelas sexuais acessorias, podendo permanecer no fluido seminal ou ainda se ligarem a
membrana espermaética durante a ejaculacdo com atividades bioldgicas diversas relacionadas a
fecundacdo. Varios pontos precisam ser considerados antes das analises descritivas de proteinas e
enzimas do plasma seminal, uma vez que fatores fisicos externos e clinicos do animal podem alterar
completamente a composicdo proteica do sémen. A centrifugacdo pode provocar a passagem de
proteinas do meio intracelular para o extracelular, provocando erros das analises. J& os distdrbios
clinicos das glandulas acessorias levam ao aumento de constituintes nitrogenados nao proteicos.

O tempo de estocagem do sémen a 37° C, também pode mudar completamente o perfil proteico,
permitindo a acdo proteolitica que quebra varias proteinas em suas subunidades. Sem controle destes
fatores pode haver conclusfes erradas da determinacdo quantitativa e eletroforética das proteinas do
sémen (Mann & Mann, 1981). Os principais grupos de proteinas no sémen relatados por Mann & Mann
(1981) para a maioria das espécies, foram as proteinas ligadas ao célcio, proteinas ligadas ao zinco,
lactoferinas, transferinas, horménios protéicos, enzimas proteoliticas e lipoliticas, nucleases,
nucleotidases, nucleosidades, fosfatases, glicosidases, sulfidril oxidases e glicoproteinas, além de outros
peptideos, aminoacidos e bases nitrogenadas. As proteinas e glicoproteinas de origem testicular sdo na
sua maioria reabsorvidas durante o trajeto epididimario, desaparecendo ap6s a passagem pela cauda do
epididimo, ndo sendo registradas em grandes quantidades no plasma seminal. Um exemplo disto é o
caso das proteinas clusterina e transferina que sdo achadas no fluido da “rete testis”; porém, sdo
reabsorvidas no epididimo (Gatti et al., 2004). De forma geral, existem mais de 50 proteinas secretadas
no epididimo, identificadas em 15 espécies estudadas, sendo aproximadamente 20 por espécie, com
varias delas encontradas em mais de uma espécie. Os principais grupos de proteinas encontrados sao as
proteinas ligadas a pequenas moléculas hidrofébicas, proteinas ligadas a lipidios, proteinas ligadas ao
ferro, glicosidases, enzimas antioxidantes, proteases e inibidores de proteases, clusterinas, dentre outras
de funcéo desconhecida (Dacheux & Dacheux, 2002).

Em bovinos, as principais proteinas epididimarias relatadas foram a “proteina tranportadora de
colesterol” (CTP) (27kDa), a clusterina (66-77,32-41 kDa), a prostaglandina D-sintetase (35 kDa), a
mannosidase (135kDa), a hexosaminidase (64 kDa) e a Galactosidase (63 kDa), sendo que somente estas
representam 80 a 90% do total de proteinas secretadas no epididimo (Dacheux & Dacheux, 2002; Gatti
et al.,, 2004). Outras importantes fontes de proteinas para o plasma seminal sdo 0s 6rgdos sexuais
acessorios. No touro a vesicula seminal é o 6rgao sexual acessério mais ativo, produzindo a maior parte
do plasma seminal ejaculado (Maxwell et al., 2007). Uma importante proteina do plasma seminal
secretada pelas glandulas vesiculares é a “Proteina acida do plasma seminal” (aSFP) (Einspanier et al.,
1991). Dentre as suas atividades bioldgicas estdo a atuagdo como fator decapacitante, a preservagéo da
integridade acrossdmica e a regulacdao da motilidade espermatica e mitocondrial.

Sabe-se que proteinas do plasma seminal se prendem a membrana espermatica, facilitando a ligacéo
com a heparina e outros GAGs, estimulando assim a capacitagdo do espermatozoide. O papel regulatério
das proteinas ligadoras de heparina (HBP) sobre a capacitacdo do espermatozoide bovino foi
evidenciado por Miller et al. (1990). Os autores, usando a técnica “Western Bloting”, confirmaram a
afinidade pela heparina e a ligagdo com o espermatozdide epididiméario das proteinas do sémen de 14-
18, 24 e 31 kDa. Posteriormente, seguindo a mesma linha de pesquisa, Bellin et al. (1994) avaliaram o
perfil de proteinas com afinidade a heparina do sémen de touros em algumas racas de corte. Os touros
foram examinados em funcdo da presenca ou auséncia de HBPs na membrana espermaética e fluido
seminal. As amostras foram analisadas somente pela afinidade a heparina em cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), com cinco picos de proteinas detectados. Ja Bellin et al. (1998) propuseram
em um levantamento de identificacdo das proteinas com afinidade a heparina (Tabela 1), feito em 2191
touros considerados aptos a reproducdo, um modelo com formacdo de quatro categorias com as
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seguintes frequéncias encontradas: Grupo A: Proteinas com peso molecular de 21,5, 24 e 30 kDa (FAA);
Grupo B: Proteinas com peso molecular de 21,5 e 30 kDa (FAA); Grupo C: Proteinas com peso
molecular de 21,5 kDa; Grupo D: Sem nenhuma destas proteinas.

Tabela 1. Levantamento do perfil de antigeno associado a fertilidade (FAA) em touros de diversas ragas bovinas

Touros em cada tipo de perfil FAA, %

Racas NUmero de rebanhos Numero de touros

A B C D
Angus 3 141 33 55 6 6
Brahman 2 73 45 48 7 0
Brangus 3 88 56 35 9 0
Braunvieh 1 14 57 36 0 7
Charolés 4 148 55 34 8 2
Gelbvieh 1 10 100 0 0 0
Hereford 3 393 61 38 1 0
Holstein 3 36 67 33 0 0
Red Angus 1 69 62 26 7 4
Santa Cruz 1 258 47 39 6 8
Santa Gertrudis 1 235 57 23 6 15
Santa Gertrudis 7 133 45 45 6 4
Simental 1 103 5 46 36 14
Simental 1 18 72 11 6 11
Cruzados 7 142 78 13 4 6
Cruzados 5 357 37 50 12
Total 44 2191 50 38 7

Fonte: Bellin et al. (1998).

No mesmo estudo, Bellin et al. (1998) citam a HBP de 30-31 kDa, como uma das de maior
importancia como marcador bioquimico para fertilidade, sendo denominada “antigeno associado a
fertilidade” (FAA), descrita mais tarde por McCauley et al. (1999) como proteinas semelhante a Dnase
I — humana, presente no plasma seminal e aderida a membrana espermética. As proteinas HBP
encontradas ligadas a membrana espermaética sdo parte do grupo de proteinas denominadas Binder of
SPerm proteins (BSP), que séo proteinas que ligam aos espermatozoides no momento da ejaculacdo
promovendo o inicio da capacitacdo, principalmente na presenca de Heparina. Entretanto, as FAA
descritas por Bellin et al. (1994) pode ser considerado um biomarcador mais especifico dentre as BSPs.

Killian et al. (1993) avaliaram o perfil eletroforético uni- e bi- dimensional de proteinas do plasma
seminal de bovinos, registrando quatro proteinas importantes associadas a fertilidade (55 kDa e 4,8pl;
26 kDa e 6,4pl; 16 kDa e 4,1pl; 16 kDa e 6,7pl). Em pesquisas posteriores estas proteinas foram isoladas
e submetidas ao sequenciamento N-terminal de aminoacidos. A proteina para alta fertilidade de 55 kDa
e 4,8 pl foi 86% homologa ao precursor da osteopontina — K (Cancel et al., 1997). Ja Gerena et al.
(1998), estudando a proteina de 26 kDa e 6,4PI, descrita por Killian et al. (1993) mostraram que ela é
75% idéntica e 100% homologa ao tipo lipocalin prostaglandina-D-sintetase (PGDS), uma das proteinas
mais prevalentes nos touros de alta fertilidade.

E interessante também citar que Killian et al. (1999) concluiram que possivelmente as duas proteinas
com maior prevaléncia nos touros de baixa fertilidade (16 kDa com 4,1 pl e 16 kDa com 6,7 pl), possam
estar associadas com o Micoplasma genitalium, um microrganismo normalmente presente na genitalia
do macho. Ou seja, em analisando o perfil proteico do sémen de touros é importante estar atendo aos
fatores ndo enddgenos que podem afetar o resultado.

Visando também elucidar o papel do plasma seminal sobre a fertilidade, Manjunatha & Srinivasan
(2006) caracterizaram e purificaram a familia de proteinas designadas coletivamente de proteinas do
plasma seminal bovino - BSP: BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 (com peso molecular variando de 15 a 16,5
kDa) e BSP- 30 kDa (com peso molecular entre 28-30 kDa). Essas proteinas sdo secretadas pelas
glandulas vesiculares, agrega-se a superficie do espermatozoide ap6s a ejaculacdo ligando-se a
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apolipoproteinas (apoA-1), bem como a apoA-1 associada com lipoproteinas de alta densidade (HDL),
calmodulin e heparina (Manjunath et al., 1994). As proteinas BSP também se ligam aos fosfolipides
colina, que compreendem os principais lipidios da membrana espermatica, 0 que sugere que estes
lipidios podem ser pontos de ligacdo das proteinas BSP com a membrana espermaética (Desnoyers &
Manjunath, 1992).

Os seguintes mecanismos tedricos sdo propostos diante das pesquisas descritas (Manjunath et al.,
1994). Primeiro, ap6s a ejaculagdo, as proteinas BSP cobrem a superficie do espermatozoide,
interagindo com os fosfolipides que contém fosforilcolina no grupo da cabeca. Isso talvez promova a
decapacitacdo espermatica, prevenindo a reacdo acrossdmica prematura, até este espermatozoide
adentrar o trato reprodutivo feminino e se encontrar com os HDLs ou com a heparina. Em um segundo
passo, 0s HDLs acomodam as proteinas BSP ligadas a membrana espermatica. No terceiro momento,
as proteinas BSP sequestram o colesterol e alguns fosfolipides. A perda de lipideos pode resultar em
alteracBes da permeabilidade da membrana espermaética e entrada do calcio para ativacdo da fosfolipase
A2. Esta converte fosfolipides em lisofosfolipides, que desestabilizam a membrana para posterior fusao.
Diante dessas possibilidades as proteinas BSP, ndo teriam somente funcéo decapacitante, mas poderiam
eventualmente promover a capacitacdo do espermatozoide. Em pesquisas posteriores 0s autores
concluiram que a mediacdo da capacitacdo espermatica pode ser modulada tanto pela ligagdo com a
heparina (Therien et al., 1995), como pelas lipoproteinas de alta densidade (Therien et al., 1997) na
presenca da proteina BSP, mas promovidas por diferentes mecanismos (Lane et al., 1999).

Marques et al. (2000) analisando o perfil eletroforético da membrana de espermatozoides de touros
de ragas zebuinas e europeias, observaram diferencas quantitativas em oito individuos analisados. Em
quatro touros houve variagoes de intensidade de proteinas de baixo peso molecular de 14 a 21 kDa, com
prevaléncia das bandas 16 e 18 kDa. Trés touros apresentaram menor intensidade da banda de 30 kDa,
e um da banda 32 kDa. J& outros dois touros apresentaram maior intensidade das bandas 45 e 40 kDa,
respectivamente. Os autores ressaltam a possibilidade da auséncia de certas proteinas devido a sua
incapacidade de ligagdo na membrana ou a sitios de ligacdo saturados, apés a passagem do
espermatozoide pelo epididimo.

Roncoletta (1999) registrou grande variagdo na concentracado total de proteinas do plasma seminal
de touros, variando de 10 a 111 mg/ml. Na comparagdo entre Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, 0s
zebuinos apresentaram, em média, 20% a mais de proteinas totais. A alta variabilidade na concentracdo
de proteinas do plasma seminal de touros Nelore foi relatada também por Assuncao et al. (2003) que
registraram média de 13,5 mg/ml, com variagdo de 1,51 a 33 mg/ml. Mann & Mann (1981) também
relataram alta variabilidade de proteinas totais no homem e em vérias espécies de animais domésticos.
Para touros Nelore, Fernandes et al. (2009) identificaram oito bandas de proteinas HPB em touros Nelore
variando entre 15 e 63kDa. Duas proteinas com 22 e 25kDa foram similares as descritas em touros Bos
taurus taurus. Outras proteinas identificadas com 39, 53, 58 e 63kDa ainda ndo foram descritas e
possivelmente sejam especificas para Bos taurus indicus. Analises mais completas do proteoma de
touros Bos taurus indicus foram publicadas por Rego et al. (2014) para touros Brahman e por
Assumpcao et al. (2002) para touros Nelore, utilizando espectrometria de massa (MALDI-ToF) e gel de
eletroforese bidimensional para identificar diversos marcadores descritos na literatura para sémen de
mamiferos que agem ativamente nos processo de maturacgdo, protecao, capacitacdo e fertilizacao.

Associagdo de proteinas do sémen com fertilidade e sucesso na criopreservacgéo

Com relagdo as associa¢des de “pools” especificos de proteinas do sémen com a fertilidade e
congelacdo do sémen, varias pesquisas tanto de proteinas do plasma seminal quanto de proteinas
aderidas a membrana espermatica tém sido conduzidas, com resultados as vezes conflitantes. Miller et
al. (1990) buscando avaliar o papel das proteinas do sémen de 14-18, 24 e 31 kDa com afinidade a
heparina sobre fertilidade, obtiveram dados contraditérios, uma vez que as proteinas isoladas foram
ineficientes para estimular amembrana espermatica e aumentar a reacao acrossomica induzida. Todavia,
Bellin et al. (1994) procuraram determinar a relacdo entre o grupo das HPB com a fertilidade de touros
de corte das ragas Red Angus, Santa Gertrudis e Gelbvieh. As proteinas foram identificadas por
cromatografia (HPLC), em coluna com afinidade a heparina, sendo que nos lotes com a fertilidade
testada, a diferenca foi de até 17% para os touros com HPB na membrana espermatica e ndo detectaveis
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no fluido seminal. Posteriormente, Bellin et al. (1998) demonstraram que a identificagdo das proteinas
no sémen de touros, principalmente a de 31 kDa com afinidade a heparina, denominada “antigeno
associado a fertilidade” (FAA), juntamente com as de 24 e 21,5 kDa, podem ser usadas como
indicadores para alta fertilidade. Em testes de campo, agrupando touros pela presenca de FAA, na razéo
touro:vaca de 1:25, os autores demonstraram até nove pontos percentuais de diferenca na taxa de
fertilidade entre os grupos. Na mesma linha de trabalhos, Sprott et al. (2000) avaliaram
comparativamente a taxa de prenhez ao primeiro servico em fémeas inseminadas com sémen de touros
com e sem a FAA (31 kDa) na membrana espermatica. Em fémeas com estro espontdneo ou
sincronizado, foi registrada diferenca em torno de 16% a favor dos touros FAA positivos. Ao investigar
pela primeira vez a influéncia de FAA sobre 0 sucesso na criopreservacao do sémen, Pande et al. (2019)
mostraram que a presenca de FAA na membrana esta relacionado a um maior potencial de protecéo
contra o stress oxidativo, aumentando o potencial de acrossomas intactos vivos com boa funcéo
mitocondrial.

Diante da sugestao da influéncia do plasma seminal na fertilidade do macho em vérias espécies e
diferencas encontradas na fertilidade individual de touros de rebanhos leiteiros, Killian et al. (1993) se
propuseram a analisar as proteinas do plasma seminal de 35 touros Holandeses. Os touros foram
agrupados de acordo com a fertilidade alcancada pelos mesmos em inseminacao artificial. O modelo de
regressao das densitometrias das bandas de peso molecular, das quatro proteinas identificadas foi linear
(R2 =0,89). Foram registradas duas proteinas (55 kDa e 4,8pl; 26 kDa e 6,4pl) como as mais prevalentes
entre os touros de alta fertilidade e duas outras (16 kDa e 4,1pl; 16 kDa e 6,7pl) predominantes em
touros de baixa fertilidade. Alguns resultados mostram também que a predicao da fertilidade pela analise
das proteinas do sémen poderia ser feita em touros jovens. Usando um modelo multiplo de regressédo
linear, Killian et al. (1999) observaram correlacdo de 0,75 entre touros jovens e adultos e de 0,90 quando
comparando touros de seis a doze meses de idade.

Chacur et al. (2003) nédo relataram associacdo de proteinas totais (PT) do sémen com outros
pardmetros androldgicos (Motilidade e defeitos espermaticos), porém citam algumas associacfes do
quadro espermatico com proteinas de 66, 55, 36 e 16 kDa. O mesmo para Assuncdo et al. (2003) que
ndo registraram associac¢des das proteinas do sémen de bovinos com a fertilidade, mostrando que mesmo
havendo alta variabilidade entre touros quanto ao total de proteinas no sémen, sdo necessarios exames
detalhados sobre quais seriam essas proteinas para sua utilizagdo como biomarcadores reprodutivos.

Marques et al. (2000) relataram uma proteina da membrana de 15,7 kDa que apresentou correlacdo
significativa (0,71) com a RAIl e que poderia atuar como marcador para fertilidade em bovinos.
Trabalhando com eletroforese bidimensional, Roncoletta (2003) relataram oito possiveis proteinas do
plasma seminal e seis da membrana espermatica que garantiriam a predi¢do da fertilidade, podendo atuar
como possiveis marcadores bioquimicos. A predicdo de congelamento do sémen foi garantida por
apenas duas proteinas do plasma seminal (18,2 kDa e pl 5,3; 17,9 kDa e pl 4,8), diferentes das proteinas
associadas a fertilidade.

Apesar da expectativa promissora da identificacdo das FAA em ragas taurinas e zebuinas, Dalton et
al. (2012) nédo lograram éxito quando compararam as taxas de fertilidade de touros Nelores negativos e
positivos para FAA quando os touros foram testados a campo com inseminagdo de tempo fixo. O
trabalho levantou davidas quanto a utilizacdo de kits comerciais para identificacdo desses antigenos,
visando a selecdo de touros Nelores de alto potencial fecundante.

Roncoletta (1999), estudando o perfil eletroforético das proteinas presentes no plasma seminal e na
membrana do espermatozoide de touros zebuinos e europeus doadores de sémen, observou que as
bandas 45, 24 e 10,8 kDa apresentaram valores de densitometria significativamente maiores nos grupos
de alta e média congelagdo; enquanto que, a proteina de 14,4 kDa apresentou maior valor nos de média
e baixa. O autor também mostrou resultados de densitometria significativamente diferentes para as
bandas 95, 58, 54, 45 e 36 kDa entre os diferentes grupos. O resultado foi depois confirmado por
Roncoletta et al. (2013) que demonstram desempenhos estatisticamente diferentes no congelamento do
sémen na comparagdo de alguns “spots” proteicos. Jobim et al. (2004) trabalhando também com
eletroforese bidimensional, relataram que quatro proteinas foram superiores no plasma seminal de touros
com alto padrdo de congelamento do sémen, sendo uma delas (16 kDa e pl 4,7-5,2) descritas
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inicialmente por Manjunath & Sairam (1987) como a BSP A1/A2. As outras proteinas foram de 11-12
kDa e pl 4,8-4,9 identificada como aSFP, de 13-14 kDa e pl 4,0-4,5, e a de 20-22 kDa e pl 4,8-5,2
identificada como Clusterina. Contradizendo alguns dos trabalhos acima consultados, Roncoletta (2003)
demonstrou que a osteopontina, a prostaglandina D-sintetase e a proteina BSP-A1/A2 ndo se
apresentaram como potenciais marcadores bioguimicos para fertilidade ou congelabilidade do sémen a
partir da eletroforese bidimensional, relatando que somente a aSFP demonstrou potencial como
marcador bioguimico para alto desempenho em fertilidade. J4 a BSP-A3 (15kDa e pl 4,8-5,2) demostrou
ser um potencial marcador para baixa fertilidade e congelamento. Na avaliacdo do perfil proteico de
touros Nelore adultos as proteinas BSP-A3 e aSFP identificadas nas amostras mostraram grande
potencial de predicao da fertilidade dos reprodutores (Roncoletta et al., 2006). A aSFP foi 8,5 maior em
touros com perfil de alta fertilidade e a BSP A3 foi 2,5 vezes maior. Os autores relatam que é claro o
potencial das avaliacGes eletroforéticas de proteinas da membrana espermaética na predicdo de touros
Nelore de alta fertilidade. Em uma avaliacdo ampla dos perfis cromatograficos por gel filtracdo,
afinidade a heparina e eletroforéticos de proteinas do plasma seminal e aderida a membrana espermaética
de touros jovens da raca Nelore, Salvador (2005) ndo obteve associacdo do perfil proteico com
pardmetros androldgicos e congelacdo do sémen apesar de identificarem vérias das proteinas
importantes ja descritas na literatura. Nao foram observadas associacdes entre as avaliacfes de proteinas
do plasma seminal e aderidas a membrana. Entretanto, os autores concluem que alguns picos
cromatograficos e proteinas identificadas (14, 18, 21 e 29, 56 kDa) foram eficazes na predicdo das taxas
de reacdo acrossdmica induzida, podendo atuar como marcadores bioquimicos para selecdo de touros
zebuinos visando alta fertilidade. No estudo houve a identificacdo de proteinas 28-29 kDa nos picos de
maior afinidade das proteinas do plasma seminal e aderidas @ membrana, que seriam as mesmas FAA
descritas por Bellin et al. (1998). Da mesma forma, Magalhaes Janior et al. (2016) localizaram mais de
duas formas de “Binder of SPerm 1 (BSP1)” em touros zebuinos adultos, e mostraram que nem todos
0s animais tinham a mesma abundancia de BSP1 no plasma seminal. O trabalho também mostrou que
algumas BSP1 estavam associadas aos touros de alto congelamento do sémen, e outras aos de baixa
congelamento, em funcgéo das diferencas entre seus pesos moleculares.

Na literatura cientifica atual existe uma forte tendéncia na busca de marcadores fisiologicos e
bioguimicos, que atuem como coadjuvantes para selecdo de touros para alta fertilidade e congelamento
do sémen, visando maior acuracia na predicdo da fertilidade de reprodutores bovinos, tanto a campo,
quanto nos processos de FIV. Dentre estes biomarcadores, as BSP apresentam-se como possiveis testes
para marcadores de alta fertilidade e congelamento do sémen. Esse conjunto de proteinas esta envolvido
em diferentes passos do processo de fertilizag&o, talvez o principal deles a capacitacdo espermatica. Da
mesma forma, existem biomarcadores associados negativamente a fertilidade e sucesso na
criopreservacdo do sémen, como por exemplo, a ubiquitina, que pode estar associados a problemas
espermaticos, além de outros marcadores para diagndstico de touros andrologicamente normais, mas
com baixo desempenho na fecundacéo ou criopreservagdo (Kumar et al., 2012; Sutovsky et al., 2001).

Consideragdes finais e perspectivas futuras

A utilizagdo de técnicas mais sofisticadas (espectrometro de massa e sequenciamento N-terminal)
para identificacdo proteoma do touro podera fornecer subsidios importantes na comparagdo com 0s
relatos da literatura, confirmando algumas das suposi¢des levantadas durante as discuss@es. Vislumbra-
se a possibilidade futura de selecdo de touros para alta fertilidade pela identificacdo de biomarcadores
no sémen, o que pode ser viabilizado para exames de rotina com elaboracdo de kits de imuno
identificacdo para estes biomarcadores. Os novos testes e avaliagdes bioquimicas do plasma seminal
ressaltam que a capacidade de fecundacgdo espermatica é um aspecto multifatorial, ou seja, dificilmente
sera explicada ou identificada por um Unico exame, marcador biomolecular ou processo fisiologico.
Mesmo as avaliagdes do proteoma seminal ou grupo de proteinas ligadas a membrana espermatica (BSP)
devem ser considerados somente como uma parte do entendimento dos complexos mecanismos
envolvidos preparacdo do espermatozoide para fecundagdo. Cabem as futuras pesquisas da area,
aprofundar e entender cada vez mais quais sdo esses multifatores, suas relagdes e o quanto eles afetam
0s processos reprodutivos de touros. Um olhar mais amplo em relagdo aos mais de 50 anos de pesquisas
sobre o potencial fecundante dos espermatozoides, nos mostra que ainda temos um logo caminho a
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percorrer quanto ao entendimento dos complexos fatores envolvidos na preparagdo do gameta masculino
para uma fertilizacdo de sucesso.

O impacto dessas pesquisas para agropecuaria vao desde o melhoramento genético para reproducéo
de diversas espécies e racas, melhoria nas condi¢gdes de manejo e aplicacdo de biotecnologias da
reproducdo, até as possibilidades de correcdo de determinados problemas reprodutivos de animais que
estdo aparentemente saudaveis do ponto de vista reprodutivo, mas enfrentam problemas especificos para
0s processos de criopreservacao do sémen ou utilizagdo em técnicas de FIV.
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