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ZORZETTO, M. F. Perfil lipidico do sémen de touros nelore (Bos taurus indicus) de
alta e baixa resisténcia espermatica a criopreservacdo. Botucatu, 2016. 101p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A composicao dos lipideos da membrana espermatica e do plasma seminal estdo entre
os fatores que podem influenciar a capacidade fecundante do sémen. Desta maneira,
este estudo objetivou analisar as diferencgas do perfil lipidico do ejaculado de bovinos da
raca Nelore, resistentes e sensiveis a criopreservacdo. Foram utilizados 15 touros da
raca Nelore para colheitas de sémen utilizando eletroejaculador. Os ejaculados foram
diluidos com meio convencional na concentracio de 25x10° espermatozoides/palheta.
Os animais foram divididos em dois grupos conforme a resisténcia pdos-criopreservacao,
grupo A (Bad freezer, touros sensiveis a criopreservacdo) e grupo B (Good freezer,
touros resistentes a criopreservacdo). O sémen fresco foi analisado quanto morfologia
realizada por microscopia de interferéncia diferencial (DIC), cinética espermatica e
integridade da membrana. Na pés-descongelacdo as amostras foram avaliadas quanto a
cinética espermatica, integridade das membranas plasmaticas e acrossomal, caspase
ativa, peroxidacdo lipidica. A analise do perfil de lipidios foi realizada por
espectrometria de massa MALDI-MS. Foi possivel observar diferenca no perfil lipidico
dos espermatozoides e do plasma seminal entre os grupos, com maior abundancia
relativa dos ions m/z 704,59; m/z 804,59 e m/z 943,77 no grupo A nos espermatozoides.
No plasma seminal houve maior abundancia relativa de 34 ions lipidicos nos touros do
grupo B. Assim sendo, conclui-se que existe diferenca no perfil de lipidios dos
espermatozoides e no plasma seminal de touros sensiveis ou resistentes a
criopreservacao.

Palavras-chave: lipidios, sémen, espectrometria de massa e bovinos.
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ZORZETTO, M. F. Lipid profile the bull’s semen Nelore (Bos taurus indicus) high
and low sperm cryopreservation resistance. Botucatu, 2016. 101p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

ABSTRACT

Lipid compositions of the sperm membrane are among the factors that can influence the
semen fertilizing capacity. Likewise, the lipid composition of seminal plasma can
interfere in sperm quality. In this sense, this study aimed to analyze differences between
lipid profile of the ejaculate and sperm parameters from bulls (Nelore breed) wich are
resistant and susceptible to cryopreservation. In the study 15 Nelore bulls were used for
semen collection by electroejaculation. The samples were diluted with yolk egg-based
extender (Botu-Bov®). The animals were divided into two groups according to semen
quality after cryopreservation: group A (Bad freezer, bulls sensitive to cryopreservation)
and group B (Good freezer, bulls resistant to cryopreservation). Fresh semen was
analyzed for sperm morphology by differential interference contrast microscopy (DIC),
kinetic parameters by CASA and by plasma membrane integrity by epifluorescence
microscopy. In post-freezing the samples were evaluated for Kinetic parameters by
CASA, sperm viability by flow cytometry (plasma and acrosomal membrane integrity,
lipid peroxidation and active caspase) and plasma mebrane integrity by epifluorescence
microscopy. Analysis of lipid profile were carried out by mass spectrometry MALDI-
MS of the sperm membrane lipids (Experiment 1) and from seminal plasma
(Experiment 2). In Experiment 1 was observed difference in sperm lipid profile between
the groups. The group A showed highest relative abundance of ions m/z 704.59; m/z
804.59 e m/z 943.77 on spermatozoa. In seminal plasma, here was a greater relative
abundance of 34 lipid ions in bulls than group B. Therefore, in conclusion there are
differences in the sperm lipid profile and seminal plasma lipid profile between sensitive
or resistant bulls to semen cryopreservation.

Keywords: lipids, semen, mass spectrometry and cattle.
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1. Introducéo

A eficiéncia produtiva e reprodutiva na pecudria brasileira pode ser melhorada
utilizando biotecnologias da reproducdo para o aperfeicoamento do sistema de
producdo, aumentando a renda percapita, diminuindo os custos e acelerando a provacao
de animais geneticamente superiores.

A criopreservacdo de gametas tornou-se essencial para a aplicacdo dessas
tecnologias, por eliminar as limitacbes de tempo e distancia (PARKS, 1997).
Atualmente, muitos proprietarios rurais recorrem a congelacdo de sémen de seus touros
reprodutores, para facilitar o manejo na fazenda, como também conseguem manter um
banco genético importante para o rebanho e utiliza-lo em futuras estacdes de monta.

Dentre as biotecnologias da reproducdo, a inseminacao artificial (I1A) é uma
tecnologia que causa maior impacto nos programas de selecdo e consequentemente o
melhoramento genético de bovinos. A inseminacdo artificial (IA) com sémen congelado
ainda é dependente de varios passos ndo fisiolégicos, que envolvem a adi¢do de um
agente crioprotetor hipertdnico permeavel, resfriamento, congelacdo, aquecimento e a
remocao do crioprotetor (WOODS et al., 2004). Todos esses passos possuem relacao
com a estrutura funcional das membranas esperméticas e metabolismo celular, podendo
causar danos aos espermatozoides.

A perda de viabilidade dos espermatozoides ap6s o processo de congelacdo esta
relacionada principalmente a ruptura na membrana plasmatica (WHITE, 1993). Estudos
sugerem que os espermatozoides de cada espécie possuem diferentes propriedades
criobiol6gicas, bem como apresentam variacdo quanto a sensibilidade e tolerancia
osmotica a congelacdo (KATKOQV et al., 1999, PHELPS et al., 1999).

A composicdo lipidica da membrana espermatica influencia na capacidade
fecundante do sémen. Sabe-se que os lipideos desempenham importantes papeis nas
membranas espermaticas, participando dos processos de interacdo entre gametas e
influenciando o comportamento fisico-quimico dos espermatozoides durante 0s
processos de criopreservacdo (FERREIRA et al., 2010).

Os procedimentos de congelagdo e descongelagdo acarretam quedas da
fertilidade quando comparada aquela do sémen a fresco. Existem touros que apresentam
baixa resisténcia espermatica a congelacdo seminal. Muitos fatores podem prejudicar a
resisténcia espermaética a criopreservacdo, como os fatores genéticos (WHITE, 1993,

LEITE et al., 2010). Ainda, destacam-se 0s que estdo relacionados & composi¢do da
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membrana plasmatica espermatica (PARKS e LYNCH, 1992, GARCIA et al., 2011) e
do plasma seminal (FERRUSOLA et al., 2009, ALVAREZ et al., 2008).

As pesquisas do perfil lipidico em ejaculados de touros Nelore possibilitam uma
analise mais minuciosa da qualidade do sémen em niveis bioguimicos, ultra-estruturais
e funcionais na membrana plasmatica espermaética. Portanto, o estudo teve como
objetivo avaliar as diferencas no perfil lipidico do ejaculado e dos pardmetros
espermaticos de bovinos da raca Nelore que sdo resistentes e sensiveis as injurias

decorrentes da criopreservacao.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar perfil lipidico de bovinos da raca Nelore resistentes e sensiveis a

criopreservacao.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar o perfil lipidico do ejaculado de touros com alta e baixa resisténcia a
criopreservacao, pela espectrometria de massa MALDI-MS.

Avaliar a cinética esperméatica com o emprego do analisador computadorizado
dos movimentos espermaticos (CASA), pré e pos-descongelacdo de animais
com alta e baixa resisténcia a criopreservacao;

Avaliar a integridade da membrana, com a associac¢do das sondas fluorescentes
diacetato de 6-carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP), nos
momentos pré e pos-descongelacdo e entre animais sensiveis e resistentes a
criopreservacao;

Avaliar a integridade do acrossoma, integridade da membrana citoplasmatica,
presenca de caspase ativa e peroxidacdo lipidica com o uso da técnica de
citometria de fluxo, ap6s a descongelacdo das amostras de sémen entre 0s
animais sensiveis e resistentes a criopreservacao;

Avaliar as alteracdes morfoldgicas (defeitos) em microscopia de interferéncia

diferencial (DIC) entre os animais sensiveis e resistentes a criopreservacao;
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3. Revisdo de literatura

3.1 Célula espermatica

Os espermatozoides, constituidos por cabeca e cauda, que por sua vez €
subdividida em trés pecas: intermediaria, principal e terminal, sdo recobertos pela
membrana plasmatica. A cabeca do espermatozoide é formada pelo acrossomo, lamina
pos-acrosomal, e ndcleo. No ndcleo os dois tercos anteriores sdo sobrepostos pelo
acrossoma, que formam uma vesicula especializada originada do complexo de Golgi,
uma membrana de duas camadas que contém enzimas hidroliticas essenciais para a
penetracdo do espermatozoide no odcito. O ndcleo preenche a maior parte da cabeca do
espermatozoide e é onde fica armazenado o material genético em formato de DNA
altamente condensado e contido por dupla camada nuclear. O espaco entre a cabeca e 0
pescoco na célula espermatica € bem definida por um anel e é o local de fixacdo da
membrana plasmatica com o envelope nuclear na base da cabeca (BRITO, 2007).

A célula espermatica é formada em processo Unico contendo varias divisdes
meidticas e mitoticas das espermatogonias. A transcricdo de proteinas e adicao final de
protaminas leva a substituicdo das histonas e organizagdo da cromatina. O DNA
espermatico é organizado de forma especifica mantendo a cromatina no nucleo
compacta e estavel, e ocupa praticamente todo o nucleo espermatico (D"OCCHIO, et
al., 2007).

Na bainha mitocondrial localiza-se a pega intermediaria que contém as
mitocondrias, responsaveis pela producdo de ATP, através de fosforilacdo oxidativa, sua
funcdo € a de suprimento energético para os movimentos flagelares (COSSON, 1996).
Desta forma, o ATP é importante, entre outros fatores, no processo de manutencdo da
bomba de Na+ e K+, responsavel pela regulacdo quimica e no transporte de gradientes
eletroliticos. Assim, a integridade funcional das mitocondrias é um fator importante na
sobrevivéncia da célula espermatica durante o trajeto pelo trato reprodutivo da fémea,
nas aplicacdo das biotécnicas reprodutivas (SILVA e GADELLA, 2006).

A reacdo acrossomal, resultante da liberacdo e ativacdo das enzimas
acrossomais, € ativada pela ligacdo do espermatozoide com a zona pelucida. A
penetracdo do espermatozoide na zona pellcida é facilitada por esse processo associado
com a hiperativacdo da motilidade (HONDA et al., 2002). Desta maneira, a fertilizagéo
SO ocorrerd caso 0 acrossomo permaneca intacto durante todo trajeto espermatico pelo

trato reprodutor feminino até 0 momento final da ligacdo com a zona pelucida. No caso
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da reacdo acrossdmica ocorrer prematuramente é observada queda no indice de
fertilidade do sémen (SILVA e GADELLA, 2006).

3.2 Composicao das membranas espermaticas

A membrana plasmatica € constituida por bicamada lipidica contendo proteinas
integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados em
composicao fluida. Esses componentes permanecem agregados & regides especificas da
membrana, sendo essas cabeca, peca intermediaria e o flagelo (GADELLA e
HARRISON, 2000). Desta maneira, a integridade da membrana torna-se essencial para
0 metabolismo normal do espermatozoide, capacitacdo e reagdo acrossomica. Pode ser
utilizada para avaliar a viabilidade espermatica (JANUSKAUSKAS et al., 2000;
GARNER et al., 1997).

A membrana plasmatica exerce funcdo essencial para a sobrevivéncia
espermatica no trato reprodutivo feminino e manutencdo da capacidade fecundante.
Possuindo uma especificidade particular, atuando como barreira seletiva entre os
componentes do meio intra e extracelular e quando ocorre alguma mudanga na sua
estrutura, sua funcdo torna-se comprometida (CUNHA, 2015). A membrana
espermatica, é de estrutura assimétrica, e sua bicamada lipidica é composta por faces
interna e externa. Seus diferentes componentes possuem afinidades especificas com
cada regido recoberta por sitios de ligacdo (GWATHMEY et al., 2006). Desta forma,
cada regido da membrana plasmatica é considerada como dominios de funces
especificas. Na regido da cabeca do espermatozoide ela exerce funcdo de interagir com
0 ovOcito; enquanto que na regido que recobre a peca intermediaria, estdo localizadas as
mitocondrias envolvidas na producdo de energia e na regido do flagelo, ela esta
envolvida na motilidade (FLESCH e GADELLA, 2000).

As proteinas presentes na membrana plasmatica realizam o transporte especifico
de moléculas, este transporte pode influenciar a fluidez e permeabilidade da membrana.
A fluidez da membrana esta diretamente relacionada com os lipidios que a compdem
(ALBERTS et al., 1994), quantidade de colesterol, niveis de saturacdo dos acidos
graxos e fosfolipidios presentes na membrana (WOLFE et al., 1998), assim como pela
temperatura a qual é exposta (ALBERTS et al., 1994; FLESH e GADELLA, 2000;
CELEGHINI, 2005;).

As moléculas lipidicas da membrana plasmatica, sdo anfipaticas, possuindo

regido hidrofilica (polar) voltada para o meio externo e superficie hidrofébica (apolar),
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voltada para o meio interno (CUNHA, 2015). Dos lipidios que compdem a membrana
plasmética o que pode ser encontrado em maior abundancia sdo os fosfolipidios:
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e esfigomielina. Esses lipidios na
membrana plasmatica possuem tamanhos e disposicao diferentes, fato importante que
influencia no agrupamento das moléculas e afeta a fluidez (ALBERTS et al., 1994).

A membrana plasmética € uma estrutura na qual ocorrem constantes mudancas
entre seus componentes e sua disposicdo aleatoria por serem de movimentacdo livre.
Essa movimentacdo confere fluidez a membrana, quando a mesma encontra-se em
temperatura ambiente, essa fase da membrana é conhecida como estado liquido-
cristalino. A fluidez da membrana, ainda pode ser influenciada pela proporgéo
colesterol:lipideos e os tipos de lipidios presentes (AMANN e GRAHAM, 2010). De
forma geral, a maior quantidade de colesterol na membrana a torna menos flexivel,
fluida e permeédvel (AMANN e GRAHAM, 2010; ALBERTS, 1994; GIRAUD, 2000).

3.3 Lipidios das membranas espermaticas

A bicamada lipidica da membrana espermatica é composta por fosfolipidios e
colesterol, entremeados por proteinas. As principais classes de fosfolipidios presentes
nos espermatozoides do mamiferos sdo a colina, etanolamina e esfingomielina
(AMANN e GRAHAM, 2010).

Os mamiferos em sua maioria contém como principal acido graxo o &cido
docosa-hexandico na composicdo da membrana plasmatica dos espermatozoides, no
entanto na membrana espermatica dos equinos, passaros e ovinos o principal &cido
graxo é o acido docosa-pentandico (PARKS e LYNCH, 1992; GARCIA et al., 2011b).
A membrana espermatica de varias espécies de mamiferos, sdo constituidas em 60%
pelos acidos graxos poli-insaturados, o que resulta em maior fluidez da membrana
devido a quantidade de duplas ligacbes ou ligacdes insaturadas presentes (VALENCA e
GUERRA, 2007).

A fluidez da membrana plasmatica confere maior resisténcia a célula
espermatica exposta a criopreservacdo (GIRAUD et al., 2000). Go e Wolf (1983)
relataram, que o0 colesterol causa o desaparecimento da fase de transicdo da
esfingomielina quando presente nas propriedades dos fosfolipidios, aumento o estado
fluido intermediario da membrana e acarretando em um estado liquido-cristalino dos
lipidios ao invés do gel. O colesterol ainda pode causar diminuicdo da permeabilidade

da membrana, influenciando na movimentacdo dos componentes e a atividade das
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enzimas ligadas a membrana (YEAGLE, 1985).

As modificagdes na composicdo lipidica da membrana plasméatica do
espermatozoide € fator importante na viabilidade dessas células quando submetidas a
criopreservacao (PARKS e LINCH, 1992).

A fosfatidilserina entre outros fosfolipidios localizados no folheto interno da
membrana plasmatica é exposta para o folheto externo quando ocorre danos na
membrana como no choque frio ou em graves danos decorrentes da refrigeracao
(GRAHAM, 2010).

A distribuicdo do colesterol na membrana espermética ndo é uniforme,
apresentando maiores concentracdes na por¢do extracelular da membrana plasmatica em
relacdo a intracelular. Wales e White (1959) relataram que as espécies de mamiferos
com espermatozoides contendo menor teor de colesterol apresentam menor resisténcia
ao choque frio. Poulos et al. (1973) observaram que as espécies com menor resisténcia a
criopreservacao, apresentam maior quantidade lipidios insaturados na membrana
espermatica. Além disso, Quinn e White (1967) indicaram relacdo entre a perda de
fosfolipidios durante o transito no epididimo e baixa resisténcia espermatica a
criopreservacgao em espermatozoides de carneiros.

A criopreservagao seminal pode causar lesdes celulares pela alteracdo ou ruptura
das estruturas da membrana, e ainda por modificar funcdes espermaticas. O
resfriamento rapido dos espermatozoides de 20°C a 5°C induz danos irreversiveis para a
membrana celular, caracterizada pela perda de lipidios da membrana para 0 meio
extracelular e consequentemente perda de ions e moléculas intracelulares. A maior
referéncia na protecdo espermatica proporcionada pelos fosfolipidios a criopreservacao
é utilizacdo da gema de ovo, sendo esta um dos principais componentes dos meios
diluidores na congelacdo de sémen. O componente presente que confere essa protecdo a
membrana € o fosfolipidio lecitina (MEDEIROS et al. 2002).

Schiller et al., (2003) estudaram fosfolipidios da membrana plasmética do
espermatozoide bovino e observaram que a fosfatidilcolina (FC) corresponde a maior
fracdo dos fosfolipidios presentes na membrana, em menor proporgdo estd a
esfingomielina (SE) e fosfatidiletanolamina (FE). Neste mesmo estudo, relataram uma
quantidade significativa de FC e FE formadas por ligacGes do tipo éter, alquil e alquenil
e uma pequena parcela no formato de ligacGes do tipo diacil.

No estudo realizado com garanhdes por Garcia et al. (2011a) observou-se alta

quantidade de fosfolipidios presentes na membrana plasmatica desses animais, e que
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resulta na reducdo da perioxidacéo lipidica ap6s a congelacdo do sémen. Ainda, Garcia
et al. (2011b) em um segundo estudo, relataram que a composi¢do, a propor¢do de
lipidios na membrana espermatica de equinos interferem na peroxidacdo lipidica da
mesma, podendo alterar a criotolerancia espermatica.

Ha& relatos na literatura que menores quantidades de colesterol presentes na
membrana de bactérias diminuem a tolerdncia da mesma a exposicdo a baixas
temperaturas  (WHITE, 1993). Darin-Bennett e White (1977) analisaram
espermatozoides de coelhos, humanos, bovinos e ovinos, e relataram que o0s
espermatozoides das espécies mais resistentes ao choque térmico apresentavam maiores
taxas de colesterol:fosfolipidios em relacdo as espécies mais susceptiveis & danos
decorrentes da congelacao.

Estudos com espermatozoides humanos demonstraram alta presenca dos acidos
palmitico, estearico, oleico, linoleico, docosa-hexandico e araquiddnico em
espermatozoides defeituosos (KHOSROWBEYGI e ZARGHAMI, 2007). Combes et al.
(2000) incorporando colesterol a membrana plasmatica de espermatozoides equinos,
através de complexo de inclusdo com ciclodextrina, obtiveram melhora da cinética

espermatica e integridade de membrana.

3.4 Plasma Seminal

A porcdo aquosa do sémen que é adicionada aos espermatozoides durante o
transporte epididimario e a ejaculagdo é denominado de plasma seminal (PS). Esse
fluido é produzido pelo epididimo e glandulas sexuais anexas (BURROUGHS et al.,
2013).

O plasma seminal € uma secrecdo complexa que contribui significativamente
para o volume do sémen (REGO et al., 2015) e € de grande importancia fisiologica por
carrear 0s gametas masculinos até o sistema reprodutor feminino, dando condicgdes para
a viabilizagéo do processo de fertilizacdo (RONCOLETTA et al., 1999).

Na espécie bovina o plasma contém variadas fungdes, do transporte ao trato
genital feminino (MANJUNATH,; THERIEN, 2002; BERGERON et al., 2004), a
participacdo no processo de capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal, (THERIEN;
BLEAU; MANJUNATH, 1995; THERIEN; SOUBEYRAND; MANJUNATH, 1997;
MANJUNATH; THERIEN, 2002; MOURA et al., 2007) fertilizacio, (MOURA et al.,
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2007; GWATHMEY et al., 2006; SOUZA et al.,, 2008) na protecdo ao estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica (MOURA et al., 2007; RAO et al., 2013).

O plasma seminal tem como principal componente e em abundéancia a proteina, e
tal componente é considerado o modulador dominante da funcdo dos espermatozoides
(LEAHY:; GRAAF, 2012).

As proteinas do plasma seminal advindas do epididimo desempenham papéis na
maturacdo final dos espermatozoides, ja as proteinas das glandulas sexuais anexas
contribuem na capacitacdo espermatica, motilidade, reacdo acrossomal, protecdo dos
espermatozoides ao estresse oxidativo e respostas imunes (KELLY et al., 2006;
MOURA et al., 2007; MOURA et al., 2010; REGO et al., 2014, REGO et al., 2015).
Outro importante papel das proteinas do plasma seminal é a remodela¢do da membrana
dos espermatozoides, no transporte de substancias lipofilicas e ions e na protecdo dos
espermatozoides a reacdes oxidativas e ataque imunoldgico, também na prevencgdo a
uma reacdo acrossémica prematura, essas fungdes sdo atribuidos as proteinas presentes
no fluido da cauda do epididimo de touros (MOURA et al., 2010).

A proteina acida do fluido seminal (aSFP), é uma proteina importante
encontrada em grande quantidade no plasma seminal de bovinos, secretada pelas
vesiculas seminais, ampolas e epididimo. E considerada um bom marcador biogquimico
para a alta fertilidade dos touros (RONCOLETTA, 2003), por preservar a integridade da
membrana, agindo como um redutor da peroxidacdo lipidica espermaética, além de
regular de acordo com a sua concentracdo, a atividade mitocondrial e a motilidade
espermatica (SCHONECK; BRAUM; EINSPANIER, 1996).

Segundo relatos de Jobim et al. (2003) e Roncoletta et al. (1999) em bovinos
existe diferenca nas proteinas do plasma seminal entre os animais que tem boa resposta
a congelacdo e aqueles que sdo mais sensiveis ao processo, sugerindo que o estudo
dessas proteinas poderiam ser utilizadas como marcadores da congelabilidade ou
funcionar como biomarcadores da fertilidade. Outro estudo mais recente, demonstrou
que as proteinas do plasma seminal podem servir como biomarcadores da fertilidade em
touros e sugere-se que a avaliacdo simultanea da expressdo dessas proteinas, juntamente
com outros ensaios de fertilidade possa ajudar a determinar a fertilidade em bovinos
(ASLAM et al., 2014).

O plasma seminal e os espermatozoides possuem fungédo antioxidante composta
por diferentes substancias, como a taurina, glutationa reduzida (GSH), a glutationa

peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) na prevencéo do
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dano oxidativo. Porém, esta capacidade antioxidante € limitada nas células
espermaticas, devido ao componente citoplasmatico que contém os antioxidantes ser de
tamanho reduzido, demostrando a importante funcdo do plasma seminal na prevencgéo
do estresse oxidativo (SARIOZKAN et al., 2009). Estudos realizados recentemente na
espécie bovina, relataram que o fator touro € responsavel por mais de 86% da variacao
da capacidade antioxidante total no plasma seminal, enquanto o fator ejaculado
contribui com apenas 2% dessa variagdo (GURLER; CALISICI; BOLLWEIN, 2015).

No entanto, apesar dos relatos sobre o efeito benéfico do plasma seminal aos
espermatozoides, o0 mesmo também ja foi descrito como prejudicial (BERGERON et
al., 2004), fato que esta relacionado com o tempo de contato entre eles (MANJUNATH
etal., 2007).

Na monta natural o espermatozoide passa um intervalo de tempo relativamente
curto em contato com o plasma seminal, mas durante o processamento do sémen para a
criopreservagao ou sexagem, o espermatozoide pode passar horas, até mesmo um dia,
no plasma seminal diluido (BURROUGHS et al., 2013). Alguns autores, relataram que
em garanhdes a presenca do plasma seminal tem efeito muito pequeno para a qualidade
e viabilidade espermética quando o sémen é congelado logo ap6s a colheita, porém,
quando o sémen é exposto por um longo tempo ao plasma seminal antes da congelacao,
ele torna-se prejudicial para a sobrevivéncia espermatica péds-congelacdo (MOORE,
SQUIRES e GRAHAM, 2005).

As proteinas mais encontradas no plasma seminal bovino (50 a 70%) séo as
BSPs, decorrentes de uma familia de proteinas de ligacdo a fosfolipideos
(MANJUNATH et al.,, 2007). Manjunath et al. (2002), descreveram suas funcdes,
principalmente em relacdo ao efluxo de colesterol e fosfolipidios da membrana do
espermatozoide que se relacionam com o processo de capacitacdo espermatica. Este
efluxo € concentracdo e tempo dependente e, por isso, a exposi¢ao continua das células
espermaticas ao plasma seminal pode ser nociva a membrana dos espermatozoides
(THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1999, BERGERON et al., 2004). Fato que
pode tornar o espermatozoide mais sensivel ao processo de preservagdo através da
criopreservacdo (MANJUNATH et al., 2007) ou levar a uma capacitacdo prematura
pos-descongelacao, afetando o processo de fertilizacdo (NAUC; MANJUNATH, 2000).

O grande conjunto de dados gerados referentes a reproducdo na industria da 1A
nos rebanhos geraram mais informacdes sobre a fungéo das BSPs nos touros (LEAHY;
GRAAF, 2012). Foi relatado que a abundancia relativa de BSP1 (D'AMOURS et al.,
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2010) e BSP3 (RONCOLETTA et al., 2006) é positivamente associada com baixa
fertilidade. O mesmo foi relatado em outro estudo com a BSP 30 kDa que em maiores
quantidades tornou-se prejudicial para a fertilidade (MOURA et al., 2006) fato que
corrobora com estudos que relatam que a exposicdo do espermatozoide a concentracdes
crescentes de BSP provoca danos na membrana espermaética, resultante de um excesso
de efluxo de lipidios (MANJUNATH; THERIEN, 2002).

Na espécie esquina, a remocao do plasma seminal € um processo essencial para
refrigeracdo ou criopreservacdo do sémen (LOOMIS, 2006; RAMIRES NETO et al.,
2013b). Vérios estudos ja relataram que o plasma seminal apresenta efeitos deletérios
para refrigeracdo do sémen equino (KARESKOSKI; KATILA, 2008; RIGBY et al.,
2001; BRINSKO et al., 2000). Ramires Neto et al. (2013) relataram que na refrigeracao
do sémen de alguns garanhdes, a presenca do plasma seminal causa menor qualidade e
viabilidade espermatica. A motilidade espermaética e integridade do DNA apresentam-se
superiores em amostras com remog¢édo completa do plasma seminal, quando comparadas

as amostras com plasma seminal (LOVE et al., 2005).

3.5 Crioprotetores

A primeira etapa envolvida na criopreservacao € a diluicdo do sémen com meios
especificos, na tentativa de evitar os efeitos deletérios da técnica (FOOTE, 1982).

A diluicdo do sémen é importante por permitir uma protecdo efetiva do sémen
com antibio6ticos, minimizando a possibilidade de transmissdo de patdgenos ou de
organismos  potencialmente  patogénicos, prolongar a sobrevivéncia dos
espermatozoides e protegé-los de condi¢bes ambientais desfavoraveis, aumentar o
volume ejaculado, reduzir os efeitos toxicos dos subprodutos do metabolismo
espermatico e possibilitar a avaliacdo apropriada da motilidade espermatica individual,
evitando, a0 mesmo tempo, a aglutinacdo dos espermatozoides (BITTENCOURT,
2009).

Porém, os diluidores e crioprotetores podem causar danos irreversiveis aos
espermatozoides se a estrutura fisico-quimica da célula for afetada, diminuindo assim a
motilidade e a capacidade fecundante (PICKETT et al., 1987).

Os agentes crioprotetores mais utilizados sdo: gema de ovo, glicerol e agucares,
sendo empregados em diferentes porcentagens de acordo com a composi¢cdo dos
diluidores (CHACUR, 1996).
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A gema de ovo e o leite de vaca sdo as principais fontes de lipideos e
lipoproteinas utilizadas na preparacdo de diluentes de congelacdo de sémen bovino,
porém a maioria dos extensores disponiveis comercialmente sdo produzidos a base de
gema de ovo (DEJARNETTE et al., 2000). Existe outros meios sendo utilizados na
criopreservagdo seminal utilizando como base o leite integral homogeinizado, leite
desnatado e &gua de coco, porém a gema de ovo € o elemento mais utilizado na
criopreservacao de espermatozoides bovinos (AMIRAT et al., 2005).

A gema de ovo é amplamente empregada como crioprotetor ndo permeéavel,
operando na protecdo espermatica contra o choque frio (MOUSSA, et al., 2002). A
protecdo desempenhada pela gema de ovo e seus mecanismos de ac¢do, ainda nédo foi
bem esclarecida (MEDEIRQOS et al., 2002). No entanto vérias pesquisas indicam a
presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LPLs) na composicdo de pequenas
fracbes da gema de ovo. Essas lipoproteinas sdo as responsaveis pela resisténcia ao
choque frio (HOLT, 2000; MOUSSA et al., 2002; VISHWANATH e SHANNON,
2000).

O mecanismo de acdo e a associacdo das LPLs presentes na membrana dos
espermatozoides, conferindo crioprotecdo dessa célula sdo especulados em diversos
trabalhos cientificos. Assim sendo, foi sugerido por Holt (2000) que a ac¢do das LPLs,
deriva das alteracdes ocorridas na permeabilidade celular, ou seja, da interacdo entre as
LPLs, agua e ions presentes nas estruturas da membrana espermatica, esses eventos
culminam com a ativacdo de bombas ibnicas e afetam o comportamento osmético
celular e a permeabilidade a crioprotetores como o glicerol.

Contradizendo esses relatos, Manjunath et al., (2002), observaram que as LPLs
interagem com proteinas de baixo peso molecular que compdem o plasma seminal
(familia das BSPs) e essas mesmas atuam na potencializacdo de moléculas capacitantes
como as lipoproteinas de alto peso molecular e glicosaminoglicanos. Segundo esse
mesmo estudo as BSPs tém atuacdo direta na desestabilizagdo da membrana plasmatica
utilizando a retirada de colesterol e fosfolipideos, fun¢do essa extinguida ou suprimida
pela interacdo protéica com as LPLs, indicando, o possivel e mais provavel, mecanismo
de acdo da gema de ovo na protecéo espermatica.

Vishwanth e Shannon (2000) observaram que devido a variedade de diferentes
meios diluidores utilizados, a quantidade de gema adicionada aos mesmo é muito
variavel, em média utiliza-se concentracdes de 15% a 30% do volume total dos meios

de criopreservagéo.
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Crespilho (2010) relatou que os diluidores TRIS e Botu-Bov® (que possuem a
gema de ovo em suas composicdes) foram mais efetivos para a congelagéo do sémen de
touros, mostrando-se mais vantajosos em relagdo ao meio Botu-Bov® a base de lecitina
de soja (BB-L) pela producéo de maior nimero de amostras seminais adequadas para a

utilizagdo em programas de IA.

3.6 Criopreservacao do sémen bovino

Os principios bésicos da criopreservacdo do sémen sdo a suspensdao do
metabolismo e a manutencdo das caracteristicas espermaticas por um periodo
prolongado de tempo (AMANN e PICKETT, 1987). A qualidade do sémen
criopreservado € um dos fatores que afeta a probabilidade de concepcdo (SAACKE,
1984).

O processo de criopreservagdo requer que 0s espermatozoides sejam submetidos
a refrigeracdo moderada e controlada, visando preservar a funcdo principal dessas
células, que ¢ a fecundacdo do ovdcito (HOLT, 2000). O controle da taxa de reducéo da
temperatura diminui a possibilidade de perda da viabilidade celular, por diminuir a
formacao de cristais de gelo no interior da célula espermatica (KUMAR et al., 2003).

Os protocolos utilizados na criopreservacdo do sémen bovino geralmente
incluem o resfriamento do sémen a 4 a 5°C, seguido pela manutencdo da temperatura
por um intervalo variavel de equilibrio (de 30 minutos a 24 horas) e posteriormente a
congelacdo (LEITE et al., 2010).

Estudando a utilizacdo de 4 ou 18 horas de tempo de equilibrio em sémen de
touros holandeses, Foote et al. (2001) chegaram a conclusdo de que quatro horas foram
suficientes para o sémen tornar-se apto a uma boa congelacdo/descongelacdo e com boa
porcentagem de sobrevivéncia dos espermatozoides.

O periodo de equilibrio varia de acordo com a espécie animal, com o protocolo
de congelacdo/descongelagdo e também segundo o meio diluente utilizado (CHACUR,
1996).

3.7 Alteracdes da estrutura espermatica pos-criopreservacgao
As principais injarias celulares relacionadas ao choque frio ocorrem entre 15° a
5°C (STORNELLI et al., 2005; WATSON, 2000), levando a queda significativa na
motilidade espermatica e atividade metabdlica (BLACKSHAW e SALISBURY, 1957).
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O termo choque térmico define um conjunto de alteracBes ocorridas na célula
espermatica de mamiferos submetidas a refrigeracdo rapida, da temperatura corporea (+
38°C) a temperaturas proximas a 5°C, resultando no decréscimo da motilidade
espermatica, assim como em mudanc¢as na bioquimica e no funcionamento destes
gametas (WATSON, 2000).

Outro ponto critico da criopreservacdo ¢ o “efeito solucdo”, caracterizado pela
desidratacdo excessiva da célula, elevada concentracdo de solutos, modificacdo do pH e
consequente alteracdo na funcdo do espermatozoide (FAHY, 1980). Segundo Watson
(1995), quando a célula espermética é submetida a congelacdo lenta, ha tempo
suficiente para que grande quantidade de agua intracelular migre para o ambiente
extracelular, estabelecendo o equilibrio entre solvente e soluto. Desta forma, torna-se
estritamente necessaria a descongelacdo na mesma intensidade, ou seja, de forma lenta,
para que a célula, ao ser reidratada, ndo sofra rompimentos das membranas bioldgicas
pela rapida reconstituicdo do volume intracelular.

O processo de congelacdo rapida, aliado a descongelacéo lenta, implicara danos
causados pela formacdo de pequenos cristais de gelo, os quais podem se agrupar
formando cristais grandes, que rompem a membrana (WATSON, 2000). Importante
salientar que a curva de congelagéo ideal deve ser suficientemente lenta para permitir
que os espermatozoides se desidratem, e rapida o bastante para evitar que as células
espermaticas fiqguem expostas por muito tempo as elevadas concentracdes de soluto
(SNOECK, 2003).

As diferentes espécies apresentam variacfes de fragilidade espermaética ao
processo de refrigeracdo, essas podem ser conferidas pelas modificagdes na composicao
da membrana plasmatica. A sensibilidade da membrana espermatica em ser submetida
as mudancas que ocorrem durante a refrigeracdo é contrariamente relacionada com a
proporcao de colesterol presente na membrana. Ainda esta relacionada com o grau de
instauracdo e quantidade de acidos graxos que compdem a mesma, sendo que, altos
indices de acidos graxos saturados causam maior susceptibilidade a danos na membrana
(DROBNIS et al., 1993).

Existem fatores bioquimicos especificos que podem afetar a capacidade
espermatica de evitar os danos provocados pelos procedimentos criogénicos
(RAIZADA et al., 1990, ANDRABI et al., 2008). As diferencas na quantidade de

lipideos nos
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espermatozoides entre especies diferentes € uma das causas de menor congelabilidade
do sémen (JAIN e ANAND, 1976; TATHAM, 2000).

Na especie bovina a fosfatidilcona esta presente em torno de 50% na
composicdo lipidica da membrana espermatica. Da mesma maneira, a
fosfatidiletanolamina corresponde a apenas 10% da membrana em bovinos (PARKS et
al., 1997).

A membrana plasmatica espermatica sofre alteracdes em sua estrutura tentando
se adequar as mudancas de temperatura que ocorrem durante 0S processos de
criopreservacao. A translocacdo de fosfolipideos € uma delas, com a externalizacéo da
fosfatidilserina. Modificagbes ocorridas nas membranas espermaticas durante o
procedimento de congelacdo e descongelacdo sdo semelhantes as alteracdes fisiologicas
da capacitacdo (SILVA et al., 2009a).

AlteracBes diferem os processos fisioldgicos observados durante a capacitagdo
dos mecanismos envolvidos na troca dos lipideos entre 0 meio interno e externo da
membrana plasmatica, como a fosforilacéo da tirosina e efluxo de colesterol, que podem
ser observados nos espermatozoides criopreservados (SILVA e GADELLA, 2006).
Anéloga a capacitacdo, a criopreservacdo provoca maior fluidez e exposi¢édo de sitios de
ligagdo a moléculas externas na membrana plasmatica, requerendo rapidez na
capacitacdo da célula (THOMAS et al., 2006).

No plasma seminal geralmente sdo encontradas moléculas pré-oxidantes
denominadas de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS), que estdo
associadas ao metabolismo aerdbico. As ROS podem desempenhar funcdes fisioldgicas
ou deletérias nos espermatozoides, seu papel varia de acordo com as concentracdes em
gue sdo encontradas no plasma. As mesmas quando em concentracdes fisioldgicas,
podem fazer parte de processos vitais das células esperméticas como maturacao,
capacitacdo, hiperativacdo, reacdo do acrossoma e fusdo espermatozoide-oocito. No
entanto, em niveis deletérios induzem ao processo de peroxidacdo lipidica, causando
danos ao DNA e até a apoptose da célula espermatica (KOTHARI et al., 2010).

O oxigénio apresenta efeitos toxicos a célula, resultantes da oxidacdo de
componentes como tiois, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipideos,
principalmente acidos graxos poli-insaturados, mediados por ROS e espécies reativas de
nitrogénio (RNS; GILLE e SINGLER, 1995). Essas espécies reagem em contato com 0s

acidos graxos poli-insaturados, presentes nas membranas celulares e nas lipoproteinas, e
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consequentemente, desencadeia o processo de lipoperoxidagdo (WILLIAMS e FORD,
2005).

A vulnerabilidade da célula espermaética a acdo das ROS esta ligada a presenca
das duplas ligacGes nas moléculas da membrana plasmatica, sendo o fator iniciante da
cascata da peroxidagdo lipidica, objetivando estabilizar os elétrons desemparelhados
destes radicais (IRVINE, 1996).

Na célula espermatica equina foi observado que durante a congelacdo e
descongelacdo, a mesma apresenta maior acdo da peroxidacdo lipidica do que no
espermatozoide refrigerado ou ndo exposto a esses processos (NEID et al., 2002).
Resultados semelhantes, também foram encontrados no sémen de bufalos (KADIRVEL
et al., 2009).

A apoptose € marcada por diversas mudangas estruturais e bioquimicas que
podem ocorrer nas células, como a agregacdo da cromatina, condensacdo citoplasmatica
e mudangas nas membranas nucleares e citoplasméticas (WILLIANS e SMITH, 1993).
Quando o nucleo é fragmentado e seus debris celulares sdo denominados corpos
apoptoticos, é a fase do seu processo com a dispersdo desses corpos para 0 espaco
intercelular e extrusao dos tecidos. Esse evento vem ocorrendo em varios tipos celulares
(WYLLIE et al., 1980; WYLLIE, 1997).

Na fase inicial da apoptose, geralmente ocorre a translocacdo da fosfatidilserina,
do interior da membrana celular integra, para o exterior, evento que leva a lesdo da
membrana (MARTIN et al., 1995). A translocacdo da fosfatidilserina foi identificada
como um marcador de degradacdo precoce na membrana de espermatozoides
criopreservados em humanos e bovinos (DURU et al., 2001; ANZAR et al., 2002).

No ejaculado de homens, alguns autores identificaram a existéncia da caspase-
dependente no andamento do processo apoptético (SAID et al., 2004; MARCHETTI e
MARCHETTI, 2005). As caspases sdo enzimas consideradas as maiores transdutoras e
efetoras dentro dos diversos percursos de sinalizacdo de apoptose em células somaticas.
Essas enzimas sdo da familia das proteases altamente especificas, contendo o
aminoéacido cisteina em seus sitios ativos (PAASH et al., 2004). As caspases envolvidas
no processo da apoptose sdo as conhecidas como iniciadoras (caspases 8, 9, e 10) ou
efetoras (caspases 3, 6 € 7; BRANTTON et al., 2000).
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3.8 Analises realizadas pela Citometria de Fluxo

Os espermatozoides sdo células que necessitam possuir determinadas
caracteristicas a fim de alcancarem a fertilizacdo, por exemplo: entrar em estado de
hiperatividade (hiperativacao), possuir acrossoma intacto, realizar a capacitacao, possuir
0 DNA integro e ter a capacidade de se ligar a zona pellcida, entre outras. Dentre 0s
métodos que podem ser utilizados para essas avaliaces destaca-se a citometria de
fluxo, sendo uma técnica capaz de fazer medicdes em células isoladas (ZORZETTO,
2013)

O citémetro de fluxo tem resultado rapido em todas as subpopula¢Ges dentro de
uma amostra, tornando-o ideal para a avaliagdo de populagdes heterogéneas, tais como
espermatozoides. Essa metodologia, além de ser utilizada para as analises espermaticas,
também permite a sexagem do sémen, ou seja, a separacdo dos espermatozoides que

carregam cromossomos X ou Y (GILLAN et al., 2005).

3.8.1 Integridade da Membrana Plasmatica e Acrossomal

Na avaliacdo da integridade de membrana as sondas mais utilizadas sdo as de
iodeto de propidio (PI) e etidio homodimero (EH). Esses corantes ao entrarem nas
células com o plasmalema danificado emitem fluorescéncia vermelha quando hé ligacéo
de acidos nucléicos (P1: 636 nm; EH: 617 nm) (GILLAN et al., 2005). Segundo Garner
et al. (1986) outras sondas podem ser usadas para avaliar a viabilidade, emitindo
fluorescéncia verde ao entrar em células metabolicamente ativas (por exemplo,
diacetato de carboxifluoresceina).

O uso das lecitinas, que se ligam a residuos glucosidicos em diferentes partes da
membrana acrossomal, tem sido empregada com a mesma finalidade em uma ampla
gama de espécies. Pisum sativum (ervilha) aglutinina (PSA) (TAO et al., 1993) e
Arachis hypogaea (amendoim) aglutinina (PNA) (TAO et al., 1993; THOMAS et al.,
1997; NAGY et al., 2003; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005) tém sido as lecitinas
mais utilizadas para as analises do acrossoma, devido a sua especificidade.

Sondas acrossomais sdo geralmente conjugadas com um fluorocromo que emite
fluorescéncia verde, como a fluoresceina de isotiocianato (FITC), e combinado com a
viabilidade ou corantes Pl e EH. Atualmente, eles estdo disponiveis conjugados com
fluorocromos emitindo comprimentos de onda diferentes. Por exemplo, Nagy et al.
(2003) propuseram o uso conjugado de PNA com o fluorocromo ficoeritrina laranja

(PE-PNA), que provido entre o verde SYBR-14 e o vermelho PI, tem sido utilizado com



42

sucesso conjugado com o fluorocromo laranja tetrametilrodamina isotiocianato
(TRITC), em uma coloragéo tripla com YO-PRO® -1 e MitoTracker® Deep Red FM
(DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2010).

3.8.2 Peroxidacédo Lipidica

A presenca das espécies reativas de oxigénio (ROS) associada aos acidos graxos
poli-insaturados e a presenca das duplas ligacdes, desencadeiam o processo de
peroxidacdo lipidica, causando danos ao DNA e ativando a cascata da apoptose na
célula espermética (KOTHARI et al., 2010).

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica pode ser utilizada como indicador do
estresse oxidativo celular. O método mais utilizado para mensuracdo da peroxidacédo
lipidica € pela deteccdo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs) (LIMA e
ABDALLA, 2001; MAIA e BICUDO, 2009).

Outra técnica alternativa na avaliacdo da lipoperoxidacdo em espermatozoides
de mamiferos, sdo a utilizagho de sondas fluorescentes lipofilicas. O
BODIPY581/591C11 é um analogo de acidos graxos com propriedade fluorescente
vermelha e verde. Quando identificada a oxidacdo induzida por radicais livres, sua
fluorescéncia muda do vermelho para o verde.

As analises podem ser realizadas pela microscopia de epifluorescéncia,
microscopia confocal de varredura a laser, fluorimetria e citometria de fluxo (NEILD et
al., 2005; DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2010).

Um estudo comparando o método do TBARS e as sondas fluorescentes
BODIPY581/591 C11 (B581) e BODIPY665/676 C11 (B665) na mensuracdo dos danos
peroxidativos induzidos no sémen do epididimo po6s-congelacdo de veados ibéricos foi
realizado por Dominguez-Rebolledo et al. (2010). Essas autores utilizaram a
fluorimetria e a citometria de fluxo para a avaliagdo das sondas fluorescentes.
Observaram que os niveis de peroxidacdo dos lipidios encontrados foram semelhantes
entre as duas sondas, porém diferindo do método do TBARs. Concluiram, com o0s
resultados deste experimento que as sondas fluorescentes apresentam maior precisdo na

mensuracéo da lipoperoxidacéo.

3.8.3 Ativacao de caspase
As células em apoptose apresentam diversas alteracdes morfoldgicas, geramente

causadas pelas proteases especificas denominadas caspases (SIMOES, 2008). O
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processo desencadeador da apoptose é de extrema complexidade, uma vez que
patricamente todas as proteinas envolvidas neste evento localizam-se no citosol,
aguardando o momento para serem ativadas (BUSTAMANTE FILHO et al., 2005).

A supressdo da apoptose é realizada pelo proto-oncogene Bcl-2, aumentando a
sobrevivéncia da célula. No entanto, alguns elementos da familia Bcl-2 causam o efeito
oposto e funcionam como promotores da apoptose. A Bcl-2 é uma proteina da
membrana espermatica, localizada na bainha mitocondrial interna. Quando ocorre a
associacdo entre a membrana mitocondrial e Bcl-2, a mesma exerce a sua funcao,
mantendo a polarizagdo da membrana. A sobrevivéncia celular depende do critico
equilibrios entre os elementos pro e anti-apoptdticos da familia Bcl-2 (ADAMS e
CORY, 1998; PAASCH et al., 2004).

No ejaculado de homens, alguns autores identificaram a existéncia da caspase-
dependente no andamento do processo apoptotico (SAID et al., 2004; MARCHETTI e
MARCHETTI, 2005). Essas caspases ativadas foram relatadas nos espermatozoides
vivos utilizando a carboxifluoresceina (PAASCH et al., 2003).

Marchetti, et al. (2004) relataram a associacdo de FITC-Val-Ala-Asp-FMK
(FITC-VAD-FMK) e observaram que a ativacdo da capasse pode ocorrer pela inducao
de agonistas especificos da apoptose, tais como o acido betulimico, promovendo a
apoptose espermatica (PAASCH et al., 2004; GRUNEWALD et al., 2005ab).

3.9 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa é a técnica que permite quantificar e determinar a
massa molecular das biomoléculas, como proteinas, carboidratos, lipidios e
oligonucleotideos (FERREIRA et al., 2010).

A analise de material pela espectrometria de massa, ocorre através da geracdo de
fons com base em elementos organicos ou inorganicos, pelo método de ionizacdo
adequado. O proximo passo, € a separagdo dos ions pela sua relagdo massa—carga (m/z)
identificados por um analisador de massas e mensurados qualitativamente e ou
guantitativamente utilizando um detector, que quantifica esses ions. O processador de
dados converte a magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z, gerando o
espectro de massas correspondente aqueles ions (GROSS, 2004).

A “matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass
spectrometry” (MALDI-TOF) é a técnica de espectrometria de massa desenvolvida para

analise de proteinas, porém demonstrou-se eficiente, rapida e préatica para qualificar
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lipidios (SCHILLER et al., 2007).

A andlise lipidica, geralmente é realizada utilizando a cromatografia liquida,
porém esta técnica exige grande experiéncia para ser efetivada e possui baixa resolucao
(PETERSON et al., 2006). Foi demonstrado, que a técnica de espectrometria MALDI-
TOF é extremamente competente na avaliacdo do perfil lipidico da membrana
plasmética dos espermatozoides e do plasma seminal (SCHILLER et al., 2000).

Trabalho realizado por Ferreira et al. (2010) analisaram o perfil lipidico por
MALDI-TOF de odcitos de diferentes espécies e observaram gue existe uma alteracdo
lipidica na composic¢do do odcito em cada espécie e a interferéncia do meio ambiente a
que essa espécie é exposta. Ainda, concluiram que o conhecimento do perfil lipidico de
odcitos pode auxiliar no processo de criopreservacao destas estruturas.

A espectrometria de massa MALDI-TOF, ainda foi testada por Schiller et al.
(2000) que verificaram a eficiéncia da técnica em caracterizar os lipidios da membrana
plasméatica espermédtica de humanos e a relacdo deste perfil com a capacidade
fecundante dos espermatozoides. Lebig et al. (2004) analisaram o perfil lipidico dos
espermatozoides de humanos e ovinos através da técnica e observaram diferencas
lipidicas entre as espécies estudadas. A mesma observacgdo foi relatada por Fuchs et al.
(2008) ao comparar espermatozdides de ruminantes e felinos.

Portanto, Fonseca et al. (2012) concluiram que a técnica de espectrometria de
massa utilizada para gerar a composi¢cdo do perfil lipidico espermatico € um método

simples, rapido e eficiente quanto a extracao lipidica.
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RESUMO

A composicdo lipidica das membranas plasmaticas dos espermatozoides ¢ um dos
fatores que pode interferir na criotolerncia esperméatica em varias espécies. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o perfil lipidico do ejaculado de
touros Nelore sensiveis e resistentes a danos decorrentes da criopreservacdo. Para isso,
foram utilizados ejaculados de 15 touros da raca Nelore (Bos taurus indicus) com boa
qualidade e alta fertilidade. Os animais foram divididos de acordo com as suas
porcentagens de motilidade total e integridade da membrana plasmética dos
espermatozoides em dois grupos: resistentes e sensiveis a congelacdo. Foram realizadas
analise computadorizada de cinética espermatica e avaliacdo da integridade de

membrana no sémen fresco e pos-descongelacdo. O perfil lipidico do ejaculado foi
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realizado pds-descongelacdo pela analise MALDI-MS. Os dados de cinética
espermatica e microscopia de epifluorescéncia foram comparados pelo teste Tukey e 0s
dados do perfil lipidico dos espermatozoides foram analisados utilizando o Software
MetaboAnalyst 2.0. Na analise MALDI-MS foi possivel observar diferencas no perfil
lipidico do sémen e do plasma seminal entre os grupos. Os ions lipidicos m/z 704,59;
m/z 804,59 e m/z 943,77 apresentaram maior abundancia relativa no sémen dos touros
do grupo A. Os resultados encontrados, permitem concluir que existe diferencas no
perfil lipidico do sémen e do plasma seminal entre touros com alta e baixa resisténcia
espermatica a criopreservacao.

Palavras-chave: Sémen, crioresisténcia, MALDI-MS, citometria de fluxo, bovinos.
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INTRODUCAO

Na reproducdo bovina as técnicas de congelacdo de sémen, associadas a
inseminagdo artificial, possibilitam maior aproveitamento genético de touros
reprodutores, facilitando a reproducdo de animais distantes geograficamente. E apesar
da alta selecdo na espécie bovina, existem touros que apresentam baixa resisténcia
espermatica a congelacdo seminal.

Os fatores que podem interferir na resisténcia espermatica a criopreservacao, sao
de origem genética [1, 2]. Dentre esses fatores a criotolerancia espermética pode ser
alterada pela composicdo de lipidios da membrana plasmatica espermética e do plasma
seminal [3,4].

A composicdo dos acidos graxos e a proporcdo dos lipidios das membranas
espermaticas possuem relacdo direta com a sensibilidade ao processo de criopreservacao
[5,6]. Quando os espermatozoides sdo expostos a temperaturas nao fisioldgicas,
ocorrem mudancas na organizacdo bidimensional dos lipidios que compdem a
membrana plasmatica espermatica, levando a alteracdes na fluidez e perda lipidica [6,7].
Apds a criopreservacdo, 0s espermatozoides que apresentam melhor qualidade sdo os
gue possuem maiores quantidades de triglicérides, lipidios e fosfolipidios na membrana
espermatica [8]. Estudos demonstraram que um dos fatores principais responsaveis pela
alteracdo da motilidade espermatica p6s congelacdo € a peroxidacdo dos lipidios [9,10]
e que os fosfolipidios em maiores quantidades na membrana plasmatica podem reduzir a
perioxidacao lipidica pds-descongelagdo [11].

Os lipidios do plasma seminal tem como funcdo gerar energia para 0S
espermatozoides, funcionam como anti ou pré-oxidante potencial no sémen [12]. Ainda,
o plasma seminal, é essencial em diversos processos apos a ejaculacdo até o momento

da fertilizagdo. Possiveis alteragdes que ocorrem na composi¢do do plasma seminal



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

-64-

podem afetar potencialmente a fertilidade [13]. Em vista disso, estudar tais lipidios que
compdem o plasma seminal pode revelar as causas da infertilidade de reprodutores.

A composicdo lipidica das membranas espermaticas é de extrema importancia
para 0 conhecimento da qualidade do sémen e sua resisténcia a criopreservacdo, uma
vez que existe varia¢Oes individuais na proporcdo de lipidios na membrana plasmatica
dos espermatozoides [11].

A possibilidade em compreender a composicao lipidica do plasma seminal e a
sua relagdo com a criotolerancia do sémen em reprodutores resistentes ou sensiveis a
congelacdo possibilita o aprimoramento das técnicas de criopreservacdo do sémen
bovino, contribuindo na elevagdo da taxa de fertilidade do sémen descongelado na
espécie. Porém, as informacbes sobre os padrdo lipidico do plasma seminal e dos
espermatozoides de bovinos ainda sdo escassas na literatura. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi comparar o perfil lipidico, por espectrometria de massas MALDI-
MS, do ejaculado de touros da raca Nelore (Bos taurus indicus) sensiveis e resistentes

aos processos de criopreservagao.

MATERIAL E METODOS

A aprovacdo para o uso de animais no estudo foi obtida a partir da Comisséo de
Etica da FMVZ, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de

Botucatu (nimero 105/2015).

1. Locais do experimento
Os animais utilizados pertenciam ao Centro APTA Bovinos de Corte, Unidade
de pesquisa do Instituto de Zootecnia de Sertdozinho, localizada ao norte do Estado de
Sao Paulo. Esta regido apresenta clima tropical imido, com temperatura e precipitagdo

médias anuais de 24°C e 1312 mm, respectivamente. As colheitas de sémen e analises
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pré-congelacdo foram realizadas no mesmo local. A citometria de fluxo foi realizada no
CERAN (Centro de Biotecnologia e Diagnostico em Reproducdo Animal), pertencente
ao Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinédria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, UNESP, Campus de Botucatu/SP. Ja as andlises do perfil lipidico dos
espermatozoides por espectrometria de massa foi realizada no Laboratorio de

Andrologia da Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP.

2. Animais e Colheita de Sémen
Os animais, provenientes de rebanho Nelore registrado na Associacéo
Brasileira dos Criadores de Zebu. Foram utilizados 15 touros da raga Nelore, com idade
entre 3 e 6 anos. Os animais passaram por colheitas de sémen, na semana anterior ao
inicio do experimento, para processo esgotamento. Os touros foram mantidos em
sistema de pasto em piquetes constituido de capim braquiéria (Brachiaria brizantha),
sal e 4gua ad libitum.

A colheita do sémen foi realizada com eletroejaculador (Autojac®, Neovet®,
Uberaba, Brasil). Os animais utilizados no experimento foram submetidos a uma
colheita de sémen (um ejaculado por animal).

Apos a colheita, uma amostra foi retirada para avaliacdo dos lipidios, e 0
restante foi diluido em diluente convencional (BotuBov, Botupharma®, Botucatu, Sdo

Paulo, Brasil) para concentragdo final de 25x10° sptz/dose (50 x 106 sptz/mL).

3. Congelacao e descongelacéo do sémen
O ejaculado foi diluido em meio convencional (Botu-Bov® Botupharma®,

Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) a concentragdo de 50x10° espermatozoides/mL. O envase
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foi realizado manualmente em palhetas francesas de 0,5 mL, que posteriormente foram
distribuidas em um grade telada e mantidas a 5°C em refrigerador digital (Minitub®,
Alemanha) durante 4 horas. Posteriormente, as palhetas foram acondicionadas em caixa
isotérmica com capacidade de 45 litros (dimensdes internas de 36 cm de altura X 40 cm
de comprimento X 31 cm de largura), preenchida com nitrogénio liquido até a marca de
3,0 cm de altura. Desta forma, as palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 3,0 cm
do nivel do nitrogénio liquido por 20 minutos e, apds este periodo, foram imersas no
mesmo [14]. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em container criogénico a
-196°C.

O sémen foi descongelado a 37°C por 30 segundos em banho maria e analisado
guanto a cinética espermatica (CASA), integridade da membrana plasmatica
(microscépio de epifluorescéncia), indice de caspase ativado, peroxidacdo lipidica e
integridade da membrana plasmatica e acrossomal (citometria de fluxo).

4. Anélise do sémen
Andlise computadorizada da cinética espermatica (CASA)

Tanto o sémen fresco quanto o descongelado foram avaliados pelo sistema
computadorizado de cinética espermatica (CASA, IVOS, Versdo 14, Hamilton-Throne
Bioscience®, Beverly, USA). Para esta analise uma aliquota de 10 uL da amostra foi
depositada em camara de Makler (Makler Counting ChamberR, Sefi-Medical
Instruments Ltd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 38°C. A analise foi realizada pelo
programa Animal Motility, com escolha automatica e padronizada de cinco campos de
leitura e sendo avaliadando-se no minimo 1000 células/amostra. Foram consideradas as
variaveis: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao
longo de uma trajetoria média (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s)

velocidade curvilinear (VCL, um/s) e percentagem de espermatozoides rapidos (RAP,
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101 %). O setup do HTMA-IVOS 14 utilizado para as analises realizadas estdo apresentados
102 natabela 1.

103  Tabela 1. Ajuste do htma-ivos-14 para analise espermatica em bovinos.

CARACTERISTICAS AJUSTE
NuUmero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 6 pixels
Contraste para células imoveis 60 pixels
Limite inferior para indice retilineo 70 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <40 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 um/s
Limite inferior de tamanho 0,41 pixels
Limite superior de tamanho 1,99 pixels
Limite inferior de intensidade 0,30
Limite superior de intensidade 7,89
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 96%
Lentos contados como moveis Né&o
Magnificacao 1,95

104

105 Integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides

106 A avaliacdo da integridade da membrana plasméatica dos espermatozoides
107  (IMP%, espermatozoides viaveis) foi realizada antes e ap6s a congelacdo do sémen de
108  acordo com Harrison e Vickers [15]. As amostras foram observadas entre lamina e
109  laminula no aumento de 100x por microscopia de epifluorescéncia (Leica Microsystem
110 — DMLB, Ernst-Leitz-Strabe, Weslar Germany) e foram contadas 200 células, sendo
111 consideradas integras as coradas totalmente em verde, e lesadas as coradas em vermelho
112 ou em verde e vermelho.

113
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Microscopia de interferéncia diferencial (DIC)

Amostras de sémen fresco foram conservadas em formol salino (1:100) a 4°C
para avaliagdo da morfologia espermatica (cauda, cabega, acrossomo e peca
intermediéria) avaliados na microscopia de interferéncia diferencial (DIC). A anéalise
das amostras foi realizada pela deposicdo de uma gota de sémen entre lamina e

laminula, observada em aumento de 1000X e 200 células foram contadas.

Citometria de Fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas apenas nas amostras
descongeladas. O equipamento utilizado foi BD LSR Fortessa (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW; vermelho 640-
nm, 40 mW e violeta 405-nm. Os dados foram avaliados por programa do mesmo
fabricante BD FACSDiva™ software v6.1.

Para a avaliacdo de integridade de membrana plasmatica e acrossomal foram
utilizadas as sondas iodeto de propidio (1,5uM, PI; P4170, Sigma) e FITC-PSA (1ng,
L-0770, Sigma), associadas ao Hoechst33342 (7uM, H33342, H-1399, Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) de acordo com Freitas-Dell’Aqua et al. [16].
Assim, em uma amostra de 200uL de sémen diluido em meio TALP-PVA, segundo
Parrish et al. [17] modificado (100mM NaCl, 3,1mM KCI, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM
NaH2PO4, 21,6mM DL-lactato de sédio 60%, 2,0mM CaCl2, 0,4mM MgCI2, 10,0mM
Hepes-livre de &cido, 1,0mM piruvato de sodio, 1,0mg/mL alcool polivinil-PVA e
25ug/mL  gentamicina), na concentragdo de 5x10° espermatozoides/mL foram
adicionados Pl, H3342 e FITC-PSA e entdo homogeneizados e incubados por 15
minutos a 37°C.

Quanto ao indice de caspase ativada utilizou-se a associacdo de FITC-VAD-
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FMK (5mM, G7462, Promega, Madison WI, EUA) com Pl (2,5uM) e H33342 (7TuM).
Assim, em 1 mL de uma solugdo de TALP-PVA com 1x10° espermatozoides foram
adicionadas todas as sondas, e 0 contelido entdo homogeneizadas e incubadas em
temperatura ambiente ao abrigo da luz por 20 minutos. Ap6s a incubacdo, 0s
espermatozoides foram lavados (200g/5min) e ressuspendidos em TALP-PVA na
mesma concentracao inicial.

A peroxidacdo lipidica foi avaliada utilizando a sonda C11-BODYPY (1uM, D-
3861; Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) associada ao H3342 (7uM) de acordo
com Guasti et al. [18], uma amostra de 489,5uL de sémen diluido em meio TALP-PVA,
numa concentracdo de 2x10° espermatozoides/mL, adicionou-se ambas as probes € a
mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C. Apds a incubacdo as amostras foram

centrifugadas em 2 vezes a 300g/5min e o pellet ressuspendido com 500uL e analisados.

Classificacdo do Sémen

Apos as avaliacdes pés-descongelacdo, os animais foram divididos em dois
grupos conforme a qualidade espermaética e utilizando o intervalo de confianca feito
pelo SAS INST., INC, Cary, NC: grupo Bad freezer, touros com baixa resisténcia ao
processo de congelacdo do sémen (n=6), os quais apresentam motilidade total e
integridade de membrana plasmatica < 30% apds a descongelacdo. Grupo Good feezer,
touros com alta resisténcia ao processo de congelacdo do sémen (n=9), apresentando

motilidade total e integridade de membrana plasmética > 50% ap0s a descongelacéo.

Andlise dos lipidios
A anélise do perfil lipidico foi realizada por espectrometria de massas MALDI-

MS.
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As amostras de sémen foram descongeladas em banho maria a 37°C por 2 minutos
para a realizacdo da extracdo de lipidios e centrifugadas para ser separada em duas
porcdes: porgdo 1 (P1) contento a maior parte de espermatozoides e a porcdo 2 (P2)
contém a maior quantidade do plasma seminal. Essa separacédo foi realizada utilizando o
seguinte protocolo: as amostras foram centrifugadas pela primeira vez a 1500xg por
10min, o sobrenadante plasma seminal foi separado da fracdo de célula, aliquota
armazenada em tubos separados, a amostra contendo a fracdo de espermatozoides foi
novamente centrifugada por 10 min a 15000xg para completar a separacdo em duas
porcdes, distinguindo ao maximo espermatozoides e plasma seminal.

Os lipidios foram extraidos com base no protocolo de Bligh e Dyer [19] com
algumas modificagbes. Foram adicionados 50 uL de agua destilada em microtubo com
o0s CCs, e foram misturados com uma pipeta para quebrar as células por lise osmética. O
passo seguinte consistiu em adicionar 125 uL de cloroférmio e 250 uL de metanol. A
mistura foi homogeneizada em agitador de tubos durante 1 min. As fases apolares e
polares foram separadas por adicdo de 100 uL de agua e 125 uL de cloroférmio. A
mistura foi novamente homogeneizada em agitador de tubos durante 1 min e
centrifugada a 3000g durante 1 min. A fase inferior contendo lipidios foi recuperada e
transferida para um microtubo limpo, que entdo foi deixado aberto, a temperatura
ambiente, até a evaporacao completa do solvente.

O volume de 1uL do extrato lipidico foi adicionado sobre a placa MALDI e ap6s
a cristalizacao foi adicionado 1 uL da solugdo de DHB (30 mg em 1 mL de metanol).
Os espectros foram adquiridos em modo positivo utilizando MALDI-MS Autoflex 111
por tempo de vbo, equipado com tecnologia laser smartbeamTM (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). Os dados de MS foram adquiridos na faixa de m/z entre 700 e

1000 em média 1.500 disparos consecutivos de laser com uma frequéncia de 200 Hz.
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FlexAnalysis Software 3.0 foi utilizado para visualizar e processar 0s espectros de
massas.
As estruturas dos lipidios foram atribuidas baseada na busca da literatura e base

de dados (http://lipidsearch.jp ou www.lipidmaps.org).

5. Anélise Estatistica

Os dados obtidos de cinética espermaética, citometria de fluxo e microscopia de
epifluorescéncia foram submetidos a andlise estatistica pelo PROC MIXED (SAS
INST., INC, Cary, NC) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Os dados de
defeitos espermaticos realizados em microscopia diferencial de fase foram analisados
pelo PROC GENMOD (SAS INST., INC, Cary, NC). O nivel de significancia
considerado foi de 5%.

As andlises estatisticas dos dados para o perfil lipidico, foram realizadas no
programa on-line MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/). Os
dados foram normalizados pela mediana, em seguida foi realizada transformacéo
logaritmica (log 2) e escalonamento por Pareto, que utiliza a raiz quadrada do desvio
padrdo para fazer o escalonar cada variavel encontrada PCA [20]. Para analise dos
dados foi utilizado a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA
— Partial-least squares discriminant analysis). A PLS-DA é um dos principais métodos
multivariados utilizados na analise estatistica e interpretacdo dos dados gerados nos
experimentos de metabolomica. A PLS-DA é um método de regressédo linear
supervisionado, que permite a classificacdo ou agrupamento (clustering) das amostras, é
utilizada para determinar quais sdo as variaveis responsaveis por predizerem as classes

(grupos formados), explicando assim a variabilidade entre os dados [21]. Na PLS-DA
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foram observados os valores de R2, que indica a variagdo descrita pelo modelo e Q2,
que indica a acuréacia, a habilidade preditiva do modelo [22].

Os metabdlitos diferencialmente abundantes foram determinados por meio do
indice de Importancia da Variavel (variable importance in projection — VIP), o qual
utiliza a soma ponderada dos quadrados dos loadings da PLS para estabelecer quais
variaveis mais contribuiram para a formacdo dos grupos. Os pesos sdo baseados na
“quantidade” da variancia de Y que ¢ explicada em cada dimensao.

Paralelamente as analises descritas acima foi realizado teste-t, para cada uma das
comparacles, também no MetaboAnalyst [23]. Embora o critério de selecdo dos
metabolitos diferencialmente abundantes tenha sido baseado nos VIPS, foi adicionado o
p-valor e FDR (False Discovery Rate) para os metab6litos que também foram
significantivos pelos critérios do teste-t.

Foi realizada uma busca no banco de dados do HMDB (Human Metabolome
Database — [24]) dos metabdlitos diferencialmente abundantes com base no valor do ion

precursor. Nesta etapa foi utilizado tolerancia de massa de até 100 ppm.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os dados de cinética espermatica e integridade da
membrana plasmatica (IMP) do sémen fresco (TO) e pos-congelacédo (T1) entre o grupo
A e B. As analises realizadas pela citometria de fluxo do sémen po6s-congelacdo estéo

apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 2. Médias ajustadas e erro padrdo das caracteristicas: motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), espermatozoides rapidos (RAP), velocidade ao longo de uma
trajetoria média (VAP), velocidade progressiva (VSL) e velocidade curvilinear (VCL) e
integridade da membrana plasmatica (IMP) no momento a fresco (T0) e pds-descongelacéo
(T1) entre os grupos A (baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) no sémen de touros Nelore.

Grupos

Variaveis
N GrupoA(T0) GrupoB(TO) | GrupoA(T1) GrupoB (T1)

MT (%) 15 8555+2,40"%  92,72+1,91%% | 24,89+240%  68,17+1,918°

MP (%) 15 65,00+3,14%  61,78+2,56"% | 22,83+3,14%% 57,0042 565"

RAP (%) 15 87,00+2,82”%  90,11+2,30% | 24,67+2,8282  63,67+2,305°

VAP (%) 15 128,13+6,76" 118,67+5,52"% | 79,9546,76%%  79,77+5,52B2

VSL (%) 15 100,93+4,28%  89,42+3,49°% | 72,37+4,285%8  69,94+3 4952
VCL (%) 15 216,48+14,52"% 200,79+11,85"% |119,27+14,528% 121,77+11,8552
IMP (%) 15 53,18+13,77%%  59,22+13,19"% | 28,51+13,77%%  39,22+13,1982

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
238

239

Tabela 3. Médias ajustadas e erro padrdo das caracteristicas membrana plasmaética e
acrossomal integras (MPALI), iodeto de propidio negativo e caspase negativa (PI-CASP)
e peroxidagdo positiva (PER+) no momento pos-descongelacdo entre os grupos A
(baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) no sémen de touros Nelore.

Grupos
N Grupo A Grupo B
MPAI (%) 15 26,57+4,50% 33,22+3,68?
PI-CASP- (%) 15 26,45+2,98% 25,58+2,43%
PER+ (%) 15 29,70+5,90? 23,84+4,822
*Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

Variaveis

240

241 Quanto aos defeitos maiores, menores e totais, a porcentagem de defeitos totais e
242  defeitos menores apresentaram diferenca entre os grupos (Tabela 4). Os defeitos
243  espermaticos maiores mais encontrados foram: cauda fortemente dobrada ou enrolada
244  (21% no grupo A e 28% grupo B) e gota citoplasmatica proximal (35% no grupo A e
245  15% grupo B). Os defeitos menores mais frequentes foram cauda dobrada ou enrolada
246 (35% no grupo A e 33% grupo B) e gota citoplasmatica distal (29% no grupo A e 14%
247  grupo B).

248
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Tabela 4. Médias ajustadas e erro padrdo das caracteristicas defeitos totais (DEF.
TOTAIS), defeitos maiores (DEF. MAI) e defeitos menores (DEF. MEN) entre 0s
grupos A (baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) no sémen de touros Nelore.

Variaveis
Grupos N  DEF. TOTAIS (%) DEF. MAI (%) DEF. MEN (%)
Grupo A 6 12,67+0,112 5,20+0,202 10,000,142
GrupoB 9 7,89+0,12° 4,50+0,172 3,89+0,17°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A relagdo dos principais ions encontrados nos espectros de massas entre 0s
grupos A (baixa resisténcia) e grupo B (alta resisténcia) no sémen estdo descritos na
Tabela 5. Foram identificados, pela analise de importancia varidvel na projecéo (VIP),
trés ions lipidicos diferentes (p<0,05) entre os grupos, sendo que os lipidios de m/z
704,59; m/z 804,59 e m/z 943,77 foram encontrados em maior abundancia relativa no
grupo A (Tabela 5). A diferenca encontrada no perfil lipidico espermético entre os
grupos esta representada nas Figuras 1 e 3. A Figura 1 apresenta a diferenca do perfil
lipidico espermaético, analisado por PLS-DA, entre os grupos A e B e a Figura 3

apresenta a pontuacdo VIP diferenciando a abundancia relativa dos ions entre 0s grupos.

Tabela 5. Relacdo massa-carga (m/z), dos ions lipidicos identificados com importancia
variavel na projecdo (VIP), subclasses lipidicas e massa erro dos ions analisados pelo teste VIP
nos grupos A (baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) no sémen de touros Nelore.

m/z Grupo Subclasses Aduto Erro Banco
704,59 A SM [M+H]* 50 HMDB
804,59 A PE [M+Na]* 50 HMDB
943,77 A TG [M+H]* 50 HMDB

Identificagdo baseada na literatura e base de dados (http:/lipidsearch.jp ou
www.lipidmaps.org). SM: esfingomielina; TG: triglicerideos; PE: fosfatidiletanolamina;
refere-se as espécies e subespecies lipidicas identificadas.

Na Tabela 6 estd apresentada a relacdo dos principais ions encontrados nos

espectros de massas entre 0s grupos A (baixa resisténcia) e grupo B (alta resisténcia) no
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264  plasma seminal. Foram identificados, pela analise de importancia varidvel na projecéo
265  (VIP), trinta e quatro ions lipidicos diferentes (p<0,05) entre 0s grupos, sendo que 0S
266  trinte e quatro lipidios descritos na Tabela 6, foram encontrados em maior abundancia
267  relativa no grupo B. A Figura 2 apresenta a diferenca do perfil lipidico do plasma
268  seminal, analisado por PLS-DA, entre os grupos A e B e a Figura 4 apresenta a
269  pontuacdo VIP diferenciando a abundancia relativa dos ions entre os grupos no plasma
270  seminal.

271

Tabela 6. Relacdo massa-carga (m/z), dos ions lipidicos identificados com importancia

variavel na projecdo (VIP), subclasses lipidicas e massa erro dos ions analisados pelo teste
VIP nos grupos A (baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) no plasma seminal de touros

Nelore.

m/z Grupo Subclasses Aduto Erro Banco
805,59 B TG [M+Na]* 100 HMDB
816,60 B PC [M+H]* 50 HMDB
804,59 B PC [M+H]* 50 HMDB
705,59 B CE [M+H]* 50 HMDB
811,62 B TG [M+H]* 100 HMDB
893,74 B TG [M+H]* 50 HMDB
782,58 B PC [M+H]* 50 HMDB
659,29 B  Glaten exorphin B5 [M+H]* 50 HMDB
828,54 B PC [M+H]* 50 HMDB
704,59 B SM [M+H]* 50 HMDB
750,55 B PE [M+H]* 50 HMDB
903,59 B PGP [M+H]* 100 HMDB
770,57 B PE [M+H]* 50 HMDB
731,60 B SM [M+H]* 50 HMDB
793,60 B TG [M+H]* 50 HMDB
680,63 B NI - - -
746,59 B PC [M+H]* 50 HMDB
861,68 B TG [M+H]* 50 HMDB
675,55 B SM [M+H]* 50 HMDB
680,49 B 0S [M+H]* 100 HMDB
723,46 B PA [M+Na]* 50 HMDB
740,53 B PE [M+H]* 50 HMDB
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74557 B TG [M+H]* 100 HMDB
699,65 B CE [M+H]* 100 HMDB
68852 B 0S [M+H]* 50 HMDB
947,79 B TG [M+H]* 50 HMDB
75455 B PC [M+H]* 50 HMDB
82458 B PE [M+H]* 50 HMDB
891,74 B TG [M+H]* 50 HMDB
751,55 B SM [M+Na]* 50 HMDB
722,64 B NI - - -

706,55 B PC [M+H]* 50 HMDB
74759 B TG [M+H]* 100 HMDB
79561 B TG [M+H]* 50 HMDB

PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; SM: esfingomielina; TG: triglicerideos; CE:
éster &cido graxo de colesterol; PGP: fosfato de fosfatidilglicerol; PS: fosfatidilserina; PA:
acido fosfatidico; NI: ndo identificado;  refere-se as espécies e subespecies lipidicas
identificadas no HMDB (banco de dados molecular humano).
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Figura 1: Representacdo grafica da diferenca do perfil lipidico, analisado por PLS-DA,
entre os grupos A (vermelho, baixa resisténcia) e B (verde, alta resisténcia) nos

espermatozoides de touros Nelore.
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Figura 2: Representacdo grafica da diferenca do perfil lipidico do plasma seminal do
sémen de touros Nelore, analisado por PLS-DA, entre os grupos A (vermelho, baixa

resisténcia) e B (verde, alta resisténcia).
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Figura 3: Pontuacdo VIP diferenciando a abundancia dos ions entre os grupos A (baixa
resisténcia) e B (alta resisténcia) nos espermatozoides de touros Nelore. As caixas
coloridas a direita indicam as concentracdes relativas dos ions em cada grupo estudado.
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Figura 4: Pontuacdo VIP diferenciando a abundancia dos ions do plasma seminal entre
os grupos A (baixa resisténcia) e B (alta resisténcia) do sémen de touros Nelore. As
caixas coloridas a direita indicam as concentracfes relativas dos ions em cada grupo
estudado.

DISCUSAO

No presente estudo foi observado apds a descongelacdo que nos parametros
cinéticos MT, MP e RAP os animais do grupo com alta resisténcia a congelacéo (B)
apresentaram melhor qualidade seminal em relacdo aos do grupo com baixa resisténcia
(A), resultado esse esperado ja que foi realizada a selecdo dos grupos em relagdo a

qualidade e resisténcia espermatica durante a criopreservagéo.
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Os grupos também apresentaram diferenga estatistica nos pardmetros
morfoldgicos, o grupo A apresentaram maior porcentagem de defeitos totais e menores,
fato que pode influenciar na baixa resisténcia a congelagdo dos animais pertencentes a
esse grupo.

A anélise dos graficos de PLS-DA demonstram as diferencas existentes entre a
composicéo lipidica da membrana espermatica e no plasma seminal entr os touros do
grupo A em relagdo aos do grupo B. Essa diferenca entre a quantidade e/ou tipo de
lipidios é um dos fatores que explica a diferenca na resisténcia a criopreservacdo do
sémen entre os dois grupos, pois a composicao lipidica do espermatozoide é essencial
Nos processos de criopreservagao [25].

Quando os espermatozoides sdo expostos a temperatura nao fisiolégica, como
acontece na congelacdo seminal, ocorrem mudangas na organizagdo bidimensional dos
lipidios que compdem a membrana plasmética espermatica, alterando por sua vez a
fluidez e levando a perda dos lipidios da membrana [26, 27]. Mudancas na fluidez da
membrana pode ocorrer a temperatura corporea, sendo a proporcao entre fosfolipidios e
colesterol que irdo determinar esse estado de fluidez, além da natureza desses
fosfolipidios [25] e consequentemente afetando a resisténcia & criopreservacdo da
membrana espermatica [28]. Esse fato pode ter ocorrido com os touros do grupo A, e
explicar a menor resisténcia a congelacdo seminal desses animais.

A pontuacdo VIP demonstra que os touros do grupo A apresentam trés ions
lipidicos, presentes na membrana espermaética, em maior abundancia relativa em relagao
aos do animais do grupo B. Dentre esses trés lipidios, estdo presentes a esfingomielina
(SM, m/z 704,59) e a fosfatidiletalonamina (PE, m/z 804,59), assim como Johnson et
al., [29], relataram em suinos, uma maior quantidade de fosfatidiletanolamina e

esfingomielina na monocamada interna da membrana espermatica, e ainda diferencas na
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composicdo dos acidos graxos desses fosfolipidios, pois possuem poucas duplas
ligacOes. Estas diferengas estruturais na membrana do espermatozoide ajudam a
explicar sua alta sensibilidade a criopreservacéo.

A maior abundancia de esfingomielina presente na membrana desses animais
pode ser a causa da baixa motilidade espermética dos mesmos ap6s o descongelamento,
sendo justificada pela auséncia de &cidos graxos de dupla ligacdo na sua estrutura
molecular. A relacdo desse lipidio com menor integridade da membrana &
possivelmente devido a presenca de acidos graxos saturados, que estdo associados com
maior rigidez da membrana [30, 31]. As esfingomielinas, também ja foi citada por
outros autores, por sua possivel associacdo na inducdo da apoptose e geracdo de
ceramidas [32,33].

Outro lipidio em maior abundéancia na membrana dos animais com menor
resisténcia a criopreservacdo foram as fosfatidiletanolaminas, que apresentam
intolerancia ao processo de congelamento provavelmente devido ao grau de saturacao
dos acidos graxos desse lipidio. Essa classe lipidica € formada pela reacdo enzimatica da
etanolamina com fosfatidilserina, esta envolvida com diversas fungdes, algumas delas
sdo a modulagéo da atividade de receptores, enzimas moleculares sinalizadoras, canais
iGnicos e na regulagéo da fluidez da membrana. As etanolaminas, assim como colinas,
sdo normalmente combinadas com &cidos graxos poli-insaturados associados a fluidez
da membrana e que tornam os espermatozoides mais susceptiveis ao processo oxidativo,
pois quando oxidam as cadeias produzem novos metabolitos oxidantes aumentando a
leséo celular [34].

As fosfotidiletanolaminas, no processo de desestabilizacdo da membrana, séo

redistribuidas e expostas ao ambiente celular e assim sinalizam a apoptose [35].
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Portanto, é plausivel que haja maior abundancia deste lipidio no grupo A e esteja
associada a um possivel processo de apoptose dos espermatozoides pos-descongelacéo.

O plasma seminal apresentou trinta e quatro ions lipidicos em maior abundancia
relativa nos animais do grupo B em relagdo aos do grupo A, portanto, 0s animais que
apresentam maior resisténcia a criopreservacdo contém trinta e quatro lipidios em maior
abundancia relativa no plasma seminal. Esses lipidios no plasma seminal no grupo B
sd0 os responsaveis e podem explicar a diferenca e maior resisténcia do grupo a
congelagdo espermatica, em relacdo ao outro grupo, sendo conhecida a relagdo da
composicdo lipidica do plasma seminal com criotolerancia na espécie [36].

Um dos possiveis motivos dessa diferenca lipidica no plasma seminal ocorrer é a
prépria quantidade e tipo de lipidios, que podem favorecer ou prejudicar a resisténcia a
congelagdo em cada grupo, pois sabe-se que a composicdo de lipidios do plasma
seminal esta diretamente relacionada a resisténcia espermatica durante o processo de
criopreservacao [4].

O perfil lipidico do plasma seminal, apresentou resultados diferentes em relacéo
a composicao lipidica da membrana espermatica entre os grupos. Enquanto, na
membrana foi observado no grupo A lipidios em maior abundancia que estdo
relacionados a apoptose e prejudicam a resisténcia a criopreservacao, no plasma seminal
os animais do grupo B devem apresentar lipidios em maior abundancia relacionados a
maior resisténcia a congelacdo, demonstrando que € necessaria maior quantidade de
fatores para desestabilizar as membranas espermaticas desse grupo. Poréem, para o0 grupo
A que apresenta menor resisténcia espermatica a congelagdo, sdo necessarios menores
quantidades de fatores para desestabilizar as membranas espermaéticas durante os

processos de criopreservacao.
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Nos touros resistentes a congelagdo (grupo B) a maioria dos lipidios encontrados
em maior abundancia no plasma seminal foram triglicerideos (m/z 805,59; m/z 811,62;
m/z 893,74; m/z 793,60; m/z 861,68; m/z 745,57; m/z 947,79; m/z 891,74; m/z 747.59 e
m/z 795,61) e fosfotidilcolina (m/z 816,60; m/z 804,59; m/z 782,58; m/z 828,54; m/z
746,59; m/z 754,55 e m/z 706,55).

Os lipidios em diferentes graus de saturagdo podem afetar a temperatura da
membrana plasmatica e deste modo alterar sua tolerancia ao choque frio [37, 38].
Durante o choque frio, ocorrem modificacdes na distribuicdo dos fosfolipidios pela
camada dupla da membrana [39], como a translocagéo da fosfatidilserina, para o folheto
externo [40]. Essa translocacdo causa perda de motilidade espermatica e
consequentemente queda da fertilidade do sémen [41].

A fosfotidilcolina € um fosfolipidio que se diferencia nos touros do grupo B e
possui na maioria das suas formulas alto grau de insaturacdo, que podem alterar a
fluidez da membrana espermatica. A fluidez da membrana plasmatica é essencial para o
sucesso da criopreservacdo espermatica. Estudos ja demonstraram que quanto maior a
fluidez da membrana espermética em humanos, maior a resisténcia a congelacéo [42].
Além disso, alto grau de insaturacdo dos fosfolipidios presentes no plasma seminal nos
animais do grupo B pode estar favorecendo a resisténcia espermatica desse grupo a
congelacdo. Em garanhdes, ja foi demonstrada a relacdo entre os acidos graxos
insaturados e a qualidade da membrana plasmatica dos espermatozoides apds a
congelagdo, esses lipidios em maiores quantidades na membrana melhoram sua
resisténcia ao processo de criopreservacao [9]. Estudo similar foi realizado por Sudano
et al. [32] aonde observaram que um maior grau de insaturacdo dos fosfolipidios nos

embrides das vacas Simentais apresentaram melhor resisténcia a criopreservagdo. Fato
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que pode ajudar explicar a resisténcia & criopreservagdo e melhor qualidade cinética dos
espermatozoides nos touros do grupo B.

O outro lipidio mais encontrado em maior abundancia no plasma seminal dos
touros do grupo B, foram os triglicerideos, formado pela unido de trés &cidos graxos em
uma molécula de glicerol e apresentando alto grau de insaturacao.

A composicdo especifica de acidos graxos no sémen pode fornecer pistas para a
compreensdo dos mecanismos por trds das diferencas na congelabilidade. Neste
contexto, os acidos graxos saturados tém sido associados com a regulacdo in vitro do
metabolismo energético e motilidade espermatica [40, 42]. Contudo, a elevada
proporcdo de &cidos graxos saturado (30%) foi relacionada com espermatozoides
danificados. Pelo contrario, porcentagens altas de &cidos graxos insaturados (50%) foi
positivamente correlacionada com membranas intactas pos-descongelacdo [43].
Adicionalmente, variacbes na composicdo da membrana contendo &cido docosa-
hexanoico tem sido associadas com diferencas na criotolerancia seminal. A diminuigdo
dos &cidos graxos poli-insaturados e docosa-hexandico nos espermatozoides e plasma
seminal, tem sido observada em touros maduros, sugerindo oxidacdo com o
envelhecimento [44].

Ainda, a composicdo de acidos graxos no sémen € um fator que pode explicar a
qualidade seminal em geral e a capacidade de congelacdo em particular. Por exemplo, a
composi¢cdo de acidos graxos pode alterar o plasma seminal humano e seu estado
antioxidante. A maior proporcdo de acidos graxos poli-insaturados pode aumentar a
capacidade antioxidante no sémen, enquanto que uma proporcéo mais elevada de acidos
graxos saturados (62,6%) e monoinsaturados (19,7%) reduz essa capacidade [45].
Assim, uma elevada proporcdo de &cidos graxos saturados no sémen (49,9% em

espermatozoides e 66,6% no plasma seminal) pode ser considerado um fator de
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instabilidade da membrana espermatica, e alterar o estado antioxidante do plasma
seminal, reduzindo a porcentagem dos espermatozoides com membrana plasmaética
intactas apds a descongelacdo [46].

O especifico perfil dos lipidios identificados no plasma seminal desses
reprodutores pertencentes ao grupo B, provavelmente sdo devidos a caracteristicas
genéticas e contribuiram com a resisténcia espermatica a congelacdo dos mesmos.
Adicionalmente, o fato dos touros com maior resisténcia a congelacdo seminal (grupo
B) apresentarem maior abundancia relativa de lipidios especificos no plasma seminal,
abre a possibilidade de estudos relacionados a incorporacédo de lipidios ao diluente.

No plasma seminal a diferenca entre os perfis lipidicos entre os touros sensiveis
e resistentes a criopreservacao de sémen, e ainda o fato do grupo A apresentar maior
abundancia de lipidios especificos nos espermatozoides, abre a possibilidade para
pesquisas relacionadas a estes lipidios e sua relacdo com a sensibilidade espermatica a
criopreservacdo. Talvez ainda tornarem-se possiveis marcadores bioldgicos da
criotolerancia espermatica em bovinos da raca Nelore, como em humanos onde
concentragcbes maiores dos &cidos palmitico, estearico, oleico, linoleico, docosa-
hexandico e araquidénico indicam espermatozoides de pior qualidade [47].

A diferenca lipidica encontrada no presente estudo é responsavel e pode explicar
a maior susceptibilidade do grupo a danos espermaticos ap6s a congelacdo, assim como
a menor congelabilidade do grupo A em relagdo ao B e indicar a predisposi¢do a
criotolerdncia do animal, corroborando com esses achados Thurson et al. [36],
observaram em suinos que as caracteristicas da membrana plasmatica espermatica e a
congelabilidade sdo geneticamente determinadas e transmitidas, provavelmente por
alteracbes que ocorrem durante a espermatogénese. Fato que poderia justificar os

achados do presente estudo, explicando a diferenca da composicédo lipidica tanto nos
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espermatozoides, como no plasma seminal entre oS grupos com maior e menor
resisténcia a criopreservagao.

Esses resultados, ainda possibilitam estudos que possam correlacionar uma
possivel perda de lipidios da membrana plasméatica para o plasma seminal, e a
suplementacéo dietética como ferramenta para alterar a composicao lipidica espermaética

e acarretar beneficios a fertilidade dos reprodutores na espécie bovina.

CONCLUSAO

Pela anélise foi observada diferengas nos padrdes lipidicos dos espermatozoides
e no plasma seminal de touros sensiveis e resistentes a criopreservacdo. Portanto, 0s
touros com baixa resisténcia a congelacdo apresentaram maior abundancia de lipidios
especificos no sémen e os touros com alta resisténcia a congelagdo apresentaram maior
abundancia de lipidios especificos no plasma seminal.

Novos estudos com adicdo de lipidios especificos nos meios podem colaborar
para criopreservacao do sémen bovino. Ainda, abre a possibilidade, para estudos sobre a
utilizacdo de lipidios como marcadores bioldgicos para predizer a resisténcia
espermatica a congelacdo de touros da raca Nelore. Porém, futuros estudos devem ser
realizados avaliando a interacdo do plasma seminal com os lipidios das membranas

espermaticas e a sua relacdo com a resisténcia espermatica a criopreservacao.
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7. Consideracoes Gerais

Existe vérios estudos a respeito de sémen fresco, congelado, cinética
espermatica e principalmente sobre o processo de criopreservacdo em bovinos,
entretanto a respeito de lipidios ainda sdo escassos e este estudo permitiu elucidar o
perfil lipidico do sémen bovino na raca Nelore.

Os resultados do presente estudo permitem concluir que existe diferenga no
perfil lipidico das membranas dos espermatozoides e na resisténcia espermética a
criopreservacao em touros da raca Nelore.

Existem diferencas no perfil lipidico do plasma seminal entre 0s touros sensiveis
e resistentes a congelacdo de sémen.

Assim sendo, esses resultados abrem campo para futuras pesquisas sobre lipidios
serem utilizados como marcadores bioldgicos e poder predizer a resisténcia espermatica
de um touro a congelacao.

Novos estudos devem ser realizados para avaliar a interacdo do plasma seminal
com os lipidios da membrana espermatica e a sua relagdo com a resisténcia espermatica

a criopreservacao.
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ANEXO |
Setup CASA

Ajuste do htma-ivos-14 para analise espermatica em bovinos.
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CARACTERISTICAS AJUSTE
Ndmero de pontos examinados 30
Contraste das células em relacdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 6 pixels
Contraste para células imoveis 60 pixels
Limite inferior para indice retilineo 70 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <40 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 pum/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 um/s
Limite inferior de tamanho 0,41 pixels
Limite superior de tamanho 1,99 pixels
Limite inferior de intensidade 0,30
Limite superior de intensidade 7,89
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 96%
Lentos contados como moveis Né&o

Magnificacdo 1,95
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ANEXO 11

Preparo das sondas fluorescentes.

Solucgbes Constituintes Quantidades
. 10 mg
Estoque IP lodeto de Propideot!
20 mL

Solucéo Fisioldgica

Estoque CFDA Diacetato de
_ . 9.2mg
Carboxifluoresceina?
DMSO
) 20 mL
Estoque de Formaldeido
Formalina a 40%
. 1mL
Solucdo Fisioldgica
. o 79 mL
Estoque de Citrato de Sédio
Citrato de Sodio
o 39
Solucdo Fisioldgica
100 mL

1 P4170 — Sigma
2 C541 — Sigma



ANEXO 11

Solucéo de Trabalho
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Solucgbes Quantidade
Solugéo de Citrato de Sodio 1mL
Solucéo de Formaldeido 10 yL
Solucéo de iodeto de propidio
10 pL

Solucéo de Carboxifluoresceina

20 pL




