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RESUMO

Virios estudos tém demonstrado que a proteina espermdtica de membrana SP22
(22-28 kDa) € altamente correlacionada com a fertilidade. A localizagdao desta proteina no
segmento equatorial da cabega espermdtica em vdrias espécies mamiferas, e a inibi¢do de
fertilizag@o in vivo e in vitro, obtida com a incubagdo de espermatozdides com anticorpos
anti-rSP22, sugerem sua participag¢do na interacao espermatozdide-odcito e sua importancia
para a capacidade reprodutiva masculina. Assim, os objetivos do presente estudo foram
avaliar a presenca da proteina SP22 em espermatozoéides de carneiros adultos (ragas Dorper
e Santa Inés), identificando sua localiza¢do; quantificar os niveis desta proteina mediante as
técnicas de ELISA e imunomarcacdo fluorescente utilizando anticorpo anti-rSP22; e
correlacionar os seus niveis com os parametros espermaticos de morfologia, integridade de
membrana avaliada por sondas fluorescentes (diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de
propidio), e cinética obtida por sistema computadorizado (CASA). A SP22 foi
especificamente localizada no segmento equatorial da cabeca e no colo do espermatozdéide
ovino. As técnicas de ELISA e imunomarcagao fluorescente mostraram-se eficientes para a
quantificacdo da SP22 nos espermatozdéides ovinos e altamente correlacionadas (R* =0,70).
Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) nos niveis de SP22 obtidos por estes dois
métodos entre as ragas estudadas. Para o estudo da cinética espermdtica foi realizada
andlise estatistica multivariada, considerando os valores individuais obtidos pelo sistema
CASA (1 ejaculado por carneiro, n = 3847 espermatozéides). Através da andlise de
agrupamento foi possivel estabelecer um ndmero de 3 sub-populagdes espermadticas
coexistentes no ejaculado dos carneiros. A sub-populacdo 1 foi a mais ativa e progressiva.
A subpopulagdo 3 teve movimento pouco progressivo e ndo-linear, e a sub-populacdo 2
teve um padrdo de cinética intermedidrio. Houve diferencga significativa (qui-quadrado =
824,39; grau de liberdade = 34; P < 0,0001) na distribuicdo das 3 sub-populacdes nos
carneiros. No entanto, ndo houve correlagdo significativa (P > 0,05) entre a proporcao de
cada sub-populagdo nos carneiros e os niveis de SP22 avaliados por ELISA e
imunomarcagdo fluorescente. A integridade de membrana espermadtica foi positivamente

correlacionada (R* = 0,48; P = 0,02) com a propor¢do de espermatozdides da sub-



populacdo 1 e negativamente correlacionada (R*=0,30; P = 0,02) com a sub-populacdo 3.
Porém, este parametro espermatico nao foi correlacionado (P > 0,05) com a proporcao de
espermatozdides da sub-populacdo 2. Além disso, a morfologia espermética ndo foi
correlacionada (P > 0,05) as propor¢des das trés sub-populacdes cinéticas encontradas. Os
niveis de SP22 obtidos por ELISA foram negativa e positivamente correlacionados (R* para
as 3 varidveis = 0,47) com as porcentagens de espermatozdides morfologicamente anormais
e de espermatozdides com membrana plasmética integra, respectivamente. A quantificagao
de SP22 por andlise de imunomarcagdo fluorescente ndo foi correlacionada com nenhum
dos parametros espermdticos avaliados. Estes resultados demonstraram que o estudo da
proteina SP22 em espermatozdides ovinos pode trazer importantes informagdes a respeito
da capacidade reprodutiva destes animais. Entretanto, para a validagao desta proteina como
um biomarcador de fertilidade nesta espécie sao necessarios estudos que correlacionem 0s

niveis da SP22 com as taxas de fertilidade obtidas in vivo e/ou in vitro.

Palavras-chave: Proteina SP22, espermatozodide, carneiro, andlise computadorizada do

movimento espermatico (CASA).



ABSTRACT

Several studies have shown that the SP22 sperm membrane protein (22-28 kDa) is
highly correlated with fertility. The location of this protein on the equatorial segment of the
sperm head in several mammallian species, and the inhibition of in vivo and in vitro
fertilization, obtained by the incubation of spermatozoa with anti-rSP22 antibodies, suggest
its paticipation in spermatozoon-oocyte interaction and its importance for the male
reproductive capacity. Thus, the goals of the present study were to evaluate the presence of
the SP22 protein on spermatozoa from adult rams (Dorper and Santa Inés breeds),
identifying its location; to quantify the levels of this protein by ELISA and FITC
immunostaning analysis using anti-rSP22 Ig; and to correlate its levels with sperm
parameters of morphology, membrane integrity evaluated by fluorescent probes
(carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide) and kinetics by computer-assisted
sperm analysis (CASA). The SP22 was specifically located on the equatorial segment of the
head and neck of the ram spermatozoon. The ELISA and FITC immunostaning techniques
appear to be efficient for the SP22 quantification in ovine spermatozoa and were
significantly correlated (R? = 0.70). There was no significant difference (P > 0.05) in SP22
levels assessed by these two methods between the studied breeds. For the study of the
sperm kinetics, multivariate statistical analysis was performed, considering the individual
values obtained by CASA system (1 ejaculate per ram, n = 3847 spermatozoa). Through
clustering analysis, it was possible to set up a number of 3 sperm subpopulations coexistent
within ejaculate from rams. The subpopulation 1 was the most active and progressive. The
subpopulation 3 had little progressive and non-linear movement and the subpopulation 2
had an intermediate kinetic pattern. There was significant difference (chi-square = 824.39;
degrees of freedom = 34; P < 0.0001) in the distribution of the 3 subpopulations among the
rams. However, there was no significant correlation (P > 0.05) between the proportion of
each subpopulation in the rams and the SP22 levels evaluated by ELISA and FITC
immunostaining analysis. The membrane integrity was positively correlated (R* = 0.48; P =
0.02) with the proportion of spermatozoa in subpopulation 1 and it was negatively

correlated (R? = 0.30; p = 0.02) with subpopulation 3. However, this sperm parameter was



not significantly correlated (P > 0.05) with proportion of spermatozoa in subpopulation 2.
Moreover, sperm morphology was not significantly correlated (P > 0.05) with the
proportions of the three kinematics subpopulations found within ejaculate semen. The SP22
levels obtained by ELISA were negatively and positively correlated (R* = 0.47 for 3
variable) with percentages of spermatozoa morphologically abnormal and of spermatozoa
with intact plasma membrane, respectively. The SP22 quantification by FITC
immunostaning analysis was no correlated with any of the sperm parameters. These results
showed that study of the SP22 protein in ram spermatozoa can bring important information
about the reproductive capacity of these animals. Nevertheless, studies that correlate the
SP22 levels with in vivo and/or in vitro fertility rate are necessary for validation of this

protein as a fertility biomarker in this species.

Key-words: SP22 protein, spermatozoon, ram, computer-assisted semen analysis (CASA).



1. INTRODUCAO

1.1. Ovinocultura

A ovinocultura apresenta um ciclo de crescimento mundial, que se intensificou nas
ultimas décadas, especialmente em paises em desenvolvimento, que sdo os detentores dos
maiores rebanhos (Fonseca, 2005).

O Brasil destaca-se neste cenario de crescimento, tendo um rebanho de mais de 15,5
milhdes de ovinos (IBGE, 2005), responsdvel pela producido de leite, carne, 1a e pele,
gerando renda e empregos na pecudria. As regides nordeste e sul apresentam os maiores
rebanhos, sendo esta responsavel por aproximadamente 28% e aquela por 58% do rebanho
nacional (IBGE, 2005).

A perspectiva de crescimento do rebanho nacional para 100 milhdes de animais nos
proximos 20 anos (Fonseca, 2005), decorrente da grande demanda por produtos de origem
ovina e da abertura de mercado neste setor, cria a necessidade de investimentos em
pesquisas, que contribuam para o aumento da eficiéncia reprodutiva e produtiva destes
animais e para a multiplicacdo mais eficiente de gendtipos superiores.

Duas racas ovinas deslanadas destacam-se na pecudria nacional: a Santa Inés
originada no nordeste brasileiro, como resultado de cruzamentos sucessivos das racas
Bergamacia, Morada Nova, Somalis e outros ovinos sem raga definida (ARCO, 2007) e a
Dorper, originada na Africa do Sul, do cruzamento de Blackhead Persian e Dorset Horn
(Milne, 2000).

As ragas Santa Inés e Dorper destacam-se pela prolificidade, habilidade materna e
producdo leiteira considerdvel (Barros et al., 2005) e pela 6tima qualidade de carcaga,
rapido crescimento e boa taxa de fertilidade (Cloete et al., 2000), respectivamente.

Uma das caracteristicas mais importantes das racas Dorper e Santa Inés é a
poliestria anual (ARCO, 2007), que permite que os animais sejam acasalados em qualquer
época do ano, desde que em estado nutricional adequado (Freitas e Lopes, 2001). Além
disso, estas apresentam grande resisténcia, rusticidade e facil adaptacdo a diferentes

condic¢des climaticas de regides tropicais e subtropicais, suportando manejo extensivo com



boa produtividade, sendo estes fatores importantes para a disseminagdo das ragas em todo
territério nacional, inclusive em regides semi-dridas (Cloete et al., 2000; Garcia et al., 2000;

ARCO, 2007).

1.2. A espermatogénese

Os espermatozéides de mamiferos resultam de sucessivos e complexos eventos
bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos de diferenciagdao celular, que ocorrem nos
testiculos durante o processo espermatogénico (Clermont, 1972).

A espermatogénese representa um processo continuo e elaborado de proliferacao,
desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas, composto por trés fases
distintas: mitdtica (espermatogonial ou proliferativa), meidtica e espermiogénica
(diferenciacao) (Clermont, 1972; Russel et al., 1990), que sdo especificamente reguladas
(Sharpe, 1994).

Durante a fase mitdtica, as espermatogdnias-tronco (espermatogonias tipo A isolada
- As) sofrem proliferacdo para expandir a populacdo espermatogonial, formando as
diferentes classes de espermatogonias [tipo A proliferativa (A pareada - A, e A alinhada -
Ay, tipo A diferenciada (A, Ay, Az, Ay), tipo intermedidrio e tipo B]. As espermatogOnias
em estado diferenciado se comprometem com a formacao dos espermatdcitos primarios,
diferenciando-se neste tipo celular (Russel et al., 1990).

Na fase meidtica, os espermatdcitos primdrios entram em meiose I, dando origem
aos espermatdcitos secunddrios, que passam pela meiose II transformando-se em
espermdtides. Na fase pds-meidtica, as espermatides sofrem uma série de modifica¢des
citolégicas como, condensa¢ao da cromatina, formacao do acrossomo, perda de citoplasma,
reposicionamento de mitocondrias e formagcdo do flagelo; dando origem aos
espermatozdides, células altamente organizadas e especializadas (Clermont, 1972; Russel et
al., 1990).

O gameta masculino apresenta formato especifico, que varia de acordo com a
espécie (Eddy, 2006), e € constituido pela cabeca, onde estdo localizados o nicleo (bastante

condensado e “inativo”) e o acrossomo, € pelo aparelho flagelar, responsdvel pela



motilidade espermética (Clermont, 1972; Eddy, 2006).

Em mamiferos, a duragdo total da espermatogénese baseada em 4,5 ciclos
espermatogénicos é de aproximadamente 30 a 75 dias (Sharpe, 1994). Esta duragdo estd sob
regulacdo do gendtipo das células germinativas (Franga et al., 1998), sendo geralmente
constante dentro de uma espécie (Franca et al., 2005).

A espermatogénese em ovinos consiste em ciclos de 10,6 dias e tem duracdo de 47,7
dias, sendo que 52,7% deste periodo correspondem a fase pré-meidtica, 7,2% a meidtica e
40,1% a pés-meidtica (Franca et al., 2005).

As células de Sertoli desempenham varias funcOes importantes no processo
espermatogénico. Dentre estas fungdes destacam-se a nutricio e o suporte das células
germinativas; a compartimentalizacdo dos tibulos seminiferos, através de suas juncdes
intercelulares, que criam um microambiente especifico para o desenvolvimento das células
germinativas, protegendo os tipos celulares em estdgios mais avangados de diferenciagdao
(Hess e Franca, 2005; Skinner, 2005a); a producdo e secrecdo de fluido, proteinas e fatores
de crescimento (Skinner, 2005b); e a fagocitose de células em degeneracdo ou de restos
citoplasmaticos resultantes da espermiogénese (Hess e Franga, 2005).

O processo espermatogénico € diretamente regulado pelo eixo neuroenddcrino
hipotalamico-hipofisario-gonadal. A hipoéfise, por influéncia hipotalamica, secreta dois
horménios sexuais que exercem o controle da fungdo testicular, o LH (hormonio
luteinizante) e o FSH (hormdnio foliculo-estimulante) (Russel et al., 1990). Este hormoénio
atua sobre as células de Sertoli, estimulando suas func¢des sobre a espermatogénese, ¢
aquele sobre as células de Leydig, estimulando a producao de andrégenos, principalmente a
testosterona (Christensen e Mason, 1965; Lipsett, 1976).

Em ratos, o FSH apresenta atuacdo especifica sobre o estdgio inicial de
desenvolvimento espermatogonial (Meachem et al., 1999), enquanto a testosterona regula a
espermiogénese (Kerr et al., 1992). Estes hormonios atuam em cooperacdo nos demais
estdgios da espermatogénese, estimulando o inicio do processo meidtico e promovendo o
desenvolvimento de espermatdcitos e a producdo de espermadtides arredondadas (Kerr et al.,

1992).



1.3. O espermatozdide

Os espermatozdides dos mamiferos sao compostos pelas mesmas estruturas basicas,
a cabeca e o flagelo, e apresentam formatos variados de acordo com a espécie (Eddy,
2006).

A cabeca espermatica contém o conjunto hapléide de cromossomos caracteristico da
espécie, e o flagelo é responsdvel pela motilidade, que permite o movimento do
espermatozdide no trato reprodutor feminino e a sua aproximacao ao odcito a ser fertilizado
(Eddy, 2006).

A membrana plasmdtica da cabeca da maioria dos espermatozdides de mamiferos
apresenta-se subdividida em regido acrossomal (por¢ao anterior) e pds-acrossomal (por¢ao
posterior) A regiao acrossomal pode ainda ser subdividida em segmento marginal (dominio
apical), segmento principal (dominio acrossomal anterior) e segmento equatorial (dominio
acrossomal posterior) (Eddy, 2006; Jones et al., 2007).

Andlise dos espermatozdides de ovinos, suinos e bovinos mediante microscopia de
forga atdmica revelou significativas diferengas na superficie da membrana plasmatica, entre
regido acrossomal anterior, segmento equatorial e regido pds-acrossomal. Nestas trés
espécies, a membrana plasmdtica da regido pds-acrossomal apresenta uma superficie
irregular, assim como a regido acrossomal. No entanto, no limite com o segmento
equatorial existe uma mudanga abrupta formando uma linha claramente definida em
bovinos e suinos ou um colar de depressdes retangulares (em ovinos) entre estes dois
dominios (Ellis et al., 2002).

O segmento equatorial apresenta superficie relativamente homogénea, com excecao
de uma regido semicircular especifica, chamada sub-segmento equatorial (Ellis et al.,
2002). Esta regido se desenvolve durante a matura¢do espermdtica e apresenta lipidios e
proteinas, principalmente fosforiladas, especificas. Assim, seu papel como mediadora da
fusdo com o oolema tem sido discutido (Ellis et al., 2002; Jones et al., 2007).

O flagelo tem formato de um longo cilindro e é constituido pela peca intermedidria,
peca principal e peca terminal. Sua estrutura vista sob microscopia eletronica revela que

este € constituido pelo axonema (Russel et al., 1990; Cosson, 1996; Eddy, 2006). Esta



estrutura estd presente em toda a extensdo do flagelo e é composta por dois microtibulos
centrais conectados e envolvidos por uma bainha de fibras e por nove microtibulos duplos,
que rodeiam o componente central, formando a estrutura “9 + 2”. Cada microtibulo duplo é
constituido por uma subunidade A completa e por uma subunidade B em forma de C, que
se anexa a subunidade A. Animais de fertilizacdo interna, ainda apresentam nove fibras
densas externas e uma bainha fibrosa, que envolve toda a estrutura “9 + 2” (Cosson, 1996).
A partir da subunidade A, partem bragos de dineina, uma subunidade do complexo
ATPase, que transforma energia quimica (ATP) em cinética, permitindo o deslizamento
relativo de duplas de microtibulos adjacentes, com conseqiiente encurvamento do axonema
e movimento flagelar. Este processo ocorre em ciclos de ligamento e desligamento entre a
dineina e a dupla de microtibulos adjacentes. As duplas de microtibulos adjacentes sao
conectadas por ligacdes de nexinas entre as subunidades A e B. Além disso, raios protéicos
se projetam a partir das subunidades A em direcdo a bainha central, estruturando o

axonema (Cosson, 1996; Eddy, 2006).

MitocoOndrias Acrossomo

Nucleo hapléide
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Figura 1. O espermatozoéide. [Adaptada de Junqueira L.C., Carneiro J. Aparelho reprodutor
masculino. In: Junqueira L.C., Carneiro J. (Eds). Histologia Basica. 10ed. Rio de Janeiro:

Guanabara Koogan, 2004: 420p].

1.4. Maturacao espermatica

Quando os espermatozoides saem dos testiculos em direcdo a rede testicular ja

apresentam morfologia especializada, no entanto, ainda ndo apresentam atividade mével e



ndo sdo capazes de fecundar o odcito (Gatti et al., 2004). Estas caracteristicas sdo
adquiridas somente nas diferentes por¢cdes do tibulo epididimario, que estd
fisiologicamente adaptado a gerar mudancas seqiienciais no espermatozéide durante a sua
progressao pelo 6rgao (Dacheux et al., 2003).

O tempo de transito dos espermatozdides ovinos pelo epididimo € de 10,4 a 16,4
dias, sendo que de 2,1 a 3,6 dias s@o necessdrios para o trajeto ao longo do segmento
cabeca/corpo e de 8,3 a 12,8 dias para a passagem ao longo da cauda epididiméria (Franca
et al., 2005).

Segundo Hammerstedt et al. (1982) o epididimo de carneiros pode ser subdividido
em 7 regides, de 1 a 3 (cabeca), 4 e 5 (corpo) e 6 e 7 (cauda), sendo cada uma delas
responsavel por eventos especificos da maturacao espermatica.

As principais modificacdes espermdticas ocorrem a partir da regidao 5, na qual
ocorre mudanca do glicocdlice, translocag@o da gota citoplasmética, mudangas na estrutura
espermdtica que permitem atividade flagelar, dentre outras modificagdes. Na regido 6,
ocorre a aquisi¢ao de capacidade de auto-sustentagao da motilidade progressiva e mudangas
na bicamada lipidica da membrana, que reduzem a susceptibilidade a danos causados por
procedimentos de resfriamento e congelacio do sémen, ou seja, ao cold-shock
(Hammerstedt et al., 1982).

As modificagdes espermdticas que levam a maturacdo do espermatozdide ovino
estdo principalmente relacionadas a composi¢do e localizacdo de proteinas e de outros
componentes na membrana plasmatica do gameta (Dacheux e Voglmayr, 1983).

Durante a passagem dos espermatozdides ovinos pelos ductos eferentes e pela
cabeca epididimdria ocorre uma ripida reduc@o e/ou remog¢ao de proteinas de membrana de
origem testicular (Dacheux e Voglmayr, 1983), através do mecanismo de protedlise (Lum e
Blobel, 1997) e aparecimento de componentes transitdrios ou permanentes de membrana
(Dacheux e Voglmayr, 1983). Apds este processamento inicial, os gametas passam por um
periodo de relativa quiescéncia no corpo do epididimo e de aparecimento e reaparecimento
de alguns componentes de superficie (Dacheux e Voglmayr, 1983).

Todos os eventos ocorridos durante a passagem do espermatozdide pelas diferentes

regides do epididimo resultam no processo de maturacio fisioldgica, que permite que este
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adquira capacidade de se tornar mével e fértil, possibilitando a sua chegada até o sitio de
fertilizagc@o, o reconhecimento e ligacao com a zona pelicida e a fusdo com a membrana do

odcito, resultando em embrides vidveis (Hammerstedt et al., 1982).

1.5. Capacitacao espermatica

Quando os espermatozéides saem do epididimo sdo capazes de moverem-se
ativamente, entretanto ainda ndo completaram a sua maturagdo fisioldgica, iniciada no
epididimo, e precisam sofrer alteragdes que os tornem realmente capazes de fertilizar o
odcito (Yanagimachi, 2006).

O término deste processo ocorre no trato reprodutor feminino, onde os
espermatozdides passam por inimeras modificagdes bioquimicas e fisioldgicas, que
coletivamente compreendem o processo de capacitacao espermatica (Rathi et al, 2001).

Estas mudancas ocorrem principalmente na membrana plasmética e incluem a
reorganizacdo de proteinas; a alteracdo de propriedades de membrana, como potencial,
composi¢do e assimetria fosfolipidica; difus@o lateral de lipideos e proteinas; alteracdo no
metabolismo de fosfolipideos, reducao dos niveis de colesterol e modificacdes no fluxo de
ions e do pH intracelular (Yanagimachi, 2006).

Algumas destas mudangas na distribuicdo e composi¢do dos fosfolipidios de
membrana (Pérez et al., 1996; Gillan et al., 1997), bem como a fosforilagao de residuos de
tirosina de certas proteinas na membrana plasmatica do flagelo e da cabeca espermatica
contribuem para o aumento da afinidade espermdtica em relacio a zona pelicida
(Pukazhenthi et al., 1998), para a hiperatividade (Nassar et al., 1999) e para a inducdo da
reacdo acrossomal (Benoff, 1998), um pré-requisito para o processo de fertilizacao.

No plasma seminal bovino foi identificada uma familia de proteinas denominada
BSP (Bovine Seminal Plasma; PDC-109 — BSP-A1/-A2, BSP-A3 e BSP-30 kDa), que
apresenta-se amplamente distribuida através das espécies mamiferas (Fan et al., 2006) e
com funcdes importantes na capacitacdo espermadtica e no efluxo de fosfolipideos e
colesterol da membrana do gameta durante o transito pelo epididimo (Thérien et al., 1998;

1999).
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Apés a ejaculacdo, estas proteinas recobrem a membrana do espermatozdide,
interagem com lipoproteinas de alta densidade (HDL) e conseqiientemente levam ao
seqiiestro de fosfolipideos e colesterol desta membrana, estimulando o primeiro efluxo de
colesterol, necessario para o processo de capacitagdo. No trato reprodutor feminino, as
HDL juntamente com fatores semelhantes a insulina induzem um segundo efluxo de
colesterol, resultando nas modificagdes que completam a capacitacido espermatica (Thérien
et al., 1998; 1999).

Outros componentes que participam ativamente da inducdo da capacitagdo
espermatica sdo fons cdlcio, cujos niveis extracelulares elevados aceleram este processo
(DasGupta et al.,1993); bicarbonato de sdédio, que induz a redistribuicdo lateral do
colesterol (Visconti et al., 1999); e albumina, que atua na extracdo dos lipideos da
membrana espermaética (Flesch et al., 2001).

Além da capacitagdo espermdtica tornar o espermatozéide capaz de interagir e
fertilizar o odcito, devido as diversas modificacoes de membrana ocorridas na cabeca
espermatica, resulta na hiperativacdo do espermatozéide. Espermatozoides hiperativados
apresentam aumento da velocidade e reducdo da motilidade progressiva linear, com
conseqiiente aumento do deslocamento lateral de cabeca e encurtamento do comprimento
de onda flagelar (Yanagimachi, 2006). Estas alteragdes da dindmica flagelar, juntamente
com a quimiotaxia espermdtica em resposta ao odcito e ao fluido folicular (Ralt et al.,
1991) permitem a movimentacdo do espermatozéide ao longo do oviduto, a aproximagao

ao odcito e a conseqiiente penetragdo através da zona pelicida (Rathi et al, 2001).

1.6. O processo de fertilizacao

O processo de fertilizacdo é o mecanismo celular pelo qual o material genético é
passado, mediante os gametas, de uma geracdo para a outra, dando inicio ao
desenvolvimento de um novo individuo (Primakoff e Myles, 2002).

Durante a fertilizagao, que tipicamente ocorre na ampola do oviduto, a cabeca do
espermatozdide interage com trés estruturas associadas ao odcito; a camada de células do

cumulus, a zona pelicida e o oolema. Estas interacOes sdo mediadas por proteinas
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espermadticas de superficie e pelo acrossomo (Yanagimachi, 2006).

Em muitas espécies mamiferas, a penetracdo do espermatozdide através das
camadas celulares do cumulus oophorus, que circundam o odcito, ocorre por agao
mecanica, mediada pela hiperativacdo da motilidade e pela atividade hialuronidase da
superficie do espermatozdide (Talbot et al., 2003). Esta atividade € principalmente exercida
pela proteina PH-20, que estd ancorada a superficie espermdtica por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e permite a digestao parcial das células do cumulus (Lin et
al., 1994).

A zona pelicida é uma matriz extracelular especializada, sendo sintetizada e
secretada pelo odcito. Ela é composta por trés glicoproteinas, chamadas ZP1 (um dimero de
200 kDa), ZP2 (120 kDa) e ZP3 (83 kDa) (Bleil e Wassarman, 1980; Wassarman, 1988). A
ligacdo do espermatozdide com esta matriz ocorre através da regido anterior da cabeca
espermatica, onde esta localizado o receptor para zona peldcida, o receptor para ZP3 (Bleil
e Wassarman, 1986).

A ligacdo espécie-especifica que ocorre entre o espermatozdide e a zona pelicida é
mediada pela por¢do oligossacaridica da ZP3 (Chen et al., 1998; Kinloch et al., 1995). Esta
glicoproteina estimula a transducdo de sinais internos no espermatozdéide, via proteina G,
levando ao inicio da reagdo acrossomal (Ward et al., 1994).

O estimulo causado pela ZP3 resulta na despolarizacio da membrana espermadtica,
com conseqiiente ativacdo dos canais de cdlcio e elevagao intracelular deste fon, e ainda
leva ao aumento do pH intracelular (Florman et al., 1998), necessario para a ocorréncia da
reagdo acrossomal.

O acrossomo € uma grande vesicula secretdria que recobre o nucleo na regido apical
da cabeca do espermatozdide (Eddy, 2006; Yanagimachi, 2006). A membrana acrossomal €
divida em duas regides distintas, a membrana interna que recobre o nicleo e a externa que
faz contato com a membrana plasmatica (Yanagimachi, 2006).

A reagdo acrossomal € caracterizada pela fusdo da membrana acrossomal externa
com a membrana plasmadtica que a recobre, resultando na formagao de vesiculas hibridas
origindrias de ambas as membranas (Abou-Haila e Tulsiani, 2000). Esta fusdao de

membranas resulta na perda do conteddo acrossomal e na exposi¢do da membrana
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acrossomal interna (Cardullo e Florman, 1993; Abou-Haila e Tulsiani, 2000).

A exocitose de enzimas acrossomais, como serino-protease € acrosina, contribui
para a penetracdo do espermatozdide através da zona pelicida e para a sua entrada no
espaco perivitelino (Gadella et al., 2001).

Apo6s o espermatozdide ter penetrado a zona peldcida, ocorre o processo de ligacdo
e fusdo entre as membranas plasméticas do espermatozdide e do odcito. O inicio desta
fusdo ocorre em regides especificas de cada gameta, que contém a maquinaria molecular
relacionada a este evento (Yanagimachi, 2006).

A superficie do odcito € totalmente recoberta por microvilosidades, exceto na regiao
proxima ao fuso meidtico. O processo de fusdo € iniciado pelo pareamento do segmento
equatorial da cabeca espermatica (Yanagimachi, 2006) com a regido de microvilosidades da
membrana do odcito (Ebensperger e Barros, 1984), sendo este mediado pela interacio entre
proteinas especificas dos gametas, ou seja, entre os ligantes e seus receptores (Cho et al.,
1998).

Virias proteinas espermaticas, principalmente as localizadas no segmento equatorial
da cabeca do gameta, sdo candidatas a participarem na fusao espermatozéide-odcito.

A proteina DE (CRISP1) é uma das proteinas espermaticas de membrana mais
estudadas. Ela pertence a familia CRISP, que apresenta proteinas secretdrias ricas em
cisteina (Da Ros et al., 2004).

Esta proteina € produzida e secretada pelo epididimo, sendo adsorvida a superficie
dorsal da membrana espermdtica durante o trinsito pelo 6rgdo (Kohane et al., 1980).
Durante o processo de capacitacdo, ela migra para o segmento equatorial da cabeca do
espermatozdide, local onde exercerd sua funcio na interacdo entre os gametas (Rochwerger
e Cuasnicu, 1992).

Anticorpos anti-DE inibem a fus@o da membrana do espermatozéide com o oolema
(Cuasnicu et al., 1984). Além disso, estudo recente mostra outras fungdes desta proteina,
como a participagdo nos estdgios iniciais de interacdo do espermatozoide com a zona
pelicida (Busso et al., 2007).

Proteinas da familia ADAM, que contém proteinas de membrana testiculo-

especificas, com um dominio desintegrina e metaloprotease estdo envolvidas na adesdo
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celular e atividade protease (Yuan et al., 1997; Primakoff e Myles, 2000).

Alguns estudos demonstraram que anticorpos para proteina fertilina B (ADAM 2;
Primakoff et al., 1987) e peptideos do dominio desintegrina da proteina ciritestina (ADAM
3; Yuan et al., 1997) bloqueiam a ades@o e fusdo entre os gametas, mostrando que estas
podem estar envolvidas nos estdgios finais do processo de fertilizagao.

Outra evidéncia da participacdo de proteinas ADAM na fertilizacdo foi obtida
através da producdo de camundongos knockout para fertilina B, que apresentam uma
redugdo de 50% da capacidade de fusdo dos seus espermatozéides com odcitos desprovidos
de zona peludcida (Cho et al., 1998).

A proteina fertilina B estd localizada na regido posterior da cabeca espermadtica e ndo
no segmento equatorial (Hunnicutt et al., 1997), como outras proteinas envolvidas na
fertilizagao.

Outra proteina espermadtica recentemente descoberta é a IZUMO, uma proteina
especifica do testiculo e do espermatozdide, da superfamilia das imunoglobulinas. Esta
proteina somente € exposta na superficie espermdtica apds a reagdo acrossomal e sua
localizag@o nao estd limitada ao segmento equatorial (Inoue et al., 2005).

Camundongos knockout para a proteina [IZUMO apresentam comportamento sexual
e ejaculacdo normais, no entanto, produzem espermatozdides, que apesar de serem capazes
de se ligarem e penetrarem a zona pelicida, sdo incapazes de fundirem-se com o odcito.
Esta proteina também foi identificada em espermatozéides humanos, que quando incubados
com anticorpo anti-IZUMO passam a perder também a capacidade de penetrar a zona
pelicida (Inoue et al., 2005).

Apesar da proteina IZUMO estar correlacionada com a fusdo espermatozoide-
odcito, Hayasaka et al. (2007) encontraram, mediante andlise imunocitoquimica, expressao
positiva desta proteina em homens com infertilidade grave. Segundo estes pesquisadores,
isto indica a dificuldade de prever a fertilidade através da avaliacdo isolada de fatores como
motilidade, proteinas espermdticas de fusdo ou outras moléculas, que participem no
processo de fertilizagao.

A proteina espermdtica SP22 (Klinefelter et al., 1997), alvo do presente estudo,

também tem se mostrado uma importante candidata na participacdo da interagdo
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espermatozdide-odcito, devido a sua localizagdo no segmento equatorial da cabeca
espermdtica em diversas espécies mamiferas (Welch et al., 1998) e a inibicdo da
fertilizac@o in vivo e in vitro causada pela incubacio de espermatozdides de rato e hamster
com anticorpos anti-SP22 (Klinefelter et al., 2002b).

As principais proteinas presentes na superficie do odcito, que tém se mostrado
essenciais para a interacdo entre os gametas sdo CD9 e CDS81, membros da familia
tetraspanina e proteinas ancoradas a GPI (Coonrod et al., 1999).

As proteinas da familia tetraspanina estdo presentes em muitas espécies e t€m
importante papel na organizacdo da membrana do odcito (Hemler, 2003; Rubinstein et al.,
2006ab).

O papel da proteina CD9 na fusdo espermatozdide-odcito tem sido estabelecido
através da producdo de camundongos knockout para este gene e da constatagdao de que estes
animais geneticamente modificados apresentam fertilidade severamente reduzida (Le Naour
et al., 2000; Miyado et al., 2000). Estudos in vitro mostram que o duplo knockout para as
duas proteinas tetraspanina (CD9 e CDS81) causa infertilidade, com mais de 95% de
inibicao da fertilizacao (Rubinstein et al., 2006b).

As integrinas presentes no oolema, especialmente integrina agf;, possivel receptor
para fertilina 3, também vém sendo investigadas quanto a participacdo no processo de fusio
dos gametas (He et al., 2003; Miller et al., 2000).

Os estudos foram inicialmente encorajadores, devido a presenca do dominio
desintegrina nas proteinas da familia ADAM da membrana espermética (Yuan et al., 1997).
No entanto, ndo foram encontradas evidéncias convincentes do papel destes receptores na
fusdo dos gametas (He et al., 2003; Miller et al., 2000), ja que estudos in vitro mostram que
odcitos podem ser normalmente fertilizados na auséncia da subunidade o da integrina ogf3
(Miller et al., 2000).

As reais interacdes moleculares entre as proteinas da membrana espermatica e as
proteinas do oolema, ainda estdo longe de serem totalmente elucidadas. Os estudos tém
sido focados principalmente na caracterizacio molecular destas proteinas e nas suas
associagdes com proteinas vizinhas de membrana, bem como na descoberta da etapa de

participacdo destas proteinas na fertilizacdo (reconhecimento, interacdo inicial, ligacdo ou
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fusdo), para poder se chegar a identificacdo dos conjuntos ligantes-receptores na membrana
de cada gameta (Evans, 2002; Rubinstein et al., 2006a).

Logo ap6s o inicio da fusdo dos gametas, granulos de secrecdo presentes na regiao
cortical do odcito s@o liberados no espaco perivitelino, modificando as caracteristicas da
zona peldcida para prevenir a penetragdo de outros espermatozdides nesta matriz. A
interagdo espermatozdide-odcito leva ao aumento intracelular da concentracdo de ions
calcio e a polimerizagao de filamentos de actina, tornando a membrana do odcito refratdria
a um segundo evento de fusdo, ou seja, ocorre o bloqueio da poliespermia (Maleszewski et
al., 1996; McAvey et al., 2002). A descondensacdo da cromatina paterna também ocorre
neste estagio inicial da fusdo (Yanagimachi, 2006).

Os eventos tardios deste processo compreendem a finalizagdo da meiose materna
(que estava parada na fase de metafase II), levando a formacgao do 6vulo e a liberacdo do
segundo corpusculo polar; a descondensacdo da cromatina materna e a formacdo dos pro-
nicleos masculino e feminino, que se fundem, dando origem ao zigoto, que inicia o

processo de clivagem (Yanagimachi, 2006).

1.7. Proteinas espermaticas em animais domésticos

O plasma seminal e a membrana do espermatozoide apresentam proteinas
especificas que influenciam a fisiologia espermadtica e conseqiientemente a capacidade de
fertilizacdo. Estas proteinas podem ter origem testicular ou serem secretadas pelo epididimo
e posteriormente adsorvidas a membrana plasmética do espermatozéide durante o transito
epididimério (Lin et al., 1994; Boué e Sullivan, 1996; Klinefelter et al., 1997; Da Ros et al.,
2004; Barrios et al., 2005).

A presenca de algumas proteinas espermadticas pode estar positiva ou
negativamente correlacionada a fertilidade (Roncoletta et al., 2006). Estas proteinas
influenciam diretamente o metabolismo espermdtico podendo afetar o controle dos
mecanismos moleculares do transporte do gameta no trato reprodutor feminino, estabilizar
componentes de membrana e suprimir a resposta imunoldgica contra o gameta, por

mascarar antigenos expostos na superficie celular (Parrila et al., 2004; Strzezek et al.,
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2005). Além disso, algumas destas proteinas participam da interagdo espermatozoide-odcito
durante a fertilizagdo (Cuasnicu et al., 1984; Inoue et al., 2005), previnem reagdao
acrossomal precoce (Parrila et al., 2004; Strzezek et al., 2005) e protegem contra danos
causados pelo cold-shock (Barrios et al., 2000; 2005).

Proteinas espermdticas relacionadas a fertilidade, vém sendo estudadas em vdrias
espécies domésticas, especialmente em bovinos, eqiiinos e ovinos (Jobim et al., 2004;
Sullivan, 2004; Jobim et al., 2005; Bergeron et al., 2005; Cardozo et al., 2006; Roncoletta
et al., 2006). Estes estudos visam principalmente a identificacdo de marcadores que
demonstrem o grau de viabilidade do s€men e que indiquem possiveis danos causados ao
potencial de fertilizagdo pelos processos de resfriamento e congelamento. Entretanto,
estudos sobre proteinas de membrana com conhecida participagdo no processo de interagao
espermatozdide-odcito em animais domésticos, especialmente em ovinos, sdo inexistentes.

Tem sido relatado que a identificacio de proteinas espermdticas em eqiiinos e
bovinos leva a caracterizacdo de sub-fertilidade e infertilidade do animal, bem como pode
indicar melhores estratégias de criopreservagdo, visando manter a viabilidade seminal apés
o congelamento e descongelamento (Brandon et al., 1999; Sullivan, 2004).

Nos ultimos anos, o perfil protéico do sémen bovino vem sendo alvo de
investigacdes, a fim de identificar e caracterizar proteinas espermdticas com potencial
preditivo de fertilidade (Killian et al., 1993; Manjunath et al., 1993; Manjunath et al., 2002;
Jobim et al., 2004; Sullivan, 2004; Roncoletta et al., 2006). Dentre as proteinas do plasma
seminal bovino, destacam-se as pertencentes a familia BSPs, uma familia amplamente
distribuida através das espécies mamiferas (Fan et al., 20006).

Quatro proteinas do plasma seminal, relacionadas a fertilidade, foram identificadas
em bovinos Holstein por Killian et al. (1993). As proteinas, BSP26 e BSP55 (26 kDa, pl
6,2; 55 kDa, pl 4,5), foram predominantes em animais de alta fertilidade, enquanto duas
proteinas com peso molecular de 16kDa e pontos isoelétricos distintos (6,7 e 4,1)
ocorreram com maior freqii€ncia em animais de baixa fertilidade. A seqiiéncia de
aminodcidos da proteina BSP55 revelou que esta apresenta 75% da sua constituicao
idéntica a glicoproteina prostaglandina D sintase tipo-lipocalina, que pode estar envolvida

nos processos de desenvolvimento e maturacio espermatica (Gerena et al., 1998).
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Andlises realizadas por Roncoletta et al. (2006), em bovinos da raca Nelore,
indicaram a presenca predominante de uma proteina de membrana denominada SM239 em
animais com alta fertilidade. Esta proteina apresenta 93% de homologia com a proteina
aSFP, que inibe atividade mitocondrial e metabolismo do espermatozéide, reduzindo a
producdo de radicais livres e o processo oxidativo na célula, mantendo sua viabilidade
(Schoneck et al., 1996). Nos animais de fertilidade reduzida foi identificada a proteina
SM244 homologa (89%) a proteina BSP-A3, que em altas concentracdes desestabiliza a
membrana do espermatozéide por induzir o efluxo de colesterol e fosfolipideos de
membrana durante a capacitacdo (Thérien et al., 1998; Thérien et al., 1999; Manjunath et
al., 2002), reduzindo a capacidade fertilizante e a resisténcia ao resfriamento (Manjunath et
al., 2002).

Segundo Bergeron et al. (2005), as principais proteinas do plasma seminal ovino sio
espermadensina (15,5 kDa), relacionada a interagdo do espermatozdide com o epitélio do
oviduto e com a zona pelicida, e as proteinas da familia BSP (RSP - 15kDa, RSP - 16kDa,
RSP - 22kDa), que apresentam importante papel na capacitacdo espermética (Thérien et al.,
1998, 1999).

A andlise do perfil protéico do plasma seminal de carneiros Rasa aragonesa
realizada por Cardozo et al. (2006) através de eletroforese bidimensional, detectou a
presenca de 252 proteinas, com pontos isoelétricos entre 4,2 e 7,6 e pesos moleculares entre
12,5 e 83,9 kDa. A comparacdo da expressdao destas proteinas com parametros seminais
durante as estacoes do ano mostrou que existem proteinas positiva e negativamente
correlacionadas com a motilidade, concentracdo e integridade da membrana espermaética.

Trabalho de Jobim et al. (2005) analisou o perfil protéico do plasma seminal de
carneiros (Hamphire Down, Corriedale x Texel) e constatou a presenga de 21 proteinas com
peso molecular entre 15 e 115 kDa e ponto isoelétrico entre 3,2 e 8,7. Destas, duas
apresentaram similaridade com as proteinas BSP-A1/A2, que potencializam a capacitagdao
espermatica (Thérien et al., 1998, 1999).

Estudos realizados por Barrios et al. (2000, 2005) demonstraram que a adsorcao de
proteinas do plasma seminal 2 membrana plasmatica do espermatozéide ovino reduz os

danos normalmente causados a membrana do gameta, pelo processo de resfriamento,
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promovendo um efeito protetor altamente especifico (Garcia-Lopez et al., 1996). Este efeito
protetor é extremamente importante, visto que o espermatozdide ovino € muito sensivel ao
estresse causado pelo congelamento e sua membrana € mais vulnerdvel a desestabilizacdo e
conseqiientemente a alteracdes funcionais que a de gametas de outras espécies (Holt e
North, 1984; Fiser e Fairfull, 1989).

Barrios et al. (2005) demonstraram que as proteinas P14 e P20, do sémen de
carneiros Rasa aragonesa, estabilizam a membrana espermadtica, contribuem para a
regulagdo do processo de capacitacdo no trato reprodutor feminino, da reacdo acrossomal e
da motilidade, tendo uma participacdo importante na capacidade de fertilizacdo e na

protecdo contra os danos causados por cold-shock.

1.8. Proteina espermatica SP22

Varios autores (Killian et al., 1993; Klinefelter et al., 1997; Brandon et al., 1999;
Welch et al., 1998; Klinefelter et al., 2002b; Jobim et al., 2005; Roncoletta et al., 2006) tém
demonstrado o potencial de proteinas espermadticas de membrana ou pertencentes ao plasma
seminal como biomarcadores de fertilidade masculina em mamiferos.

Uma dessas proteinas € a SP22, uma proteina de membrana espermadtica, que foi
primeiramente identificada em tecido reprodutivo de ratos por Klinefelter et al. (1997), em
um estudo de toxicologia.

Neste estudo foi avaliado o potencial de toxicidade epididiméria dos agentes, etano
dimetanosulfonato, cloroetilmetanosulfonato e epicloroidrin. Vérios parametros de
qualidade espermética foram avaliados, no entanto, somente dois foram significativamente
correlacionados com a fertilidade dos animais, os niveis de testosterona no segmento
cabeca/corpo do epididimo e uma proteina de membrana dos espermatozdides provenientes
da cauda do epididimo. Esta proteina foi entdo, nomeada SP22 (Sperm Protein, 22 kDa;
Klinefelter et al., 1997).

A partir desta descoberta (Klinefelter et al., 1997), foram realizados varios estudos a
fim de caracterizar a molécula da SP22 e de identificar a fun¢ao da nova proteina (Welch et

al., 1998; Klinefelter e Welch, 1999; Klinefelter et al., 2002b; Kaydos et al., 2004).
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A proteina SP22 é 4cida, apresenta um ponto isoelétrico de 5,5 e um peso molecular
de 22 kDa em gel de acrilamida a 11% (Klinefelter et al., 1997) e de 28 kDa em gel com
14% de concentracdo (Welch et al., 1998).

O seqiienciamento dos aminodcidos da proteina e a andlise de degradacdo de Edman
indicaram que ela é constituida por cinco seqiiéncias peptidicas. Além disso, o
seqilienciamento de nucleotideos revelou que o gene da SP22 apresenta trés seqiiéncias de
cDNA (SP22A, SP22B e SP22C), com regides 5° nao-traduzidas diferentes. Enquanto,
SP22A e SP22B codificam a mesma seqiiéncia de aminoacidos (189 residuos), o cDNA
SP22C codifica pelo menos uma seqiiéncia adicional de 13 aminodcidos na regido amino-
terminal (202 residuos) (Welch et al., 1998).

As seqiiéncias peptidicas e de cDNA da SP22 indicam que ela é membro de uma
familia de genes altamente conservada e amplamente expressa em diferentes organismos, ja
que apresenta 90% de similaridade com a proteina humana DJ-1 e 40% com a proteina thiJ
presente em Escherichia coli (Welch et al. 1998).

A seqiiéncia de aminodcidos da SP22 (Klinefelter e Welch, 1999) revelou que ela é
idéntica a proteina associada a contracep¢ao CAP1 (23-25 kDa, pl 5,8) identificada por
Wagenfeld et al. (1998) e homdloga a proteina associada a microtibulos RS (20 kDa)
identificada por Hod et al. (1999). CAP1 e RS sdo proteinas encontradas em vérios tecidos
e apresentam uma alta expressdo em espermatozdides. Esta € encontrada
predominantemente no flagelo ou na cabega do gameta dependendo da espécie (Whyard et
al., 2000), enquanto aquela € especificamente localizada no segmento equatorial da cabeca
do espermatozdide e na gota citoplasmatica (Wagenfeld et al., 2000).

Foi detectado em ratos a presenca de mRNA da SP22 de 1,0 kb em diferentes
6rgdos como coragao, cérebro, figado, rim e vesicula seminal. No entanto, nos testiculos foi
também identificado um transcrito adicional de 1,5 kb, além de maior abundancia de
mRNA de 1,0 kb em comparacdo aos demais tecidos somadticos, indicando uma maior
expressao da proteina no tecido gonadal. Em ratos jovens ocorre um aumento do transcrito
de 1,0 kb entre os dias 6 e 33 do ciclo espermatogénico, enquanto o mRNA de 1,5 kb é
detectado nos testiculos a partir do dia 23 (Welch et al., 1998).

O gene da SP22 € inicialmente transcrito em espermatdcitos em paquiteno (Welch et
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al.,, 1998) e a traducdo do mRNA da SP22 iniciada em espermatides em estdgio VI
(Klinefelter et al., 2002b), indicando a origem testicular da proteina.

Andlise de imunomarcagdo da SP22 com anticorpos anti-rSP22 em testiculo de rato
demonstrou que a expressao da proteina é dependente do estdgio do ciclo espermatogénico
(Klinefelter et al., 2002b). Nos estdgios I - V e VIII, a expressdo € heterogénea em
espermadtides arredondadas e homogénea em espermatides alongadas. Ja nos estdgios VI e
VII, a expressao é homogénea em ambas, espermadtides arredondadas e alongadas, e nos
estagios IX — XIV hd expressao homogénea em espermétides em alongamento (Klinefelter
et al., 2002b).

Segundo Klinefelter et al. (2002b), durante o desenvolvimento e maturacdo dos
espermatozdides de rato ocorrem modificagdes na localizacdo da proteina SP22, entretanto
os mecanismos desta mudanga de expressao sao ainda desconhecidos.

Em espermatides alongadas a proteina SP22 encontra-se distribuida por toda a
regido da cabeca, porém com a aproximacdo da espermiagdo ela migra predominantemente
para a gota citoplasmdtica e em menor propor¢do para o flagelo, onde permanece até os
espermatozdides chegarem a rede testicular. Ao passarem para a cabeca do epididimo, os
espermatozdides apresentam SP22 distribuida pela cabeca e ocasionalmente no colo.
Somente quando os espermatozdides terminam a sua maturacdo e chegam a cauda
epididimdria, a SP22 adquire sua localizagdo caracteristica (Klinefelter et al., 2002b) no
segmento equatorial da cabeca espermatica (Welch et al., 1998; Klinefelter et al., 2002b).

Esta localizacdo apresenta uniformidade entre diversas espécies como rato, hamster,
coelho, bovinos, humanos (Klinefelter et al., 2002b) e eqiiinos (dado ndo publicado) e
sugere a participacdo da proteina na interagdo espermatozoide-odcito durante o processo de
fertilizagdo, sendo provavelmente um fator facilitador da agao enzimatica da proteina.

Resultados preliminares do nosso laboratério indicaram que a proteina SP22 estd
localizada na cabeca e na peca intermedidria de espermatozdides de codorna japonesa
(Coturnix japonica). Esta foi a primeira identificacdo da proteina em aves (Yamato et al.,
2007).

Durante o transito dos espermatozdides pelo epididimo, além de ocorrer

translocagdo da proteina SP22, ocorre um aumento da sua expressdo, provavelmente devido

22



a estabilidade promovida pela interacdo da proteina com as secrecdes do epitélio
epididimério (Klinefelter et al., 2002b). Por isso, agentes toxicos ao epididimo levam a
reducdo nos niveis da proteina (Klinefelter et al., 1997).

A localizacdo celular da proteina SP22 também ¢é especifica no epididimo, sendo
evidenciada no ldmen, devido aos espermatozdides presentes; nas células claras e nos
lisossomos do citoplasma supranuclear de células principais (Klinefelter et al., 2002b). A
presenca de SP22 nas células claras e nos lisossomos de células principais provavelmente é
decorrente da absor¢do de SP22 luminal pelo epitélio do epididimo (Klinefelter et al.,
2002b), j4 que este 6rgdo ndo secreta esta proteina (Wagenfeld et al., 1998). Além disso, a
presenca de SP22 nas células claras pode ser explicada pela fagocitose de restos da gota
citoplasmadtica, que representa um reservatério para a SP22 (Klinefelter et al., 2002b).

Foi demonstrado que anticorpos para a proteina SP22 inibem significativamente a
capacidade de fertilizacdo de espermatozoéides, in vivo e in vitro. A inibicdo da fertilizacao
in vitro ocorre usando-se odcitos com zona pelicida intacta e também na auséncia de zona
pelicida, sugerindo a participacdo da SP22 em ambos os estigios de fertilizacdo,
penetracdo da zona pelidcida e fusdo com o oolema (Klinefelter et al., 2002b).

Virias investigagdes tém constatado a alta capacidade da proteina SP22 como
biomarcador de fertilidade, visto que esta proteina tem sido altamente correlacionada com a
fertilidade avaliada in vivo e in vitro (Welch et al., 1998; Klinefelter e Welch, 1999;
Klinefelter et al., 2002a; Klinefelter et al., 2002b; Klinefelter et al., 2004; Kaydos et al.,
2004; Veeramachaneni et al., 2007).

Além de detectar alteragdes causadas a maturacdo espermadtica pela exposicao a
agentes toxicos (Klinefelter et al., 1997), a quantificacdo da proteina SP22, também traz
informacdes importantes a respeito do processo espermatogé€nico (Kaydos et al., 2004),
devido a sua origem testicular (Welch et al., 1998).

Haloacidos, como os acidos dibromoacético (DBA) e bromocloroacético (BCA),
formados durante o processo de desinfeccao da dgua, além de afetarem a espermatogénese
do rato, causando principalmente alteragdes na espermiogénese com conseqiiente atraso da
espermiacao (Klinefelter et al., 2002a), reduzem os niveis de SP22 no parénquima testicular

e nos espermatozdides (Kaydos et al., 2004). Esta reducao detectada por imunomarcagio da
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proteina, eletroforese bidimensional e ELISA € significativamente correlacionada com a
taxa de fertilidade obtida por inseminacdo in utero dos animais tratados (Kaydos et al.,
2004).

Em coelhos foi demonstrado que a exposi¢do cronica a baixas doses de DBA leva a
reducdo significativa das taxas de fertilidade avaliadas por inseminacdo artificial e dos
niveis de SP22 analisados por ELISA (Veeramachaneni et al., 2007).

Até o momento, somente um estudo foi realizado tentando correlacionar a SP22
com a fertilidade de animais domésticos. Neste estudo foi demonstrado que bovinos com
alto potencial de fertilidade tendem a ter maiores niveis de expressdo da proteina SP22, na
andlise de imunomarcagdo de espermatozdides usando anticorpo anti-rSP22, do que aqueles
com menor capacidade fértil (Klinefelter e Welch, 1999). No entanto, ndo existem estudos
que correlacionem a quantidade da proteina com parametros espermdticos normalmente

utilizados para avaliacdo de fertilidade em animais domésticos.

1.9. Avaliacio do sémen

Predizer a qualidade do sémen de animais domésticos, especialmente animais de
producdo, como os ovinos, € extremamente importante para a selecdo de reprodutores em
programas de inseminacdo artificial e de monta natural ou controlada, garantindo um
eficiente manejo reprodutivo, com conseqiiente melhoria de produ¢do do rebanho.

Existem diversos fatores estruturais, moleculares e funcionais envolvidos no
processo de fertilizacdo, bem como a necessidade de varios atributos aos espermatozoéides,
para que consigam fertilizar o odcito, dando inicio ao desenvolvimento embriondrio
(Graham et al., 1990; Yanagimachi, 2006).

A andlise seminal cldssica continua sendo fundamental para a avaliacdo da
qualidade do s€émen (Amann e Hammerstedt, 1993; Guzick et al., 2001). Entretanto, se os
parametros forem avaliados isoladamente podem apresentar uma capacidade limitada de
indicacdo do potencial reprodutivo e levar a resultados, que embora auxiliem na avaliagao
do sémen, podem nao apresentar alta correlacdo com os indices de fertilidade observados in

vivo (Amann e Hammerstedt, 1993; Popwell e Flowers, 2004).
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Assim, para se obter uma avaliacdo mais eficiente do potencial de fertilidade, é
necessdria a associagdo de vdrios parametros seminais cldssicos, bem como a avaliagcdo de
parametros funcionais (Amann e Hammerstedt, 1993; Holt et al., 1997; Soderquist et
al.,1997; Zhang et al., 1998; Colenbrander et al., 2003; Hallap et al., 2006).

A dificuldade de predizer a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides torna
fundamental a descoberta de novas técnicas de avaliagdo in vitro, como por exemplo, a
andlise de proteinas biomarcadoras de fertilidade, que complementem os métodos ja
utilizados, obtendo-se um diagnéstico do potencial de fertilidade mais apurado e eficiente,
que consiga se aproximar ao maximo dos resultados obtidos in vivo.

Na andlise padrao do s€émen, em animais domésticos, normalmente sdo avaliados,
concentracdo (Bielsa et al., 1994), morfologia (Rogers et al., 1983), motilidade (Kjaestad et
al., 1993; Holt et al., 1997), presenca de acrossomo intacto e integridade de membrana
espermatica (Pérez et al.,1997). No entanto, diversos outros métodos tém sido utilizados
para avaliar o sémen, como andlise computadorizada das caracteristicas da cinética
espermatica (Hallap et al., 2006), teste hiposmotico, teste de capacitagdo e reagdo
acrossomal, avaliacdo da exposicdo de receptores de progesterona (Colenbrander et al.,
2003), avaliacdo da estrutura da cromatina (Januskauskas et al., 2003), teste de ligacao
espermatozdide-zona peldcida (Zhang et al., 1998) e avaliacdo das membranas plasmatica,
acrossomal e mitocondrial através de sondas fluorescentes (Soderquist et al.,1997; Sousa,
2007).

Além da andlise seminal, caracteristicas fisicas dos Orgdos reprodutores sao
necessdrias para avaliagdo da fertilidade de um animal. A analise biométrica testicular é
extremamente importante para a avaliacdo da fertilidade de reprodutores, ji que este
parametro € significativamente correlacionado com a atividade reprodutiva do macho (EI-
Wishy e El-Sawaf, 1971).

A circunferéncia escrotal pode estar correlacionada a qualidade seminal e producdo
espermdtica. Em ovinos, este parametro pode estar geneticamente correlacionado ao
volume ejaculado, motilidade massal, motilidade individual, concentracdo espermatica e
propor¢ao de espermatozdides morfologicamente anormais, sendo esta correlagdo idade-

dependente (Rege et al., 2000).
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Apesar do exame morfoldgico ser rotineiramente utilizado para avaliar o potencial
de fertilidade do sémen, juntamente com outros parametros androlégicos, sua correlagdo
com a capacidade fertilizante do gameta € espécie-dependente e algumas vezes controversa
(Jasko et al., 1992; Rodriguez-Martinez et al., 1997; Guzick et al., 2001; Lavara et al.,
2005; Kuisma et al., 2006).

Em humanos, a morfologia espermdtica € o parametro mais correlacionado a
fertilidade, provendo importantes informacdes para o diagndstico de infertilidade masculina
(Guzick et al., 2001).

Em bovinos e eqiiinos, o0 aumento de formas patolégicas no ejaculado pode estar
associado a reducdo do potencial de fertilidade (Jasko et al., 1990; 1992; Correa et al.,
1997). No entanto, alguns estudos mostram que a morfologia espermdtica ndo estd
significativamente correlacionada a fertilidade nestas espécies (Rodriguez-Martinez et al.,
1997; Kuisma et al., 2006) e que somente percentagem de espermatozéides anormais acima
de 20% pode influenciar a capacidade reprodutiva de um animal (Ax et al., 2004).

A integridade da membrana plasmdtica € essencial para a manutencdo da
funcionalidade espermatica e um requisito fundamental para a capacitacdo, reagdo
acrossomal e interacdo espermatozdide-odcito, exercendo importante papel no sucesso do
processo de fertilizagdao (Cardozo et al., 2000).

A viabilidade da célula espermatica, expressa pelo nimero de espermatozdides
vivos e a porcentagem de gametas com membrana plasmatica integra, tem se mostrado
significativamente correlacionada com a fertilidade, sendo que distirbios na
espermatogénese que afetem a estrutura cromatinica, também podem comprometer a
membrana plasmatica do gameta, levando ao seu rompimento (Januskauskas et al., 2003).

Diversas sondas fluorescentes tém sido empregadas para acessar a integridade das
membranas espermadticas, tais como diacetato de carboxifluoresceina/iodeto de propidio
(CFDA/PI), aglutinina de Pisum sativum conjugada com o isotiocianato de fluoresceina
(FITC-PSA), rodamina 123 e JC-1 (Soderquist et al., 1997; Celeghini, 2005; Kuisma et al.,
2006; Sousa, 2007).

Segundo Haugland (1996) a andlise da integridade de membrana por sondas

fluorescentes traz informacdes importantes a respeito das mudancas metabdlicas do
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espermatozdide, podendo ser um indicador sensivel e especifico de oxidagdo/reducao,
ionizacdo e estado de ligagdo de moléculas da membrana plasmética.

A motilidade espermdtica € considerada uma manifestacdo da estrutura e
funcionalidade do espermatozdide, e a motilidade progressiva é geralmente correlacionada
com a integridade de membrana e com a morfologia espermatica normal (Pefia, 2004). No
entanto, estudos mostram que os resultados obtidos através da andlise subjetiva da
motilidade podem apresentar grande variabilidade, (Rijsselaere et al., 2003) e em algumas
espécies, ndo serem altamente correlacionados a fertilidade (Januskauskas et al., 1996).

Isto ocorre principalmente na andlise de amostras com alta concentragdo
espermatica, na qual ha a tendéncia de se subestimar a porcentagem de espermatozdides
moveis, obtendo-se uma estimativa comparativa ao invés de uma mensuragdo absoluta
(Garner et al., 1997).

Para tentar minimizar estes problemas encontrados na avaliacdo convencional da
motilidade, diversos sistemas de andlise computadorizada do movimento espermético
(CASA) tém sido propostos e aplicados para o incremento do estudo androlégico
(Verstegen et al., 2002; Hallap et al., 2006).

A avaliagdo da cinética espermatica através de sistemas computadorizados tem sido
reportada como um eficiente método de andlise laboratorial do potencial relativo de
fertilidade de espermatozdides em varias espécies (Budworth et al., 1988; Jasko et al.,
1992; Zhang et al., 1998; Hallap et al., 2006). Isto devido ao seu alto grau de precisao e
reprodutibilidade, que leva ao estudo detalhado e rdpido da motilidade total, progressiva e
das trajetdrias espermaticas individuais (Sousa, 2007).

Dentre os  parametros  cinético-espermdticos  avaliados por  sistemas
computadorizados destacam-se (Mortimer, 1997; Verstegen et al., 2002; Amann et al.,
2006; Sousa, 2007): TMOT (Motilidade total, %), MP (Motilidade progressiva, %), VAP
(Velocidade curvilinea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da
célula espermdtica ou velocidade de trajeto, pm/s), VSL (Velocidade retilinea
considerando-se a trajetoria espermdtica como uma reta ou velocidade progressiva, um/s),
VCL (Velocidade de deslocamento real dos espermatozdides ou velocidade curvilinear,

um/s), ALH (Amplitude do deslocamento lateral da cabeca, pum), BCF (Freqii€éncia de
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batimento flagelar, Hz), STR (Retilinearidade, %) e LIN (Linearidade, %).

Hallap et al. (2006) mostraram que os parametros cinéticos VAP, TMOT e LIN
estdo significativamente correlacionados com a fertilidade de espermatozéides bovinos
selecionados por swim-up. Porém, Januskauskas et al. (2003) observaram em s€émen bovino
criopreservado correlacdo significativa da fertilidade somente com a porcentagem total de
células mdéveis, mas ndo com outras caracteristicas cinéticas analisadas.

Devido a alta heterogeneidade do sémen ejaculado de mamiferos (Amann e
Hammerstedt, 1993), recentemente tem sido proposta uma nova forma de avaliar os
parametros cinético-espermdticos obtidos por sistemas computadorizados (Abaigar et al.,
2001; Quintero-Moreno et al., 2003; Quintero-Moreno et al., 2004; Nufiez-Martinez et al.,
2006).

A avaliacdo cldssica da cinética espermética considera somente as médias de cada
parametro obtido pelos sistemas computadorizados. No entanto, tem sido relatado que esta
forma de avaliagdo gera pouca informagdo bioldgica sobre a real qualidade mével de um
ejaculado, ja que as médias obtidas sdo acompanhadas por altos desvios-padrdo, devido a
coexisténcia de sub-populacdes de espermatozdides no s€émen (Mortimer,1997; Verstegen
et al, 2002; Nufiez-Martinez et al., 20006).

A anélise dos valores médios dos parametros de motilidade pode mascarar o real
efeito dos procedimentos de congelacdo e descongelacdo do sémen. Estes podem afetar
sub-populacdes espermaticas especificas, sem que haja alteracdo na média dos parametros
de motilidade (Nufiez-Martinez et al., 20006).

Este problema pode ser solucionado através da andlise da motilidade e da trajetoria
de cada espermatozéide avaliado pelo sistema CASA. A partir destes valores individuais e
da utilizacdo de andlise estatistica multivariada é possivel identificar as diferentes sub-
populacdes existentes no s€émen de um animal. Esta avaliagdo permite um alto grau de
sofisticacdo dos dados obtidos, gerando informacdes mais apuradas a respeito da qualidade
cinética do ejaculado (Abaigar et al., 2001; Quintero-Moreno et al., 2003; Quintero-Moreno
et al., 2004; Nunez-Martinez et al., 2006; Sousa, 2007).

Virios estudos t€ém sido baseados nesta nova forma de avaliagdo do movimento

espermatico, levando a identificacdo de sub-populacdes no s€émen de vérias espécies como,
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gazelas (Abaigar et al., 2001), garanhdes (Quintero-Moreno et al., 2003), cachacos
(Quintero-Moreno et al., 2004), caes (Nunez-Martinez et al., 2006) e carneiros (Sousa,

2007).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA TEMATICA

Virios estudos com a proteina SP22 t€m demonstrado o seu alto potencial como
biomarcador de fertilidade e por isso pesquisas, que visem o aprimoramento e a validacio
de técnicas de identificacdo e quantificacdo desta proteina nas varias espécies animais,
contribuem para um maior conhecimento a respeito do marcador e conseqiientemente para
seu estabelecimento como um método diagndstico de fertilidade masculina complementar,
relativamente rapido, facil e com alta reprodutibilidade.

Apesar de terem sido encontrados vdrios estudos relacionados a identificacdo e
caracterizacdo de marcadores de fertilidade em animais domésticos, foram poucos aqueles
realizados com a espécie ovina. Destes, a grande maioria esta relacionada a identificacao de
proteinas homoélogas ou idénticas a proteinas bem estudadas do plasma seminal bovino
(BSPs), que ja apresentam sua capacidade como biomarcadores de fertilidade testada, assim
como, alguns de seus aspectos funcionais conhecidos. Estes trabalhos limitam-se a
identificacio de marcadores conhecidos, ndo havendo estudos quantitativos, que
correlacionem os niveis protéicos com os diferentes graus de fertilidade, ou seja, com
diferentes parametros espermaticos, o que levaria a um diagndstico mais detalhado da
capacidade reprodutiva. Além disso, este € o primeiro trabalho que investiga a presenca e a

quantificacdo da proteina espermatica SP22 na espécie ovina.

3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram identificar e imunolocalizar a proteina

espermadtica SP22 em espermatozéide ovino e verificar a eficiéncia das técnicas de ELISA
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e imunocitoquimica para quantificacdo desta proteina nos espermatozdides de carneiros.
Além disso, o estudo pretendeu correlacionar os niveis de SP22 com parametros
espermaticos de cinética, analisada por sistema computadorizado (CASA), morfologia e
integridade de membrana avaliada por sondas fluorescentes, visando verificar a atuacdo da

proteina como um possivel biomarcador de fertilidade nesta espécie.

4. CAPITULO

O presente estudo deu origem ao artigo “Immunolocalization and quantification of

the SP22 protein on ovine sperm and its relationship to other sperm parameters”, que

devera ser submetido ao periddico “Theriogenology”.
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Abstract

The goals of this study were to identify and to quantify the SP22 protein on
spermatozoa from adult rams (Dorper and Santa Inés breeds), and to correlate its levels to
morphological and kinematics parameters. SP22 was specifically located on the equatorial
segment of the head and neck of the ram spermatozoon. SP22 on ram sperm were
effectively quantified by both ELISA and FITC immunostaining and the two methods were
significantly correlated (R? = 0.70). There was no significant difference in SP22 levels
assessed by these two methods between the studied breeds. Clustering analysis of motility
parameters obtained by CASA system was used to establish that 3 distinct kinematics
subpopulations with different vigor and progressiveness coexistent within ejaculate. While
there were significant differences in the distribution of the 3 subpopulations in the rams,
there was no significant correlation between the proportion of each subpopulation in the
rams and the SP22 levels. Quantification of SP22 immunostaining intensity was not
correlated with any of the sperm parameters. However, SP22 levels obtained by ELISA
were negatively correlated with morphological abnormalities and positively correlated with
membrane integrity (3 variable R? = 0.47). These results show that study of SP22 on ram
sperm can bring important information about the reproductive capacity of these animals.
Nevertheless, studies that correlate the SP22 levels with in vivo and/or in vitro fertility rate

are necessary for validation of this protein as a fertility biomarker in this species.

Keywords: SP22 protein, spermatozoon, ram, computer-assisted semen analysis (CASA).
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Introduction

The prediction of the fertility potential of semen in domestic animals is extremely
important to attain an efficient reproductive handling. Clinical examinations and standard
semen analysis assays including sperm concentration, morphology and motility are
routinely used for fertility evaluation of breeders [1-4]. However, although these
parameters provide information about testicular function [5], they have limited predictive
capacity of the reproductive status, with modest or no significant correlations to in vivo
fertility rate [6-9]

The physiological complexity of the spermatozoon and the consequential difficulty
to predict its fertilizing ability [6] have encouraged the development and use of predictive
assays based on sperm function. These include: computer-assisted semen analysis (CASA)
[10-12], membrane integrity assessed by fluorescent probes [13], sperm chromatin structure
assay [14,15], evaluation of oxidative stress biomarkers [15] and analysis of specific sperm
proteins [16-18].

Sperm membrane and semen plasma proteins play a pivotal role in the spermatozoal
metabolism and function. These proteins are envolved in the capacitation process,
preventing early acrosomal reaction [17] and cold-shock damage [16,17], and
spermatozoon-oocyte interaction during the fertilization process [19,20]. As such, several
sperm proteins have been investigated and significantly correlated with fertility potential in
domestic animals [18,21-23].

The sperm membrane protein referred to as SP22 has been highly correlated with
the fertility, specially in reproductive toxicology studies [24-29]. This protein has testicular

origin [30] and undergoes translocation to the equatorial segment of the head, and increases
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in expression during the epidydimal transit, probably due to the interaction of the
spermatozoa with proteins secreted by this organ [26].

The location of the SP22 protein on the spermatozoon, and the inhibition of in vivo
and in vitro fertilization following incubation of cauda epididymal sperm with anti-SP22
antibodies suggest paticipation of this protein in spermatozoon-oocyte interaction [26].

Thereby, the goals of the current study were as follows: 1) to investigate the
presence and the location of SP22 in ram spermatozoa; 2) to quantify SP22 on ram
spermatozoa by ELISA and FITC immunostaining analyses using affinity-purified anti-
rSP22 antibody, and; 3) to correlate SP22 concentration with sperm morphology, plasma

membrane integrity, and sperm kinematics subpopulations.

Materials and Methods
Semen collection

Multiple-farm source purebred rams (Ovis aries) Dorper (n = 08) and Santa Inés (n
= 10), ranging from 11 to 34 months of age, were maintained at the Laboratory of the
Studies in Applied Biotechnology to Ovine and Caprine Reproduction of the Department of
Animal Reproduction and Veterinary Radiology, Sao Paulo State University, Botucatu, SP,
Brazil (22°53’S; 48°29°W) under uniform nutritional conditions.

Rams were subjected to a physical examination and palpation of the scrotum and its
contents, and their scrotal circumferences were measured.

Semen was collected by an artificial vagina between January and July 2007. The
study was approved by the Ethics in Animal Experimentation Committee of the Bioscience

Institute of Botucatu, Sdo Paulo State University, Brazil (45/06-CEEA).
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Semen processing

Immediately after semen collection, semen volume was evaluated. An aliquot of
semen was used to measure concentration, motility, morphological characteristics of
spermatozoa and for membrane integrity determination.

Semen samples were processed for ELISA assay. For this, 400 pL of fresh semen,
was added to a 15 mL centrifuge tube and 1 mL of Sperm Isolation Buffer [SIB = 95mL/L
10X Hanks Balanced Salts Solution (HBSS), 0.35g/LL NaHCOs, 4.2g/LL HEPES, 0.9g/L
glucose, 10mL/L Na pyruvate and 25mg/L trypsin inhibitor from soybean, pH 7.4] was put
gently on top. After 10 minutes, the sperm that swam out into the overlay buffer were
removed, transferred to another centrifuge tube and were centrifuged (145 x g, 4°C, 5 min).
The sperm pellet was washed twice more (145 x g, 4°C, 5Smin), completing the volume to
12 mL of SIB. Sperm membrane proteins were extracted for 1h at room temperature with 1
mL of 80 mM n-octyl-B-glucopyranoside (Calbiochem, Inc., B69413, La Jolla, Ca) in 10
mM Tris, pH 7.2, containing freshly-added 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF,
35 mg/mL DMSO; Sigma-Aldrich, Inc., P7626, St Louis, USA). Following final
centrifugation (380 x g, 4°C, 5 min), the supernatant was removed, frozen in liquid nitrogen

and held at -80°C until ELISA analysis.

Semen parameters

Sperm motility characteristics were evaluated by manual and computer-assisted
methods. Subjective sperm motility (MOT, range 0-100%) and vigor (scored on a scale of
0-5) were performed by the same person throughout the study and were assessed by visual

estimation under a phase-contrast microscope at 200X magnification. For this, the fresh
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semen was diluted in X-Cell® (IMV, France) and was put on a warmed slide (37°C), and a
coverslip was applied. A computer assisted sperm analyzer (HTM-IVOS, version 12,
Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA) was used to assess other sperm motility
parameters. The sperm analyzer was set-up (Technical Guide, Hamilton Thorne
Biosciences, chapter 2: Starting parameters for various species - ram, 2005) as follows:
phase contrast; frame rate — 60 Hz; minimum contrast — 60; minimum cell size — 5 pixels;
path velocity — 75 u/s; straightness — 80%; default cell size — 5 pixels; default cell intensity
- 55; VAP cutoff — 21.9 u/s; VSL cutoff — 6 p/s; magnification — 1.89. Warmed Makler
counting chamber (Sefi-Medical, Haifa, Isracl) was loaded with approximately 6 uL of
diluted semen (48 x 10° sperm mL™") [31] and was observed at 400X magnification at 37°C.
Sperm motility parameters were estimated from 3 fields per animal, selected automatically.
Results were expressed by mean of analyzed fields. Sperm motility parameters evaluated
were TMOT - Total Motility (%); PROG — Progressive Motility (%); VAP — Average Path
Velocity (um/s); VSL — Straight Line Velocity (um/s); VCL — Curvilinear Velocity (um/s);
ALH - Amplitude of Lateral Head Displacement (um); BCF — Beat Cross Frequency (Hz);
STR — Straightness (VSL/VAP x 100, %); LIN — Linearity (VSL/VCL x 100, %); ELONG
— Elongation; SIZE (um?®); RAPID — Rapid Cells (%); MEDIUM — Medium Velocity Cells
(%) SLOW — Slow Cells (%). The individual trajectories (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF,
STR and LIN) of each spermatozoon from 18 rams (1 ejaculate per animal, 3847 cells) also
were evaluated to identify subpopulations of sperm based on cluster analyses of individual
motion parameters that constituted the semen samples. For this, only the kinematics

trajectories analyzed in the last field were considered.
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Sperm concentration (10° sperm mL™") was analyzed using Neubauer chamber in
phase-contrast microscopy (Olympus BX-40, Tokyo, Japan), in duplicate, after semen
dilution in distillated water (1:400). Sperm production (109 sperm) was calculated as the
product of sperm concentration and ejaculated volume.

Sperm morphology evaluation was performed in humid preparations. Semen aliquot
(10 pL) was added to PBS + 0.2% glutaraldeyde [32], and analyzed in phase-contrast
microscopy, according to Blom [33] at 1000X magnification under oil immersion. Two
hundred cells were examined to determine percentages of major, minor and total defects.

Sperm plasma membrane integrity was assessed using carboxyfluorescein diacetate
(CFDA; Sigma-Aldrich, Inc., P4170, St Louis, USA) and propidium iodide (PI; Sigma-
Aldrich, Inc., C5041, St Louis, USA) fluorescent probes according to the method Harrison
and Vickers [34] adapted to Zuccari (C.E.S.N. Ziccari, Doctoral thesis, Sao Paulo State
University, Botucatu, 1998). Work solution consisting of 20 pl of CFDA stock solution
(0.46 mg CFDA in 1 mL of DMSO), 10 pl of PI stock solution (0.5 mg PI in 1 mL of 0.9%
NaCl solution), 10 pl of buffered saline formol and 960 pul Na citrate stock solution (3 mg
Na citrate in 1 mL of 0.9% NaCl solution) was added to 10 uL of fresh semen, and
incubated in the dark for 30 minutes at room temperature. A 5 pL. drop was placed on a
slide and overlaid with a coverslip. One hundred spermatozoa per animal were counted in
fluorescence microscope (Leica DM LB, Germany) equipped with epifluorescence UV
illumination (excitation filter set 450-490 nm, dichromatic mirror 510 nm and suppression
filter set 515 nm) at 400X magnification using a fluorescein filter set. Spermatozoa were
considered intact when stained green by CFDA throughout their length and unstained with

PI, and were classified as damaged when only partly or not stained with CFDA and stained
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red with PI. The proportion of intact cells was determined by the % of sperm stained green
and without red staining. The proportion of damaged cells was determined by the % of

sperm stained red.

Immunocytochemistry

An aliquot of 400 pL of fresh semen was added to a 15 mL centrifuge tube and 1
mL of SIB was put gently on top. After 10 minutes, the sperm that swum out into the
overlay buffer were removed and fixed (4% paraformaldehyde in Sorenson phosphate
buffer) for 5 minutes. After an initial wash (145 x g, Smin, 4°C) in Dubecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS; Sigma-Aldrich, Inc., D1283, St Louis, USA) the pellet was
resuspended and sperm were incubated 1 h at room temperature in affinity-purified
antibody to full length rat recombinant SP22 (anti-rSP22 Ig; 1:200). After another wash
with DPBS, the sperm were incubated for 1 h at room temperature with FITC conjugated
rabbit anti-sheep Ig (Vector Laboratories, Inc., R0219, Burlingame, CA), diluted 1:50 in
DPBS. After last centrifugation (380 x g, Smin, 4°C), a small aliquot of the sperm pellet
was put on a slide and coverslipped with Vector’s fade retardant mounting medium (Vector
Laboratories, Inc., R1107, Burlingame, CA).

Images were analyzed and captured by fluorescent microscope (excitation filter set
450-480 nm, dichromatic mirror 500 nm and suppression filter set 520 nm; Olympus BX6
1, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera and Image-Pro Plus® (version 6.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) software. The subjective evaluations showed that
there were no differences in the % of sperm stained over the equatorial segment, so only

staining intensity was quantified. One hundred spermatozoa per animal were randomly

38



chosen to determine the mean intensity of FITC staining of the equatorial segment of the
sperm head. This analysis was performed at 1000X magnification under oil immersion
(Immersol 518N, Carl Zeiss, D-73446, Oberkochen), using Image-Pro Plus® software.
Images to SP22 quantification were captured in light, contrast and shine standard

conditions. Results were expressed by optical density (OD).

Quantification of SP22 by ELISA

Prior to ELISA, samples were thawed, and each extract was concentrated with 1mM
Tris buffer, pH 7.2, by two centrifugations (3,000 x g, 30 min, 4°C) in Ultrafree-4
centrifugation filter units (Millipore). Protein concentration was determined using Bradford
reagent (BioAgency, Sao Paulo, SP, Brazil) and sample volumes containing 30ug protein
were lyophilized.

The SP22 ELISA was performed as described by Kaydos et al. [28] with
adaptations. For this, 96-well tissue culture plates (Costar 3595 96-well cell culture;
Corning Inc., Corning, NY) were used. A standard curve was generated using serial
dilutions of antigen (rSP22) [24], 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5, and 10 ng in 50 pl/well; all
dilutions were in Phosphate Buffered Saline Packs (BupH; Pierce, 28372, Rockford, IL),
pH 7.4. For each sperm extract, 30 ug of lyophilized protein was diluted in BupH and
plated at 50 uL/well. Duplicate wells were used for both the SP22 standards and each
sperm extract. The plates were stored overnight at 4°C to maximize antigen absorption. The
following day, unbound antigen was removed by inverting the plate and shaking gently. A
blocking step consisted of addition of 150 puL/well of milk protein in DPBS followed by

incubation for 1 h at 37°C. Sheep anti-rSP22 diluted 1:1000 in DPBS + 0.5% BSA was
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added (50 pL /well) and allowed to bind during incubation for 1 h at 37°C. After three
washes with DPBS + 0.5% BSA (200 uL/well), peroxidase conjugated rabbit anti-sheep
antibody (Pierce Immunopure 31480, Rockford, IL) diluted 1:500 in DPBS + 0.5% BSA
was added (50 uL/well) and allowed to incubate for 1 h at 37°C. After four washes with
DPBS + 0.5% BSA (200 ul/well), the peroxidase substrate ABTS (Pierce, 37615) was
added (100 pL /well). The reaction was allowed to develop over a 20 min period. Reaction
blocking step consisted of 1% SDS in ultra-pure water (100 uL /well).

Absorbance was read (Original Multiskan EX, Labsystems, Helsinki, Finland) at
405 nm. Sample values were always found to fall within the range of the standard curve.

The results were expressed in ng of SP22/ug of sperm membrane protein total.

Statistical Analyses

For comparison of sperm parameters between the breeds, it was performed the
Student t test or the non-parametric Mann Whitney test, according to the characteristics of
each variable, using Instat 3.0 software.

Due to semen heterogeneity it was chosen to identify sperm subpopulations using
the kinematics data of the total number of motile spermatozoa obtained in evaluations by
CASA system from 18 rams (1 ejaculate per animal, n = 3847) by clustering analyses. For
this, the first step was standardizing the data using Mahalanobis distances. The second step
was specifying the number of clusters using analysis of hierarchical dendogram constructed
on individual ejaculates using the Ward method. After this, a multivariate non-hierarchical
k-means cluster analysis was carried out to classify the 3847 spermatozoa into a reduced

number of subpopulations according to their patterns of movement, so that every
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spermatozoon belonged to one and only one cluster. Spermatozoa that were very close to
each other were assigned to the same cluster, whereas spermatozoa that were far apart were
put into different clusters. For the distribution of observations (individual spermatozoa)
within rams and subpopulations, ANOVA with the “a posteriori” Tukey test and chi-square
test were used. The percentage of sperm within each subpopulation was compared to other
parameters (i.e. sperm morphology, plasma membrane integrity, SP22 level) across the
rams in this study.

For correlation analysis among sperm morphology, membrane integrity, kinematics
subpopulations and SP22 quantification methods multiple regression models were built
with selection procedure of stepwise models. Multivariate statistics were performed using R
Development Core Team (2007) software. Differences were considered significant when P

<0.05.

RESULTS
Semen parameters

Semen characteristics and scrotal circumference results of Dorper and Santa Inés
rams are shown in Table 1. Dorper rams had scrotal circumference significantly higher than
Santa Inés rams (P = 0.0004). However, there were no significant differences (P > 0.05) in
ejaculate volume, sperm concentration and sperm production between the breeds.

The parameters of motility (MOT) and vigor analyzed subjectively were not
significantly different (P > 0.05) between Dorper and Santa Inés rams. TMOT, VCL, ALH,
LIN, STR, ELONG, RAPID, MEDIUM, SLOW and SIZE analyzed by CASA system were

not different. However, PROG (P = 0.023), VAP (P = 0.028) and VSL (P = 0.015) were
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significantly higher and BCF was significantly lower (P = 0.011) for Santa Inés rams.

The morphological analysis revealed that there was no significant difference (P >
0.05) in the percentage of sperm major defects between the ram breeds. However, the
percentages of total (P = 0.029) and minor (P = 0.0007) defects were significantly higher in
Dorper rams. Pyriform and underdeveloped head and strongly coiled tail were predominant
among the major defects found, while isolated, folded or coiled tails and distal
cytoplasmatic droplet stand out among the minor defects.

Furthermore, there was no significant difference (P > 0.05) between the breeds in
the percentage of spermatozoa with intact plasma membrane evaluated via fluorescent

probes (CFDA/PI).

Identification of sperm kinematics subpopulations

Three kinematics subpopulations were identified after the application of
hierarchical clustering and non-hierarchical k-means cluster analyses. Means of each
motion characteristic for these subpopulations are shown in Table 2 and qualitative
interpretations of these data are as follows.

Subpopulation I: This sperm subpopulation was highly active (high VAP and VCL
values) and the most progressive (high VSL, STR and LIN values). ALH value was
significantly higher (P < 0.05) than subpopulation 3 and significantly lower (P < 0.05) than
subpopulation 2. In spite of the higher activity of these spermatozoa; they had BCF
significantly lower (P < 0.05) than subpopulation 3 and similar to subpopulation 2.

Subpopulation 2: The spermatozoa included in this subpopulation had intermediate

values of VAP and VSL, and VCL value similar to subpopulation 1, indicating their high
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kinetic activity. However, these spermatozoa had lower progressiveness and linearity than
subpopulation 1, mainly evidenced for high ALH value. Moreover, this subpopulation
showed lower (P < 0.05) values of STR and LIN than subpopulation 1.

Subpopulation 3: Despite these spermatozoa show higher (P < 0.05) flagellar beat
values (higher BCF), they had lower (P < 0.05) movement of progression and linearity
(lower VSL and STR values) than others subpopulations. Moreover, the VAP value was
relatively low compared with VCL. These results indicate the complexity of the kinetic
trajectories within an ejaculate.

The distribution of the total number of motile spermatozoa evaluated in
subpopulations 1, 2 and 3 was relatively uniform (36.57%, 32.46% and 30.95%,
respectively; Table 2).

There were significant differences in the distribution of the three kinematics
subpopulations across the 18 rams ()(2 = 824.39; d.f. = 34; P < 0.0001; Table 3). The
percentage of spermatozoa included in the subpopulation 1 in each individual ram ranged
from 07.6 to 70.6%, in the subpopulation 2 from 15.1 to 42.8% and in the subpopulation 3
from 0.95 to 49.6% among the rams (Table 3). The percentage of sperm within each

subpopulation for each ram was used in the correlation analyses which follow.

SP22 protein analysis

The sperm membrane protein SP22 was identified on ram spermatozoa by
immunocytochemistry assay. The immunolocalization was specific to the equatorial
segment of the sperm head and neck (Figure 1). There were no individual differences or

difference between Dorper and Santa Inés breeds in this location.
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The SP22 levels analyzed by ELISA were significantly correlated (R* = 0.70) with
the SP22 levels determined by analysis of FITC intensity following immunostaining
(Figure 2). This correlation was explained by a parabola, whose equation for the regression

line is:

y=1.07 - 12.45 x + 182.74 X
P<0.09 P<0.02

Where y is equal to the intensity of SP22 immunostaining and x corresponds to
values of SP22 via ELISA.

The levels of SP22 protein, assessed by both ELISA (Figure 3A) and FITC
immunostaining analysis (Figure 3B) were not significantly different (P > 0.05) between

Dorper and Santa Inés breeds.

Relationships between sperm parameters and SP22 levels

The SP22 values obtained by ELISA were significantly correlated with integrity
membrane (R2 = 0,30, P = 0.02), but they were not significantly correlated (P > 0.05) with
morphlogical abnormalities, when these two variables were correlated to SP22
quantification separatly . However, the building of multiple regression models including the
three variables showed that the SP22 levels determined by ELISA were negatively
correlated with the percentages of sperm that were morphologically abnormal and
positively correlated with the percentage of sperm with an intact plasma membrane, (R” for
these 3 variables = 0.47; Figure 4). The linear regression equation for these correlations

was:

y =0.0029 - 0.0015 x; + 0.0010 x,
P<0.047 P<0.003
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Where y is equal to SP22 levels by ELISA analysis, X; corresponds to
morphological abnormalities and X, to membrane integrity.

This correlation between SP22, morphological abnormalities, and membrane
integrity did not apply when SP22 levels determined by FITC intensity following
immunostaining were used in the analysis. The same occurred when the percentage of
sperm that were morphologically abnormal and the percentage of sperm with an intact
plasma membrane were separatly correlated with SP22 levels determined by FITC
immunostainig analysis.

The number of spermatozoa with intact plasma membrane was positively correlated
(R* = 0.48, P = 0.02; Figure 5A) with the percentage of spermatozoa in subpopulation 1
(the most active and progressive) and it was negatively correlated (R* = 0.30, P = 0.02;
Figure 5B) with subpopulation 3 (with lower progressiveness and linearity). However, this
sperm parameter was not significantly correlated (P > 0.05) with percentage of
spermatozoa in subpopulation 2. Furthermore, the percentages of morphologically
abnormal spermatozoa were not significantly correlated (P > 0.05) with the percentages of
sperm within the three kinematics subpopulations found within semen samples.

Finally, there was no significant correlation (P > 0.05) between the percentages of
sperm within the three kinematics subpopulations and SP22 values obtained by both ELISA

and FITC immunostaining analysis.

Discussion
In the present study, the SP22 sperm protein was identified for the first time in ram

spermatozoa. The immunocytochemistry analysis using anti-rSP22 antibody revealed that
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this protein is specifically located on the equatorial segment of the ram sperm head, such as
rats, hamster, rabbits, bulls, humans [26] and stallions (unpublished data). Moreover, the
SP22 protein was found over the neck of the ovine spermatozoa.

The equatorial segment of the sperm head contain the molecular machinery related
to the interaction and fusion with oolemma [35], including epididymal protein DE (CRISP
1) [36] and IZUMO protein [20]. Thus, the expression of the SP22 protein in this region of
the ovine sperm suggests its involvement on spermatozoon-oocyte interaction during the
fertilization process like in the different mammalian species analyzed by Klinefelter et al.
[26].

In rats, the SP22 protein undergoes translocation on sperm surface during
epididymal transit. When the spermatozoa leave the testis the protein is situated mainly in
the cytoplasmatic droplet at the base of the sperm head, and upon entering the cauda
epididymis the SP22 acquires its characteristic location in the equatorial segment of the
sperm head [26]. The SP22 expression found over the neck of ram ejaculate sperm can
indicate difference in migration pattern of the protein in this specie and/or vestiges
proceeding from cytoplasmatic droplet. The function of the SP22 protein in this sperm
region is still unknown.

Both methods of SP22 quantification, ELISA and immunostaining appeared to be
highly correlated (R* = 0.70) and efficient for the study of the SP22 expression in rams.
Nevertheless, the correlation analyses of these quantification assays with sperm parameters
indicated that ELISA is the most accurate method, since the SP22 values determined by
FITC immunostaining analysis were not significantly correlated with any of the sperm

parameters analyzed in this study, and SP22 ELISA values were positively correlated with
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the percentage of sperm with intact plasma membranes and negatively correlated with the
percentage of sperm with morphological abnormalities (3 variable R* = 0.47).

SP22 levels can be an important indicator of the sperm maturation status [24] and of
disturbances in the spermatogenesis [25,27,28], reflecting directly the fertility potential of
an animal. Thus, the fact that SP22 levels assessed by ELISA and FITC immunostaining
analysis did not significantly differ between Dorper and Santa Inés rams indicates that the
fertilizing capacities of the sperm from these animals were similar.

Dorper and Santa Inés breeds were similar in the majority of the evaluated sperm
parameters. The higher scrotal circumference in Dorper rams was expected, since the post-
natal testicular development of rams is correlated with body weight, as well as with the
breed of the animal [37]. The significant differences in the MP, VAP, VSL and BCF values
between Dorper and Santa Iné€s rams did not reflect differences in the sperm motile quality
of these animals, since the average values of these kinetic parameters were high in both
breeds, indicating highly active spermatozoa and with high progression movement. The
same happened with the percentage of sperm abnormalities. Both breeds had percentage of
morphologically abnormal sperm within the expected range for rams.

Studies of correlation between sperm morphology and fertility are controversial.
Several researches demonstrated that the sperm morphologic characteristics are not
significantly correlated with the fertility rates [9,38]. However, some authors showed that
the increase of the abnormal spermatozoa within ejaculate is associated with a reduction in
the fertility potential in stallion [39], bulls [40] and rabbits [41]. In spite of this controversy,
the negative correlation between the percentage of morphologically abnormal sperm and

SP22 levels determined by ELISA might indicate indirectly the relationship of the SP22
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protein with fertility.

In the same way, the positive correlation between SP22 levels obtained by ELISA
and the percentage of spermatozoa with intact plasma membrane indicate also the
importance of the protein for the ram reproductive capacity. This correlation agrees with
the possible function of the SP22 protein for the spermatozoon-oocyte interaction. Since the
sperm membrane integrity is a fundamental requirement for the sperm survival in the
female reproductive tract, and for the process of sperm capacitation, acrossome reaction
and specially for spermatozoon-oocyte interaction [42,43].

In fact, these significant correlations are not very surprising. Disturbances in sperm
structure and function origined during spermatogenesis can also comprimise the SP22
expression [25,27-29]. Moreover, modifications in sperm size, shape and/or integrity can
decrease the sperm membrane surface and consequently the area for SP22 protein
expression.

The co-existence of sperm morphometric and kinematics subpopulations within an
ejaculate of mammalian species has been widely accepted by the researchers [10-12,44-46].
Due to this semen heterogeneity, the evaluation of the variables obtained by CASA system
through of their average values is limited and it can produce a little useful biological
information about the real motile quality of an animal [45]. This was confirmed by results
of Nunez-Martinez, et al. [12]. These authors related that effects of treatment of
biotechnological procedure such as freezing-thawing can be masked due to the existence of
non-responsive subpopulations [12]. Thus, the identification of kinematics subpopulations
within a ram ejaculate can allow detection with higher accuracy of possible relationships

between motile characteristics and SP22 expression.
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Through cluster analyses of the trajectories of each spermatozoon, defined by their
VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR and LIN parameters [45,46], three separate
subpopulations of spermatozoa with different motility characteristics in ram ejaculate were
identified. A number of three to four semen motile subpopulations has been observed
within ejaculate of different species [10,11,45,46].

The spermatozoa allocated in subpopulation 1 were the most active and progressive.
The subpopulation 3 was characterized by a vigorous flagellar beat. Moreover, the
spermatozoa of this subgroup had little progressive and non-linear movement, indicating
uncoordinated motility. The subpopulation 2 had an intermediate activity and progression
pattern in relation to other kinematics subpopulations. The identification of these three
kinematics subpopulations might be attributable to variability of gene combinations resultant
of the meiotic process during the spermatogenesis [46,47].

The distribution of the total number motile spermatozoa across the subpopulations
was very homogenous, implying an evident difference in the motile subpopulation structure
among semen sample.

The proportion of spermatozoa in subpopulation 1 in each ram was positively
correlated (R* = 0.48) with membrane integrity. While the subpopulation 3 was negatively
correlated (R® = 0.30) with this parameter. These results suggest that clusters are able to
express not only difference in motile quality but also in other functional characteristics of the
spermatozoa.

In addition to the kinematic distinctions subpopulations represent spermatozoa in
different physiological states [10,11,46] that may be related to the semen genotypic

heterogeneity [47]. The lack of significant correlation between spermatozoa in the three
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subpopulations across the rams and SP22 levels might derive from the wide ranges of the
percentage of spermatozoa included in the kinematic subpopulations in each individual ram.
This absence of correlation was consistent with the results of Quintero-Moreno et al. [11]
that did not observe clear relationship between motile subpopulations and conception rates in
boar. This underscores the difficulty in predicting the reproductive fitness of a breeder
through isolated evaluation of the motility. Indeed, SP22 was originally identified as a
biomarker of fertility that was more sensitive to toxic insult than other more routine
parameters such as epididymal sperm reserves, sperm motility, sperm morphology and
endocrine status [26].

In conclusion, the results from this work demonstrated that quantification of SP22
protein by ELISA can bring important information about fertility potential of ovine sperm.
However, additional studies should be undertaken to correlate the SP22 expression with
fertility rates assessed by artificial insemination or in vitro fertilization. Thus, it will be
possible to evaluate the participation of the SP22 in spermatozoon-oocyte interaction in

ovine and consequently its role as a fertility biomarker in this specie.
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Legends of Figures

Figure 1. Immunolocalization of the SP22 protein in ram sperm (FITC immunostaining)
using anti-rSP22 Ig. SP22 staining is specific on the equatorial segment of the sperm head

(arrow) and neck (*). Scale bar = 10um.

Figure 2. Scatter plot depicting the correlation between the SP22 levels quantified by
ELISA (ng SP22/ug of sperm proteins total) and SP22 staining of the equatorial segment of
the sperm head analysis (OD) in Dorper and Santa Inés rams; R* = 0.70, n = 18. The
nonlinear equation for the graph was y = 1,07 — 12.45 x + 182.74 x*, where y is equal to
SP22 values by FITC immunostaining analysis and x corresponds to SP22 levels by ELISA

analysis.

Figure 3. SP22 levels in Dorper (n = 8) and Santa Inés (n = 10) rams. (A) SP22 values
assessed by ELISA (ng SP22/ug of sperm proteins). (B) SP22 levels determined by FITC

immunostaining analysis (OD). Values expressed by mean £ S.E.M. P > 0.05.

Figure 4. Graph depicting the correlation among the SP22 levels quantified by ELISA (ng
SP22/ug of sperm proteins), morphological abnormalities (%) and membrane integrity (%)
in Dorper and Santa Inés rams; R* = 0.47, n = 18. The regression equation for the graph
was y = 0.0029 — 0.0015x; + 0.0010x,, where y is equal to SP22 levels by ELISA analysis,
X1 corresponds to morphological abnormalities and x, to membrane integrity. The gray

intensity scale corresponds to SP22 levels obtained by ELISA analysis.
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Figure 5. Correlations between the percentages of sperm within kinematic subpopulations
and membrane integrity (%) across the Dorper and Santa Inés rams used in this study (n =
18). (A) Percentage of spermatozoa within subpopulation 1 versus percentage of
spermatozoa with intact plasma membrane (R2 = 048, P = 0.02). (B) Percentage of
spermatozoa within subpopulation 3 versus membrane integrity (R* = 0.30, P = 0.02). The

dotted lines represent the 95% confidence limits of the regression lines.
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Table 1. Sperm parameters and scrotal circumference of Dorper and Santa Inés rams.

Parameters Dorper (n = 08) Santa Inés (n = 10)

Scrotal circumference (cm) 33.95+1.09 28.83 £ 0.56%*
Volume (mL) 1.57+£0.13 1.25+£0.12
Concentration (10° sperm mL™) 2.24 +0.28 2.69 +0.25
Production (10° sperm per ejaculate) 3.55+0.52 3.47 £0.39

"Morphological Parameters

Total defects (%)
Major defects (%)
Minor defects (%)

10.5 (9.50-13.50)
1.5 (0-2.25)
8 (8.00-11.50)

6 (4.50-7.75)*
3.5 (1.00-4.75)
2 (1.00-4.50)**

Kinematics Parameters
'Wigor (0-5)
'MOT (%)
'TMOT (%)
'PROG (%)
VAP (um s™)
VSL (um s™)

VCL (um s™)
ALH (um)
BCF (Hz)
"LIN (%)
STR (%)
ELONG
SIZE (um?)
'RAPID (%)

'MEDIUM (%)
'SLOW (%)

3(3-3)

80 (70-80)
82.00 (73.25-89.00)
36.50 (29.00-43.25)

120.87 £16.57
95.17 + 13.37
192.31 £24.23
6.95 +£1.02
36.75 £ 1.67
54.50 (49.25-66.25)
68.87 (63.75-76.25)
38.25+2.70
16.85 +2.61
57.00 (52.00-75.25)
15.50 (11.75-20.75)
5.00 (2.50-7.00)

3(3-3)
80 (80-80)
88.50 (82.75-92.00)
47.50 (41.50-59.25)*
160.85 + 6.80*
133.44 £ 6.79%
220.50 £5.60
7.09 £0.11
3049 £ 1.41*
58.5 (52.25-62.00)
78.00 (74.25-81.50)
37.80£1.27
20.19 £ 0.85
77.5 (61.00-85.75)
12.00 (6.00-17.25)
2.50 (2.00-6.25)

"Membrane integrity (%)

68.00 (65.25-70.25)

60.50(41.25-68.25)

Values expressed by mean + S.E.M; t Student test. ' Values expressed in median (Q1-
Q3); Mann Whitney test. * P < 0.05; ** P < 0.001.

59



Table 2. Kinematics characteristics for three sperm kinematics subpopulations in rams.

Kinematics Sperm subpopulations

parameters 1 2 3

n 1407 1249 1191

(%) 36.57 32.46 30.95
VAP (ums™) 193.59 +47.31* 137.81 +38.32° 53.62 £ 29.57°
VSL (ums™) 182.17 +£47.55" 84.41 +38.49" 32.62 +27.69¢
VCL (um s™) 242.76 + 61.44" 242.16 +£57.22% 110.76 + 46.50
ALH (um) 6.93 +3.12° 11.82 +3.63° 5.80 +2.96°
BCF (Hz) 29.34 £ 19.25% 31.02 + 17.65° 37.95 +20.12°
STR (%) 94.03 +7.38" 61.29 +22.85" 58.39 +26.54°
LIN (%) 71.59 +20.16" 36.01 +19.41° 35.38 +22.60°

Values expressed by mean + SD. The total number of motile spermatozoa analyzed
was 3847 from18 ejaculates. Different superscripts within a row indicate significant
differences (P < 0.05) by ANOVA with the “a posteriori” Tukey test.
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Table 3. Relative percentage of spermatozoa in each sperm kinematics subpopulation within rams.

Kinematics Rams

subpopulations N SI2  SI3 SI4 SI5 Sl6  SI7 SI8 SI9 SI10 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
N 194 86 1 119 193 74 202 213 232 182 230 910 160 217 242 36 238 199
1 409 07.6 394 286 120 473 399 573 428 654" 605" 505 70.6° 503 689" 584 37.6 53.0
2 382" 42.8° 206 322 409" 194 37.0°" 302 304 236 15.1° 18.00 1600 18.6 203 292 282 375"
3 20.9 49.6° 40.0 39.2° 47.17 333 23.1 125 268 11.00 244 315" 134 31.1 108 124 342" 09.5

Results express the percentages of all of the spermatozoa evaluated in each ram which were included in the different subpopulations. Superscripts
signals correspond to the standardized residuals of the chi-square analysis and the contribution of each ram to the constitution of the kinematics
subpopulations. SI = Santa Inés rams; D = Dorper rams; N = total number of motile spermatozoa analyzed by CASA in each ram.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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5. CONCLUSOES FINAIS

A proteina SP22 foi identificada no segmento equatorial da cabeca e no colo dos
espermatozdides ovinos. Os niveis de SP22 determinados por ELISA foram
significativamente correlacionados com a integridade de membrana e a morfologia
espermdtica. No entanto, os niveis de SP22 obtidos por andlise de imunomarcagdao
fluorescente nao foram significativamente correlacionados com estes parametros
espermaticos. Trés sub-populacdes cinético-espermadticas foram encontradas no ejaculado
dos carneiros, porém nao foram correlacionadas com as concentracdes de SP22. O estudo
da proteina SP22 em espermatozdides ovinos trouxe importantes informagdes a respeito da
capacidade reprodutiva destes animais. Entretanto, para a validacdo desta proteina como
um biomarcador de fertilidade nesta espécie sdo necessarios estudos que correlacionem 0s

niveis de SP22 com as taxas de fertilidade obtidas in vivo e/ou in vitro.
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