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1. INTRODUCAO

Os espermatozoéides de mamiferos possuem um glicocdlice que representa a
interface entre o gameta masculino e o ambiente extracelular (SCHROTER et all.
1999). O glicocalice atua como um componente funcional essencial do
espermatozdide, e estd envolvido nos passos fundamentais da biologia
reprodutiva, como o transporte do espermatozoide pelo oviduto, capacitacéo,
reacdo acrossdbmica e adesdo a zona pellcida (DIEKMAN, 2003). A superficie
desses células € composta por diferentes dominios funcionais, refletindo uma
distribuicdo espacial distinta e regulavel dos glicoconjugados (GADELLA, 2001).
Devido & extrema complexidade, pouco € conhecido sobre a estrutura e funcao do
glicocélice em espermatozodides (DIEKMAN, 2003).

As lectinas séo proteinas que se ligam de forma especifica a residuos de
carboidratos e sdo, entdo, ferramentas Uteis para a analise da expressao,
distribuicdo e alteracdo de glicoconjugados de membrana (SHARON, 2003).
Estudos de microscopia de fluorescéncia utilizando lectinas tém sido realizados
em espermatozoides de diversas espécies animais, demonstrando que a
distribuicBo dos sitios ligantes de lectinas €& restrita a certas regifes do
espermatozoide (JIMENEZ, 2003).

Entre as lectinas de plantas mais estudadas estdo as da familia
Leguminosae, principalmente aquelas isoladas de sementes de Canavalia sp.
Observa-se que as lectinas dessa familia representam um grupo de proteinas
similares estruturalmente, porém com diferentes especificidades a carboidratos
(CAVADA et al., 2001). A Concanavalina A (ConA), lectina proveniente das
sementes de Canavalia ensiformis (subtribo Diocleinae), tem sido muito estudada
e caracterizada quanto a sua estrutura e efeitos bioldgicos sobre células de
mamiferos. Entretanto, outras lectinas, com similaridade estrutural em relacéo a
ConA, tém sido isoladas das sementes de outras espécies da subtribo Diocleinae
e carecem de maiores estudos. Entre estas se destacam a ConBr, extraida da
semente de C. brasiliensis (MOREIRA, CAVADA, 1984); e a ConBol, extraida da
semente de C. boliviana (MOURA et. al, 2009).

O presente estudo tem por objetivo investigar o padrdao de ligacdo das
lectinas Con A, Con Br e Con Bol a espermatozoéides de bovinos.

2. MATERIAL E METODOS

No estudo, foram utilizadas as lectinas ConA (extraida de Canavalia
ensiformis), ConBr (extraida de C. brasiliensis) e ConBol (extraida de C. boliviana)
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marcadas com o corante fluorescente isotiocianato de fluoresceina (FITC). Estas
lectinas foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas da Universidade Federal do Ceara, de acordo com suas respectivas
referéncias de purificacdo (MOREIRA, CAVADA, 1984; MOURA, et al., 2009).

Sémen de 3 diferentes touros foi descongelado a 36°C por 60 segundos. As
amostras foram centrifugadas em 2mL de PBS por a 60g por 5min, o
sobrenadante foi desprezado e o processo foi repetido. A concentracéo
espermatica de cada amostra foi ajustada para 2 X 10° céls/mL. Cada amostra de
sémen foi divida em 4 aliquotas de mesmo volume. Os espermatozoides foram
entdo incubados com 10 pug/ml de lectina diluida em PBS a 36°C por 3 minutos.
Além dos grupos com as lectinas, foi incluido um grupo controle contendo apenas
0s espermatozoides e o marcador FITC, sem lectina. A fim de remover as lectinas
nao ligadas as células, duas centrifugacdes com PBS foram realizadas por 5min a
60g.

O padrédo de ligacdo das lectinas aos espermatozdides bovinos foram
analisadas em microscopia de fluorescéncia (Olympus IX 51 - Japao; excitacdo
460 a 570 nm e emissédo 460-610 nm).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os espermatozoides reagiram com todas as lectinas, porém a intensidade e
a distribuicdo das reacfes foram diferentes. As amostras do grupo controle nédo
apresentaram fluorescéncia, demonstrando que o corante FITC ndo possui
afinidade especffica aos espermatozoides.

A lectina ConA ligou-se a maior parte do espermatozéide, com excecao a
porcdo do segmento equatorial (Figura 1). Em muitos espermatozoides esta
lectina demonstrou uma maior intensidade de fluorescéncia na regido do
acrossoma espermatico. Segundo trabalho realizado por KURODA et al. (1998), a
lectina ConA somente liga-se a regido acrossomal de espermatozoides que
sofreram uma perda completa da membrana plasmatica que recobre o
acrossoma.

Figura 1 — Microscopia de fluorescéncia de espermatozéide bovino marcado com
ConA. Maior intensidade de fluorescéncia na regido acrossémica do
espermatozoéide, demonstrando forte ligacdo da ConA nesta regido. Seta
evidenciando o segmento equatorial.

A lectina ConBol ligou-se em todo espermatozéide, possuindo uma
intensidade de fluorescéncia maior na regido da cabeca do espermatozoéide.
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Alguns espermatozdides ndo apresentaram fluorescénica na por¢cdo acrossémica
da cabeca do espermatozoide (Figura 2).

Figura 2 — Microscopia de fluorescéncia de espermatozéide bovino marcado com
a lectina ConBol. (a) espermatozoide apresentando forte fluorescéncia na regido
acrossomal; (b) espermatozéide ndo apresentando fluorescéncia na regido do
acrossoma.

A lectina ConBr também apresentou maior afinidade pela por¢cado da cabeca
do espermatozoide. Entretanto, diferentemente das outras lectinas a ConBr ligou-
se de maneira mais fragmentada a por¢cdo da cabeca dos espermatozoides. Esta
lectina também apresentou uma fraca fluorescéncia na peca intermediaria e
cauda espermética (Figura 3).

Figura 3 — Microscopia de fluorescéncia de espermatozéide bovino marcado com
a lectina ConBr. Seta evidenciando ligacao fragmentada da lectina a cabeca do
espermatozéide.

4. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou os perfis de ligacdo das lectinas ConA, ConBol e
ConBr a espermatozoides bovinos. As lectinas ConA e ConBol mostraram
desempenhos semelhantes, ligando-se principalmente a regido acrossomal,
enquanto que a Con Br demonstrou uma ligacdo fragmentada a cabeca dos
espermatozoéides. Novos experimentos serdo realizados para elucidar a diferenca
no perfil de ligacdo das lectinas e se essas possuem capacidade de provocar
reacdo acrossdbmica e capacitacdo espermatica.
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Visto que o glicocélice espermatico possui um papel chave na fertilizacao, o
conhecimento do padrdo de ligacdo de lectinas a oligossacarideos de
espermatozéides de bovinos pode fornecer informacdes Uteis sobre a biologia
reprodutiva dessa espécie. A ligacado de lectinas pode ser uma ferramenta Util
para examinar a habilidade dos espermatozdides de sofrer capacitagcdo e a
reacao acrossomica.
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