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Resumo

Objetivou-se no presente estudo realizar purificacio parcial da proteina binder of sperm protein
1 (BSP1), proteina de 15 kDa presente nos fluidos das glandulas vesiculares de bovinos, por meio de
precipitagdo com sulfato de amonio. O fluido seminal foi extraido das glandulas vesiculares obtidas de
dez touros bos indicus em abatedouro comercial de Fortaleza, Ceard. As glandulas foram transportadas e
processadas no Laboratdrio de Fisiologia Animal da Universidade Federal do Ceard. Foi utilizado um
coquetel inibidor de proteases, com posterior centrifugacdo. Um pool de todas as amostras foi
armazenado a -20 °C e uma aliquota foi reservada para determinar a concentracdo de proteina. Para a
precipitagdo de proteinas, foram adicionadas diferentes concentragdes de sulfato de amdnio. Foram
realizados SDS-PAGE e Western blot com anticorpo especifico. Obtivemos a presenga de BSP1. Foi
observada presenca da protefna em todas as fracdes, porém, a fracdo 40-60% foi a que apresentou a maior
concentracdo de BSP1, em média 98%. A técnica utilizada foi altamente eficaz e a purificagdo dessas
proteinas possibilita uma melhoria na qualidade seminal in vitro e pode ser utilizada para obtencdo de
amostras altamente enriquecidas de BSPs, além de avaliar o potencial de fertilidade de reprodutores.
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Abstract

The objective of the present study was to partially purify binder of sperm protein 1 (BSPI)
protein, a 15 kDa protein present in bovine vesicular gland fluids, by precipitation with ammonium
sulfate. Seminal fluid was extracted from the vesicular glands obtained from ten bos indicus bulls in a
commercial slaughterhouse in Fortaleza, Ceard. The glands were transported and processed at the
Animal Physiology Laboratory of the Federal University of Ceard. A protease inhibitor cocktail was
used, with subsequent centrifugation. A pool of all samples was stored at -20 ° C and an aliquot was set
aside to determine protein concentration. For protein precipitation, different concentrations of
ammonium sulfate were added. SDS-PAGE and Western blot were performed with specific antibody. We
obtained the presence of BSPI. Protein presence was observed in all fractions, however, the 40-60%
fraction presented the highest BSP1 concentration, on average 98%. The technique used was highly
effective and the purification of these proteins allows an improvement in seminal quality in vitro and can
be used to obtain highly enriched samples of BSPs, besides evaluating the fertility potential of breeders.

Keywords: Bos indicus, seminal plasma, protein, ammonium sulfate.
Introducao

Considerando a fun¢@o do plasma seminal (PS), a andlise dos fluidos reprodutivos fornece
informagdes para a compreensdo dos mecanismos que determinam a capacidade fecundante dos gametas
masculinos (Moura et al., 2011). Os gametas sdo produzidos no testiculo, amadurecem e sdo armazenados
no epididimo sendo eventualmente liberados na ejaculagdo quando misturados com secrecdes de
acessorios glandulas sexuais. Neste ponto, proteinas seminais modulam vdrios aspectos funcionais do
espermatozoide, incluindo capacitacdo espermadtica, fundamental para o processo de fertilizacdo
(Belleannee et al., 2011; Rego et al., 2014).
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O fluido da vesicula seminal contém proteinas que participam de eventos relacionados a
protecdo dos espermatozoides (Kraus et al., 2005). Nesse aspecto, a binder of sperm proteinl (BSP1) tem
a capacidade de estabilizar a membrana espermdtica durante sua passagem pelo trato reprodutivo
feminino (Manjunath e Therien, 2002) e mediar a ligacdo dos espermatozoides ao epitélio do oviduto
(Hung e Suarez, 2012).

As proteinas Binder of sperm protein (BSP) foram identificadas pela primeira vez no PS bovino
(Manjunath e Sairam 1987), representam aproximadamente 60% da proteina presente no fluido (Kelly et
al., 2006; Moura et al., 2007). As BSPs foram isoladas e caracterizadas em outras espécies, incluindo o
bode (Villemure et al., 2003), garanhdo e cachaco (Calvete et al., 1997), javali (Lusignan et al., 2007),
carneiro (Bergeron et al., 2005) e humanos (Lefieve et al., 2007). Foram também encontradas proteinas
do tipo BSP1 em biifalo, camelo e alpaca (Harshan et al., 2009, Druart et al., 2013).

A solubilidade de uma proteina pode variar de acordo com a forca idnica da solugdo e, portanto,
de acordo com a concentracdo de sal (Moraes et al., 2013). O sal comumente utilizado € o sulfato de
amonio, e por ser muito solivel em 4gua, geralmente apresenta-se como uma soluciio aquosa saturada
que ¢é diluida até que atinja concentra¢do necessdria, expressa como uma concentracdo percentual da
solucdo saturada (uma solucdo a 100%) (Jump, 2013). A precipitacdo por sulfato de amoénio é um método
usado para purificar proteinas alterando sua solubilidade, através da técnica conhecida como salting out.
Este sulfato é comumente utilizado por ter uma solubilidade muito alta, o que permite solucdes salinas
com elevada forca idnica (Moraes et al., 2013).

O processo de purificacdo das protefnas tem como principal objetivo a obtencdo de uma amostra
para melhor compreensdo de suas caracteristicas estruturais e bioquimicas, além de um produto com
maior atividade especifica para aplicagdo em diversos processos (Koblitz et al., 2004). Com isso, o
presente estudo foi conduzido com o objetivo de purificar a BSP1, uma proteina de 15 kDa presente no
liquido da vesicula seminal de touros bos indicus, através da precipitagdo por sulfato de amdnio.

Material e Métodos
Coleta e processamento do fluido seminal bovino

O fluido seminal foi obtido de glandulas vesiculares colhidas de dez touros bos indicus em um
abatedouro comercial da regidio metropolitana de Fortaleza, Ceard, Brasil. As glandulas foram
identificadas e transportadas em recipiente refrigerado (temperatura de 2 a 10 C°) para o Laboratdrio de
Fisiologia Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara.

Ap06s dissecadas, uma incisdo longitudinal de 2 cm foi feita em cada glandula com o auxilio de
um bisturi. Em seguida, as glandulas foram gentilmente massageadas na incisao para extra¢do do fluido,
obtendo um volume de 5,8 mL, que foi armazenado em tubos Falcon de 15 mL. Imediatamente apds a
extracdo, um coquetel de inibidor de protease (Sigma Aldrich, USA) foi adicionado na propor¢ao 1:1000
ao fluido das glandulas vesiculares e, em seguida centrifugou-se a solucdo (700g, 4 °C/15 min), logo apds
o sobrenadante foi pipetado em tubos Falcon limpos de 15 mL sendo novamente centrifugado (5000g, 4
°C, 60 min), para separar os artefatos celulares do sobrenadante.

Foi realizado um pool de todas as amostras para uniformizar o conteido e foram feitas aliquotas
de 1,0 mL, armazenando-as a -20 °C. Uma aliquota foi utilizada para determinar a concentracdo de
proteina seguindo metodologia descrita por Bradford (1976).

Precipitacao das proteinas do fluido seminal bovino com sulfato de aménio

Imediatamente apds a extracdo, adicionou-se uma mistura de inibidores de proteases numa
propor¢do de 1:1000 no fluido e depois centrifugou-se (9000g, 4 °C/15 min) para separar os artefatos
celulares do sobrenadante. O sobrenadante foi submetido a precipitagdo por sulfato de amodnio
(NH4)2S504, de acordo com o volume da amostra, empregando cinco intervalos de saturacio: 0-20%
(g/L), 20-40% (g/L), 40-60% (g/L), 60-80% (g/L), 80-100% (g/L), de acordo com Scopes (1994).

Essas fracdes foram ressuspensas (solugdo: tampao tris-HC1 0,1 M, pH 7,6), em seguida, foram
entdo dessalinizadas por meio de didlise, na qual foram realizadas oito trocas de dgua em intervalo de
uma hora cada, seguida de uma liofilizacdo por 48h a -50 °C e pressdo minima de 0,035 mBar. Para
verificar o processo de purifica¢do, foram realizados a Dodecil-sulfato de sddio-Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot com anticorpo especifico para confirmar a presenca de BSP1
na amostra.
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Eletroforese unidimensional

Amostras liofilizadas da frag@o enriquecida de BSP1 obtidas através de precipitagdo com sulfato
de amonio, foram ressuspendidas em 200 pL de tampdo Tris-HCl1 0,1 M, e as proteinas quantificadas por
meio do método de Bradford (1976). Para a eletroforese, foram utilizados 20 pg de proteinas do fluido
das glandulas vesiculares (controle positivo), e 20 pg de cada fracdo recuperada nos cinco intervalos de
saturacdo durante o processo de precipitacdo, adicionados de tampdao de corrida de acordo com a
quantidade de proteina calculada para 20 ug da amostra (0,125 M Tris—HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20% (v/v)
glicerol, 0,2 M DTT, 0,02% azul de bromofenol). As amostras foram aquecidas por 90 segundos, e
pipetadas nos pocos do gel de concentragdo (4% de acrilamida), colocado sobre um gel de corrida de
12,5% de acrilamida. Para a corrida eletroforética foi utilizado o seguinte padrdo da eletroforese (SE600
Ruby, GE Healthcare): 500V, 25mA/gel, 90W. O gel foi corado com CoomassieBrilliant Blue
(CBBR250) “overnight” e descorado apds lavagens com solugdes contendo etanol (40%), 4cido acético
(10%) e agua destilada (50%). Os géis foram digitalizados com o auxilio do ImageScaner (GE
Healthcare, USA) a 300 dpi.

Western blot

O fluido das glandulas vesiculares e as fracdes precipitadas foram avaliados com Western blot.
Resumidamente, 20 pg de proteinas totais do fluido das glandulas vesiculares, seguido das fracdes
enriquecidas de BSP1, foram separados de acordo com seu peso molecular por meio de SDS-PAGE em
gel de acrilamida (12,5%). Proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de PVDF (Hybond-P,
GE Lifesciences, USA) utilizando uma unidade de transferéncia (TE 70, GE Lifesciences, USA). As
membranas foram bloqueadas “overnight” a 4 °C, submersas em mistura de 30 mL. de PBS-T (PBS +
0,5% de Tween20) e 5% de leite desnatado, seguido de 1 hora de incubag@o com anticorpo primario
contra a BSP1 bovina (1:6000). A membrana de PVDF foi lavada trés vezes com PBS-T por dez minutos,
seguida de 1 hora de incubacdo com anticorpo secunddrio (1:5.000 DnkpAbto Rb IgG;
AbcamorDonkeyanti-rabbit) e entdo enxaguados trés vezes com PBS-T por dez minutos. A imunorreacdo
foi visualizada apds a exposicdo da membrana ao substrato fosfatase alcalina BCIP/NBT (Sigma Aldrich,
USA). A reacdo foi parada apds lavar a membrana com 4gua ultrapura.

Resultados e Discussao

Nesse estudo foi possivel se obter uma fracdo altamente purificada (em torno de 98%) e
enriquecida de BSP1 a partir do fluido das vesiculas seminais de touros, utilizando-se a técnica de
precipitagdo por sulfato de amoénio. Com base nestes resultados, é possivel afirmar a eficicia e
aplicabilidade da purificacdo de fra¢do enriquecida de BSP 1 do fluido seminal bovino através da técnica
de precipitagdo por sulfato de amodnio. Pois, foi observada a modulacdo da func¢do espermadtica pela
utilizag@o das proteinas provenientes do PS. J4 que para Moura et al. (2011), as relagdes entre algumas
destas protefnas associadas a indices de fertilidade em determinadas espécies indicam que elas sdo
potenciais marcadores moleculares da capacidade reprodutiva.

No que se refere a precipitacao de proteinas, vdrias sdo as metodologias utilizadas pela literatura,
desde sais neutros como o cloreto de sédio (NaCl), sulfato de sédio (N2SO4) e mais frequentemente o
sulfato de amdnio (NH4)2SO4 (Doonan, 2004) porém solventes organicos também podem ser utilizados,
como o metanol, etanol, butanol e mais comumente a acetona (Simpson; Beynon, 2010). A utilizag¢do do
sulfato de amonio evidenciou um alto enriquecimento e rendimento, fato atribuido por Tscheliessnig et al.
(2014) a uma solubilizacdo parcial das proteinas precipitadas com os solventes organicos, ou seja, uma
reacdo intramolecular promovida pela acetona e metanol o que altera a proteina e sua solubilidade. Além
disso, Wang et al. (2013) afirmam que a utilizagdo do (NH4)2SO4 promove menores riscos a perda das
propriedades proteicas em decorréncia da instabilidade e precipitacdo promovida.

Por meio da andlise do perfil proteico da BSP1, a SDS-PAGE demonstrou a presenga desta
proteina em todas as fracdes. Porém, a fracdo 40-60% foi a que apresentou a maior concentracido de
BSP1, se comparado com as demais fragdes, ainda foi possivel observar a presenca, mesmo que em
pequenas quantidades da BSP5 (figura 1).

Foi constatada a presenga da BSP1 em todas as fracdes analisadas, por se tratar de proteinas com
a maior participacdo no plasma seminal bovino, fato ja descrito por Moura et al. (2007). A maior
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concentragdo de BSP1 observada na fragdo 40-60% em relacdo as outras fracdes pode ser explicada por
diferencas no mecanismo de acdo para precipitacio das proteinas, ja que para Duong-Ly eGabelli (2014),
a utilizacdo de sais neutros (sulfato de amdnio) promove uma redugdo na concentragdo ideal de dgua
superficial, sugerindo que nas outras fracdes ocorreram alteragdes nesta reducdio ou que a solubilizagdo
parcial das protefnas foram em concentragdes menores do que na presente fragdo. Uma outra possivel
explicagdo para este resultado, é baseada no tempo de exposi¢do e manuseio do PS enriquecido com BSP,
j4 que a exposi¢do prolongada a estas condi¢des durante o manuseio in vitro pode ser prejudicial
(Manjunath et al., 2007).

/ P 3: 98% de BSP1

MW Pl P2 p3 P4 7

BSP5——>

BSP1

Figura 1- Fragdes de BSP1 bovino detectadas pelo Dodecil-sulfato de sédio-Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), em diferentes concentra¢cdes de Sulfado de Amdnio. MW= Marcador; Pl=
Fragdo 0-20%; P2= Fracdo 20-40%; P3= Fracao 40-60% e P4= sobrenadante. Fonte: Autor

Um dos agravantes na precipitacdo de proteinas estd relacionado a forma do sal utilizado e
velocidade ideal de adig@o, ou seja, adi¢do do sulfato de amdnio a solucdo do plasma, pois dependendo
destas ag¢des podem-se formar grumos do sal ou a precipitacdo de proteinas indesejadas, comprometendo
assim a precipitacdo (Harris, 1992).

A presenca mesmo que em pequenas quantidades da BSP5 € atribuida a diferencas na
localizacdo espermdtica destas proteinas, jd que aproximadamente um ter¢co dos espermatozoides exibe
ligacdo de BSP1 e BSPS5 sobre a superficie espermadtica diferentes. Além disso, segundo Pini et al. (2018),
tanto a BSP1 quanto a BSP5 provavelmente agem sinergicamente, mesmo que com papeis e localizagdes
ligeiramente diferentes. O que para Manjunath e Therien (2002) estd relacionado ao fato de que BSP5
seja outro BSP bovino homélogo, entdo ambas proteinas possuem dois dominios da fibronectina tipo II.
Com isso, é possivel indicar que bioquimicamente, a BSP1 e BSP5 interagem com o esperma da mesma
maneira, modulam as atividades de ligacdo e compartilham semelhancas funcionais.

Outras pesquisas envolvendo a purificacdo de BSP1 in vitro em bovinos ja foram descritas por
Moura e Memili (2016), Plante et al. (2016) e Rodriguez-Villamil et al. (2016), comprovando a
capacidade das BSP’s de induzir a capacitacio dos espermatozoéides.

Portanto, as BSPs apresentam uma alta correlagdo com fertilidade de touros (seja in vivo ou in
vitro) e estes estudos nos permite hipotetizar que as BSPs podem servir como proteinas adjuvantes na
qualidade seminal, além de potenciais indicadores da reproducdo dos machos. Porém, como relatado por
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outros trabalhos, as vias fisiol6gicas e o mecanismo molecular associado as respostas das BSP’s deve ser
mais investigado.
Conclusoes

Os setores responsdveis pela produgdo animal demandam maiores indices de produtividade. A
purificacdo das proteinas demonstrada nesse estudo possibilita uma matéria prima proficua e pode servir
como base para diferentes experimentos avaliando tanto a qualidade seminal quanto o seu efeito na
qualidade espermdtica in vitro, assim como o potencial de fertilidade dos reprodutores.

Assim, podemos concluir que a técnica de precipitacdo por Sulfato de Amonio foi altamente
eficaz para purificagdo da proteina BSP1, demonstrando que esta técnica pode ser utilizada para obtengdo
de amostras altamente enriquecidas de BSPs.
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