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ANALISE COMPARATIVA DE CARACTERISTICAS SEMINAIS DE Mazama
CINZAS BRASILEIROS — MORFOMETRIA ESPERMATICA E PROTEOMICA DO
PLASMA SEMINAL

RESUMO - Por muito tempo Mazama nemorivaga foi considerado sinonimia
de Mazama gouazoubira. Atualmente s&o consideradas espécies distintas
conhecidas como Mazama cinzas brasileiros. Apesar de serem morfologicamente
identificados como Mazama, ha indicios genéticos que estas duas espécies devam
ser separadas em dois novos géneros. Uma forma de contribuir para resolucéo
desta complexidade taxonémica é caracterizar e descrever detalhadamente cada
uma das espécies no intuito de auxiliar os estudos filogenéticos, fundamentais para
discutir esse problema. Assim, utilizamos dados sobre as caracteristicas
espermaticas para fazer comparacdes entre as espécies. Através de andlises
multivariadas discriminantes, de dados de morfometria espermatica, identificamos as
principais diferencas entre os espermatozoides das duas espécies. Utilizando as
técnicas de eletroforese SDS-PAGE bidimensional e espectrometria de massa ESI-Q
Tof, comparamos a constituicdo de proteinas do plasma seminal. Neste trabalho
observamos que existem diferencas importantes na dimensdo e no formato da
cabeca dos espermatozoides das duas espécies, sendo a area e a largura as
principais variaveis que as diferenciam. Através das andlises discriminantes
conseguinos separa-los adequadamente entre os dois grupos de espécies, M.
gouazoubira e M. nemorivaga. Ao compararmos o perfil de proteinas totais do
plasma seminal, observamos diferencas na distribuicdo dos spots no gel de
poliacrilamida. Além disso, grupos distintos de proteinas foram identificadas no
plasma seminal de cada uma das espécies. Esses resultados demonstraram que M.
gouazoubira e M. nemorivaga possuem diferencas significativas nas caracteristicas
seminais, o que reforca a hipotese de que dois novos géneros devem ser criados
para cada uma das espécies estudadas.

Palavras-chave: Espermatozoide, Mazama gouazoubira, Mazama nemorivaga,

Plasma seminal, Proteinas, Taxonomia.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF SEMINAL CHARACTERISTICS OF BRAZILIAN
GREY BROCKET - SPERM MORPHOMETRY AND SEMINAL PLASMA PROTEIN.

ABSTRACT —Brazilian gray deers are represent by two species: Gray brocket
deer (Mazama gouazoubira) and Amazonian brocket deer (Mazama nemorivaga).
They belong to genus Mazama, but there are genetic evidence to separate them into
two different genera. To contribute to this discution about Mazama taxonomic
complexity, we decide to characterize and describe the seminal plasma, of these
species, in detail. We performed multivariate analisis to compare sperm morphometry
data and identify the main differences between two species. We also used two-
dimensional electrophoresis SDS-PAGE techniques and mass spectrometry ESI-Q
TOF to compare the constitution of seminal plasma. As result, we found important
differences on dimension and shape of the head sperm, being area and width the
main variables that differentiate them. Using discriminant analysis, we properly
separate them into two groups of species, M. gouazoubira and M. nemorivaga.
Comparing the protein profile of the seminal plasma, we observed differences in the
distribution of spots, and were identified different groups of proteins in seminal
plasma of the distinct species. These results demonstrated that M. gouazoubira and
M. nemorivaga have significant differences in the semen characteristics that reinforce

the hypothesis that these two species may be separated into two new genera

Keywords: Mazama gouazoubira, Mazama nemorivaga, seminal plasma, Sperm

Proteins, Taxonomy
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CAPITULO 1 - ConsideracBes Gerais

Introducéo

A Familia Cervidae é reconhecida como uma das mais controversas em
suas relacdes intergenéricas e na sistematica de nomenclatura das espécies.
Recentes discussdes sobre a taxonomia do género Mazama, conhecido como
0 mais complexo, tendem a separar Mazama vermelho (M. americana, M.
bororo e M. nana) de Mazama cinza (M. gouazoubira e M. nemorivaga), sendo
essas duas Ultimas espécies diferenciadas em outros dois géneros
(FIGUEIREDO, 2014).

Por muitos anos M. nemorivaga foi considerado sinonimia de M.
gouazoubira e a espécie abrangia todo o territério Brasileiro (EISENBERG;
REDFORD, 1999). Andlises morfolégicas de individuos do género Mazama
apresentaram diferencas craniométricas indicativas de que as duas espécies
eram distintas, e no ano de 2000, Rossi validou morfologicamente a espécie M.
nemorivaga para os individuos presentes no bioma amazonico.

Com essa recente mudancga na taxonomia do género Mazama, muitos
trabalhos que apresentam dados bioldgicos, reprodutivos e comportamentais
de M. nemorivaga, estdo descritos oficialmente para M. gouazoubira
amazobnico, como no caso dos animais presentes no Peru (HURTADO-
GONZALES; BUDMER, 2006). Revisar e descrever detalhadamente a biologia
de cada uma das espécies torna-se cada vez mais importante, ndo apenas
para incrementar o conhecimento sobre cada uma delas, mas para auxiliar a
identificacdo correta das espécies e corroborar com as discussfes em relacéo
a criagdo de novos géneros para os Mazama cinzas Brasileiros.

Alguns trabalhos demonstraram que existem diferencas significativas na
morfometria espermatica entre espécies e que esses dados que podem auxiliar
na diferenciacdo entre elas, principalmente o formato da cabeca (BELLETI,
COSTA, 2003; BELETTI; COSTA; VIANA, 2005a). A constituicdo bioquimica do
plasma seminal também pode apresentar diferencas entre espécies,
subespécies (PEGGE et al., 2011).



O objetivo deste trabalho foi encontrar diferencas significativas nas
carcteristicas seminais (espermatozoides e plasma seminal) que auxiliem na
diferenciacdo entre as espécies e, se possivel, que possam dar embasamento
para futuras discussdes sobre a criagdo de dois novos géneros para M.

gouazoubira e M. nemorivaga.



Revisdo de Literatura

Classificacdo taxondmica dos Mazama cinza Brasileiros

Os cervideos neotropicais pertencem a Familia Cervidae, subfamilia
Capreolinae e tribo Rangiferini (GROVES, 2007; MERINO; ROSSI, 2010), que
compreendem 0s animais artiodactilos ruminantes que possuem como principal
caracteristica a presenca de chifres no macho. No Brasil, estdo presentes as
espécies Blastocerus dichotomus (llliger, 1815), Odocoileus virgnianus
(Zimmermann, 1780), Ozotocerus bezoarticus (Linnaeus, 1758) Mazama
americana (Erxleben, 1777), Mazama gouazoubira (Fischer, 1814), Mazama
nemorivaga (Cuvier, 1817), Mazama nana (Hensel, 1872) e Mazama bororo
(Durte, 1996).

A histéria evolutiva dos cervideos Sul Americanos ocorreu de forma
explosiva com o surgimento de uma grande diversidade de espécies em um
curto periodo de tempo (WEBB, 2000). Ainda existem muitas inconsisténcias
sobre as relacdes intergenéricas na familia Cervidae, principalmente em
relacdo ao grupo de cervideos neotropicais (GILBERT; ROPIQUET;
HASSANIN, 2006). No foco dessa discussao estd o género Mazama, sendo o
taxon mais controverso (EISENBERG, 2000).

Historicamente as espécies sdo definidas segundo os critérios
tipologicos, baseado no conceito de espécie tipo onde individuos sao
identificados segundo as caracteristicas encontradas nos exemplares de
museus. Os géneros agregam espécies que compartilham caracteristicas
fenotipicas em comum a espécie tipo do género. Com o desenvolvimento de
técnicas citogegéticas e moleculares, este conceito passou a ser incongruente,
principalmente com a descoberta de espécies cripticas, onde, apesar de
apresentarem mesmo fenoétipo, as espécies apresentavam grandes diferencas
cromossOmicas e moleculares. Foi entdo que o novo conceito biolégico de
espécies, em que espécies sdo grupos de populacdes que sdo isoladas
reprodutivamente de outros grupos, comecou a ser aceito (FUTUYMA, 1992).

Segundo Gruves e Grobb (1987), o género Mazama, € composto por
individuos de porte médio a pequeno, com chifres pontiagudos nao

ramificados, apresentam cauda curta, glandula tarsal ausente ou rudimentar e



presenca de glandulas em longas e profundas fendas interdigitais nos
membros porteriores. As revisfes taxondmicas ja descreveram de quatro
(NOWAK, 1991) a oito espécies (DUARTE; MERINO, 1997) presentes no
género Mazama. Atualmente sdo dez espécies, sendo cinco presentes no
territorio Brasileiro (MERINO; ROSSI, 2010).

Essa incoeréncia na classificacdo do niumero de espécies deve-se a falta
de revisGes taxonbmicas (ROSSI, 2000). Até o ano de 2000, as ultimas
revisdes tinham sido realizadas em 1919 por Miranda-Ribeiro, para as espécies
gue ocorriam no Brasil, e em 1915 por Allen, para as espécies do género
Mazama (ROSSI, 2000).

Andlises citogenética levaram a validacéo recente de duas espécies no
territério brasileiro. Em 1996, Duarte descreveu a espécie Mazama bororo, até
entao citada informalmente por Miranda Ribeiro, havendo apenas um exemplar
em museu (EISENBERG 2000). A espécie Mazama nemorivaga, apesar de ter
sido descrita em 1817 por Cuvier, ndo era uma espécie validada. Andlises
cariotipicas de individuos de M. gouazoubira provindos da regido norte do
Brasil retomaram a discussdo sobre a divisdo da espécie, uma vez que
apresentavam cariotipos diferentes e caracteristicas morfologicas distintas
(DUARTE, 1996; DUARTE; MERINO, 1997; DUARTE; JORGE, 1998). Apenas
em 2000, a espécie foi validada por Rossi.

Duarte, Gonzalez e Maldonado (2008), construiram a arvore filogética
dos cervideos neotropicais a partir do citocromo b e observaram a separacao
do género Mazama em dois clados diferente, caracterizando um grupo
polifilético. Um clado foi composto por animais que possuem pelagem mais
avermelhada, incluindo a espécie tipo do género (M. americana, M. bororo e M.
nana) e o0 outro composto por animais de pelagem mais acinzentada (M.
gouazoubira e M. nemorivaga). Propuseram entdo, a separacdo das espécies
M. gouazoubira e M. nemorivaga do género Mazama.

Corroborando com esse estudo, uma analise filogenética mais
aprefundada das espécies de Mazama cinza brasileiros, realizada
recentemente utilizando DNA mitocondrial e genes nucleares, apresentou
resultados semelhantes e incrementou novas informacdes em relacéo as duas
espécies. Como resultado, o0 género Mazama também se apresentou polifilético

com o mesmo padrdo de formacéo dos clados, o que, segundo a autora,



invalida essa nomenclatura taxonomica do género para as espécies M.
gouazoubira e M. nemorivaga. Além disso, as duas espécies foram alocadas
em clados separados, 0 que indica a separacdo dessas espécies em dois
géneros diferentes. Por fim, a espécie M. gouazoubira foi subdividida em cinco
clados, com os a distribuicdo geografica dos individuos analisados ocorrendo
em simpatia, levantando a hipétese de que M. gouazoubira seja um complexo
de espécies cripticas. A espécie M. nemorivaga foi subdividida em trés clados,
separados em dferentes regides de endemismos na Amazodnia, necessitando
também de novas andlises incluindo um namero maior de individuos de cada

regido para validar as espécies (FIGUEIREDO, 2014).

Mazama cinzas Brasileiros

Os Mazama cinzas apresentam uma grande plasticidade ecoldgica e
talvez por este motivo ndo tenham se diferenciado em muitas espécies durante
o Pleistoceno como ocorreu com o Mazama vermelho (GONZALEZ; DUARTE;
MALDONADO, 2010). Atualmente, no Brasil, sdo representados por uma
espécie amazobnica, Mazama nemorivaga, ou veado-roxo, e outra que ocupa o
restante do territério brasileiro Mazama gouazoubira, ou veado-catingueiro
(DUARTE; GONZALEZ, 2010).

O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira)

A espécie M. gouazoubira (Figura 1) inicialmente foi descrita como
Cervus gouazoupira por Fisher (1814), apenas em 1951 que Hershkovitz
utiizou o nome Mazama gouazoubira pela primeira vez, e em 2001 a
nomenclatura foi oficializada pela Comissao Internacional de Nomenclatura
Zooldgica (ICZN) (BLACK-DECIMA et al. 2010)



Grosso do Sul. (Foto: Duarte, J.M.B.)

Segundo Rossi (2000), no Brasil ndo ha subespécies de veado-
catingueiro e sim variacdes de padrdes de pelagem dentro da espécie, sendo
gue, os individuos de coloragdo mais clara prevalecem em regides mais
abertas, como o cerrado, e as populacdes de florestas tendem a ser mais
escuras. Em geral, a pelagem no dorso e lateral do pescoco € de cor
acinzentada (ou marrom acinzentada) aspergido de laranja, o dorso e lateral do
corpo normalmente tem coloragdo marrom acinzentado, algumas vezes
aspergido de laranja; geralmente a regido lombar e a parte dorsal da cauda séo
alaranjadas; a regido ventral pode ser castanho amarelado ou alaranjado do
gueixo ao abddémen; a regido inguinal pode ser amarelada, alaranjada ou
esbranquicada e a parte ventral da cauda é branca; a pelagem da cabeca
apresenta um tufo de pelos de coloracdo marrom escura na parte frontal, uma
regido esbranquicada e bem definida no canto interno da regido dos olhos;
possui orelhas grandes e arredondadas, com a coloracdo esbranquicada na
fase interna e bordas (ROSSI, 2000). O comprimento da cabeca e corpo pode
variar de 882 a 1060 mm, a altura do membro anterior de 500 a 600 mm, o
peso corporal de 11 a 25 kg, e apresentam orelhas relativamente grandes 95-
121 mm (ROSSI, 2000).

Ocorrem das regides secas pré-Andinas da Argentina e Bolivia,

estendendo-se pelo Paraguai até a costa Brasileira, tendo como limite ao norte



as areas de transicao de floresta Amazonica e ao sul toda a regido do Uruguai
(Figura 2) (BLACK-DECIMA et al., 2010).

Figura 2. Distribuicdo geografica de Mazama gouazoubira, em hachurado.
(BLACK; VOGLIOTTI, 2008)

Considerado uma espécie solitaria, o M. gouazoubira s6 é visto em
pequenos grupos de 3 a 4 individuos quando ha escassez de alimento
(DUARTE; GONZALEZ, 2010). Observacdes em vida livre revelam diferentes
épocas de nascimento de filhotes sendo, no cerrado, mais comum observa-los
no final das épocas de chuva (LEEUWENBERG; OLIVEIRA-CABRAL; LARA-
RESENDE, 1999). Em especial, no Pantanal, sdo observados dois periodos
com presenca de filhotes, um no inicio das esta¢des de chuva e outro apos a
época de cheia (PINDER, 1997). No Paraguai os animais também n&o
apresentam sazonalidade havendo filhotes e fémeas prenhes durante todo o
ano (STALLINGS, 1986).

O monitoramento reprodutivo anual de veados-catingueiros em cativeiro
no Brasil, ndo apresentou variacbes morfologicas (tamanho de testiculo e ciclo
de chifres), endocrinas (niveis de testosterona e cortisol) e seminais (volume,
concentragdo, motilidade e morfologia espermatica) correlacionadas com
variacbes ambientais (temperatura, fotoperiodo e pluviosidade), indicando
auséncia de sazonalidade reprodutiva (BARROZO et al., 2001). Analises

seminais de amostras coletadas por eletroejaculacéo revelaram um volume de



ejaculado variando de 315 a 605 pL e a concentragéo variando de 0,86 x 10% a
2,89 x 10° espermatozoides/mL (CURSINO et al., 2012). A analise morfolégica
dos espermatozoides, de ejaculados também coletados por eletroejaculacgéo,
presentou 26,8% de defeitos maiores e 32,4% de defeitos menores, totalizando
59,2% de espermatozoides anormais. Os principais defeitos encontrados
foram: contorno anormal de cabeca, gota citoplasmatica proximal, cauda
fortemente enrolada, cauda dobrada com gota citoplasmética e defeito de peca
intermediaria (defeitos maiores) e cabeca curta e cauda enrolada (defeitos
menores) (PERONI et al., 2012).

O veao-roxo (Mazama nemorivaga)

A espécie M. nemorivaga (Figura 3) foi descrita pela primeira vez por
Cuvier em 1817, a partir de um espécime originario de Cayenne, na Guiana
Francesa. A espécie passou a ser restrita das Guianas francesa e britanica
(ALLEN, 1915). Miranda-Ribeiro (1914) ja havia descrito uma pequena espécie
de Mazama cinza no estado de Rondénia classificando-a como M. gouazoubira
rondoni. Porém, em 1998, Duarte propds considerar M. rondoni como uma
espécie separada de M. gouazoubira, baseando-se nas diferencas
morfologicas e cariotipicas encontradas entre estas duas espécies. Foi em
2000, que Rossi considerou M. rondoni como sinonimia de M. nemorivaga e
confirmou a proposta de Duarte (1998) ao analisar morfologicamente
espécimes provenientes de sete estados ao norte do Brasil: Espirito Santo,
Maranhdo, Para, Amapa, Amazonas, Mato Grosso e Rondbdnia. Atualmente, M.
nemorivaga é reconhecida como espécie valida, sendo a espécie de Mazama
cinza que ocupa a regido amazobnica (ROSSI; DUARTE, 2008; DUARTE;
GONZALEZ; MALDONADO, 2008; ROSSI et al., 2010; MERINO; ROSSI, 2010;
DUARTE; GONZALEZ, 2010).



Figura 3. Espécime fémea de Mazama nemorivaga. (Foto: Duarte, J.M.B.)

O veado-roxo pode apresentar medidas um pouco menores que as do
veado-catingueiro, com o comprimento de corpo e cabeca de 760 a 1015 mm,
a altura do membro anterior de 490 a 505, peso corporal 14 - 15,5 kg e uma
orelha pequena medindo de 82 a 93 mm (ROSSI et al, 2010). A regido dorsal
tem uma pelagem marrom escura podendo apresentar aspergido de amarelo, e
a lateral do corpo € marrom podendo apresentar um aspergido de amarelo
claro; a regido ventral € amarelada ou esbranquicada do queixo ao abdémen; a
parte dorsal da cauda é marrom escuro e a parte ventral € branca; a face do
veado-roxo € marrom escura, muitas vezes mesclado com preto e raramente
apresenta uma mancha marrom amarelada na regido superior do canto interno
do olho (ROSSI, 2000). Morfologicamente o veado-roxo pode ser distinguido do
veado-catingueiro por possuir uma garupa e regido dorsal da cauda de
coloragdao marrom achocolatada, orelhas menores e mais pontudas, olhos e
orbitas cavitarias mais largas (ROSSI et al., 2010).

Atualmente o veado-roxo & encontrado no Brasil, Guiana Francesa,
Suriname, Guiana, Venezuela, Coldmbia, Ilha de San José (Panama), Equador,
Peru e Bolivia (Figura 4). No Brasil a espécie encontra-se na regido da floresta
amazonica e nas areas de transicao de suas bordas (ROSSI et al., 2010).
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Figura 4. Distribuicdo geografica de Mazama nemorivaga, em hachurado.
(Fonte: ROSSI, R. V.; DUARTE, J. M. B. 2008. IUCN red list, 2011)

O veado-roxo, por ser uma espécie validada recentemente, possui
poucos estudos em relacdo aos seus aspectos reprodutivos, ou mesmo
comportamentais. A maioria dos relatos € descrita para o entdo veado-
catingueiro amazoénico. S8o0 poucos os relatos de nascimentos em cativeiro
sendo estes observados durante todas as épocas do ano (ROSSI et al, 2010).
Na Amazénia Peruana foram observados nascimentos ocorrendo nos meses
de Janeiro, Marco, Abril e de Julho a Outubro (HURTADO-GONZALES, 2000).
Na Bolivia e Venezuela, foram observadas fémeas prenhes nos meses de
Janeiro, Abril e Dezembro, com nascimentos ocorrendo em Julho, Agosto e
Novembro (BISBAL,1994). No Brasil ainda ndo existem relatos dos meses de
nascimento de filhotes dessa espécie.

Em 2010, Peroni et al. relataram uma surpreendente caracteristica da
espécie, a coloracdo avermelha do plasma seminal de dois exemplares de M.
nemorivaga mantidos em cativeiro no Brasil. Segundo os autores, a hipotese
de presenca de sangue foi descartada pela auséncia de células sanguineas,
mas ainda sim, ndo souberam dizer a origem da coloracdo. O volume do
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ejaculado coletado por eletroejaculacdo pode variar de 405 a 715 uL e a
concentracdo varia de 0,24 x 10° a 0,25 x 10° espermatozoides/mL (CURSINO
et al.,, 2012). Na andlise morfolégica dos espermatozoides de ejaculado
coletado por eletroejaculacédo, foram observados 38% de defeitos maiores e
35% de defeitos menores, totalizando 73% de células anormais. Os principais
defeitos encontrados foram cauda enrolada (defeito menor), cauda fortemente
enrolada e defeito de peca intermediaria (defeitos maiores) (PERONI et al.,
2012).

A célula espermética e a diferenciacdo entre as espécies

Ha muitos anos a morfometria espermatica, de diversas espécies, vem
sendo estudada. Seja para entender a biologia reprodutiva, identificar a
fertilidade do macho, ou diferenciar espécies.

Ao reunir dados de morfometria espermatica de 284 espécies de
mamiferos, Haigh e colaboradores (1984) observaram que existe uma
correlacdo negativa entre a massa corporal e o tamanho do espermatozoide,
sendo o de artiodatilas os menores dentre os mamiferos e dos marsupiais
estando dentre os maiores. Porém, mais de dez anos depois, essa correlacao
foi contestada por Gage (1998), onde ao analisar a massa corporal e o
tamanho do espermatozoide de 300 espécies de mamiferos, ndo obteve
nenhum tipo de correlacédo. Assim como nao obteve correlagdes com o nimero
de cromossomos, com o tamanho do genoma, ou com a duracdo do ciclo
estral. Em contra partida foram observadas correlacées entre o tamanho do
espermatozoide e o trato reprodutivo das fémeas em outros taxa como aves
(BRISKIE; MONTGOMERIE, 1992) e peixes (BALSHINE et al., 2001).

O tamanho do espermatozoide pode estar relacionado com outras
caracteristicas da biologia reprodutiva, como o0 sistema de acasalamento.
Espécies que possuem competitividade espermatica apresentam
espermatozoides maiores, principalmente em relacdo ao tamanho da cauda,
gue proporciona maior propulsdo ao espermatozoide (GOMENDIO; ROLDAN,
1991). A competicdo espermatica ndo apresentou correlacdo com o tamanho
total do espermatozoide (GAGE; FRECKLETON, 2003), porém obteve
correlacdo positiva com o tamanho da peca intermediaria (ANDERSON;
NYHOLT; DIXSON, 2005). A relacdo pode ser devido a quantidade de
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mitocdndrias presentes na peca intermediaria. A forca de propulsdo aparenta
ser mais importante que o formato da cabeca ou tamanho total do
espermatozoide na competicao espermética (MALO et al., 2005).

Muito ainda tem que ser estudado em relacdo a morfometria espermatica e
sistemas de acasalamento, talvez estudos do microambiente do trato
reprodutivo feminino também possa revelar uma influencia deste na
morfometria espermética (GAGE; FRECKLETON, 2003).

Um trabalho recente com dados de 226 espécies de mamiferos,
utilizando um controle filogenético mais robusto em relacdo aos trabalhos
anteriores, mostrou que conforme aumenta a competitividade espermatica nas
espécies, aumenta o tamanho total do espermatozoide (cabeca, peca
intermediaria, e peca principal e final) e a cabeca se torna mais alongada
(TOURMENTE; GOMENDIO; ROLDAN, 2011). As comparacbes entre o
tamanho do espermatozoide e a velocidade do nado tém apresentado
correlacdes positivas, o que leva a pensar que o tamanho do espermatozoide
pode afetar na velocidade de seu nado dando-lhe uma habilidade competitiva,
sendo um diferencial da fertilidade do macho (GOMENDIO; ROLDAN, 2008;
TOURMENTE; GOMENDIO; ROLDAN, 2011). Essa relacdo entre velocidade e
fertilidade ja havia sido citada por Malo et al. (2005) quando observaram que
aqueles machos de cervo nobre hispanico que apresentavam melhores
parametros seminais, mais férteis, apresentavam espermatozoides mais
velozes.

A hidrodinamica e a velocidade do espermatozoide parecem ter papel
fundamental ndo apenas na competicdo espermética como também na
fertilidade. Muitos trabalhos utilizam a morfometria espermética como
ferramenta para classificar a fertilidade de machos. Esses trabalhos ja foram
realizados em diversas espécies domeésticas como cavalos (GRAVANCE et al.,
1996), bovinos (BELETTI; COSTA; VIANA 2005a), ovinos (MAROTO-
MORALES et al., 2010) e suinos (SARAVIA et al., 2007), e espécies selvagens
como primatas ndo humanos (VALLE et al. 2013) e cervideos (ESTESO et al.
2009).

O formato da cabeca e a localizacdo da insercdo da cauda do
espermatozoide sado caracteristicas especificas de cada espécie e podem
auxiliar estudos de filogenia (GAGE, 1998; BELETTI; COSTA; VIANA, 2005b).
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Alguns grupos de animais, dentre eles os mamiferos, podem ser classificados,
taxonomicamente, através de uma simples andalise morfométrica do
espermatozoide, isso porque esta célula possui caracteristicas espécie-
especificas (PITNICK; HOSKEN; BIRKHEAD, 1998). Utilizando os dados de
dimenséo e formato da cabeca, e outros parametros funcionais da morfometria
esperméatica, como coeficiente de hidrodinAmica e simetria, Beletti e Costa
(2003) conseguiram diferenciar as populagcdes de espermatozoide entre

espécies de um mesmo género.

Caracterizacao do plasma seminal e proteémica

O plasma seminal € uma secrecdo complexa produzida pelos testiculos,
epididimo e glandulas acessorias do trato reprodutor masculino, composta por
acucares, proteinas, lipidios, ions inorganicos, enzimas, sais organicos e
horménios (MANN; LUTWAK-MANN, 1951; SAIRAM; RANGANATHAN;
LAMOTHE, 1980; PESCH; BERGMANN; BOSTED, 2006). Esta secrecao atua
na maturacdo, manutencdo e no transporte do espermatozoide até o odcito,
interagindo ndo apenas com a membrana espermatica, mas com todo o
ambiente do trato reprodutor feminino, sendo estas interacdes o principal papel
das proteinas do plasma seminal (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). As
principais proteinas relacionadas a fertilidade de bovinos, principal espécie
estudada em relacdo a protedbmica seminal, sdo as BSPs, espermadesinas,
osteopontinas e as fosfolipases (MOURA et al., 2006).

Uma das primeiras proteinas, identificadas, relacionadas a fertilidade foi
a FPM (Forward Motility Protein), de baixo peso molecular (37KDa) que atua na
inducdo da motilidade progressiva do espermatozoide (ACOTT; HOSKINS,
1981). Em 1983, Esch et al., purificou as principais proteinas (15-16KDa)
presentes no plasma seminal de bovinos, BSP | e PDC-109 (BSP Il e BSP IlI).
Mais tarde em 1987, Manjunath e Sairam, Também utilizando plasma seminal
de bovinos, purificaram e caracterizaram trés proteinas acidas, BSP-A1, BSP-
A2 e BSP-A3 e revelaram serem idénticas as BSPs descritas por Esch e
colaboradores. Também revelaram que as BSPs Al e A2 possuem a mesma
caracteristica das proteinas descritas como PDC-109, sendo entdo a BSP-A3

correspondente a BSP | descrita anteriormente.
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No mesmo ano, Manjunath, Sairam e Uma (1987), descreveram uma
guarta proteina, a BSP-30-KDa. As BSPs foram caracterizadas como proteinas
ligadoras de heparina (HBP) e moduladoras da capacitacdo esperméatica
(CHANDONNET et al., 1990; MILLER; WINER; AX, 1990). Resumidamente, as
HBPs se ligam a membrana do espermatozoide quando este entra em contato
com o plasmam seminal durante a ejaculacdo (McCAULEY; BELLIN; AX,
1996). No trato reprodutor feminino essas proteinas presentes na membrana
do espermatozoide se ligam a HDL (lipoproteinas de alta densidade) e as
GAGs (glicosaminoglicanos), causando desestabilizacdo da membrana
espermatica e iniciando a capacitacdo (MANJUNATH; THERIEN, 2002). Essas
proteinas representam de 40% a 57% do total de proteinas do plasma seminal
de bovinos, sendo a PDC-109 a mais abundante (25-47%) (NAUC,;
MANJUNATH, 2000). Proteinas homélogas as BSPs ou HBPs de bovinos ja
foram descritas em outras espécies como equinos (CALVETE et al., 1995),
suinos (CALVETE et al, 1997), caprinos (VILLEMURE; LAZURE;
MANJUNATH, 2003), ovinos (JOBIM et al., 2005), ruminantes ndo domésticos
— bisdo (BOISVERT et al., 2004), bufalo (HARSHAN et al., 2009) e camelideos
(KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012).

Outras proteinas que também atuam na capacitacdo espermatica séo as
espermadesinas. Estas sdo as principais proteinas presentes no plasma
seminal de suinos (AQN, AWN, PSP) representando 90% das proteinas totais,
mas também estdo presentes no plasma seminal de outras espécies como
equinos, bovinos e ovinos (revisado por CABALLERO et al., 2012) e espécies
selvagens como cateto (SANTOS et al.,, 2014). Séo glicoproteinas de baixo
peso molecular que atuam na manutencdo da viabilidade espermatica
regulando a atividade mitocondrial e peroxidacdo lipidica, e em diferentes
momentos durante a fertilizacdo (TOPFER-PETERSEN et al., 1998; JUYENA,;
STELLETTA, 2012). Algumas possuem dominios para ligacdo de heparina
(AQN-1, AQN-3, AWN) e outras ndo (PSP-I and PSP-Il) (CABALLERO et al.,
2012). As espermadesinas AQN-3 e AWN se ligam ao espermatozoide no
momento da ejaculacdo estabilizando a membrana e impedindo a reacao
acrossomica precoce. A AQN-1 ira atuar na fémea ligando o espermatozoide
ao epitélio do ouviduto. Ao interagirem com glicosaminoglicanos presentes no

fluido do ouviduto, essas espermadesinas irdo se soltar da membrana
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espermatica, liberando o espermatozoide do epitélio. No mesmo momento,
ocorre a capacitacdo espermatica e reagdo acrossomica. Algumas proteinas,
AQN e AWN, restantes na membrana espermatica irdo atuar na ligagdo odcito-
espermatozoide no momento da fertilizagdo (TOPFER-PETERSEN et al., 1998;
CABALLERO et al.,, 2012). As PSP-l e PSP-Il parecem atuar como
Imunossupresor, protegendo o espermatozoide de reacdes imunes no trato
reprodutor feminino (MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA; KORDAN, 2011,
CABALLERO et al.,, 2012). As SPADH 1 e 2 sdo encontradas no plasma
seminal bovino, e foram descritas como proteinas acidas do fluido seminal
(aSFP - acidic seminal fluid protein) por Einspanier e colaboradores, no ano de
1991. A SPADH-1 possue uma ligacdo mais fraca com o espermatozoide e
atuam principalmente durante o armazenamento da célula no trato reprodutor
masculino (SCHONECK; BRAUN; EINSPANIER, 1996). A SPADH-2 é outra
aSFP conhecida como Z13 (TEDESCHI et al., 2000).

Existem proteinas com mudltiplas funcbes, que atuam tanto no
desenvolvimento do espermatozoide, quanto na interagcdo espermatozoide-
odcito. Um exemplo é a orteopontina, esta proteina foi identificada no plasma
seminal de bovinos em 1997 por Cancel, Chapman e Killian. A expressdo da
osteopontina foi identificada nos tdbulos seminiferos com espermatides
alongadas (CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN, 1999; RODRIGUEZ; DAY;
KILLIAN, 2000). Por serem expressas apenas em algumas etapas do
desenvolvimento do gamenta € possivel que sejam reguladas por fatores que
controlam a espermatogénese e provavelmente possuem funcéo de ligacao
entre a célula espermatica, a célula de Sertoli e dos componentes da matriz
extracelular (MOURA, 2005). As osteopontinas presentes no plasma seminal
sao secetadas pela ampola e vesicula seminal (CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN,
1999). Sua principal funcdo no processo de fertilizacdo é sua capacidade de
ligacdo celular atravé do dominio de ligagdo que interage com as integrinas e
receptores CD44 presentes na membrana celular (RODRIGUEZ; DAY;
KILLIAN, 2000; MOURA 2005). As osteopontinas também estdo presentes na
tuba uterina e podem se ligar formando complexos de osteopontinas e
integrinas. Tanto a membrana plasmatica do espermatozoide como do odcito

possuem integrinas e receptores CD44 e ao interagirem com as osteopontinas
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formam complexos de ligacdo odcito-espermatozoide auxiliando na fertilizacéao
(MOURA, 2005).

As fosfolipases sdo enzimas relacionadas a secrecdo da vesicula
seminal e glandula bulbouretral, também atuam na fertilizacdo. Estas enzimas
estdo presentes livres no plasma seminal e ligadas & membrana espermatica,
regido do acrossoma, regido pos-acrossomal e peca intermediaria (RONKKO,
1992). Acredita-se que atuem na reagdo acrossomica e na fuséo
espermatozoide-oécito (JUYENA; STELLETTA, 2012). Para nao ocorrer
hidrolise dos fosfolipideos da membrana e capacitacdo prematura do
acrossoma, as BSPs inibem a acdo das fosfolipases até que o0s
espermatozoides cheguem ao trato reprodutor feminino (SOUBEYRAND;
MANJUNATH, 1997). Outras proteinas ja foram identificadas como
biomarcadores de fertilidade ou infertilidade como clusterinas (O'BRYAN et al.,
1990), proteinas do choque térmico (BARRIOS et al., 2000), ubiquitinas
(THOMPSON; RAMALHO-SANTOS; SUTOVSKY, 2003), enzimas
antioxidantes (MUINO-BLANCO; PEREZ-PE; CEBRIAN-PEREZ, 2008) e
muitas outras.

A protebmica € a identificacdo e caracterizacdo de proteinas
constituintes de uma matriz biologica, produzidas em um determinado
momento sob determinadas condigdes (WASINGER et al.,1995). Visa estudar
as proteinas totais expressas em qualquer sistema, quer pela abundancia,
atividade, estrutura, estado de pos-traducdo ou outra modificacdo, ou como
essas proteinas interagem umas com as outras em redes ou complexos
(WRIGHT et al.,, 2012). A descricdo e funcdo de algumas das proteinas
presentes no plasma seminal ja estdo bem estabelecidas para bovinos
(revisado por MOURA et al., 2007) e proteinas homologas ja foram descritas
para outras espécies domeésticas como equinos (CALVETE et al. 1995),
caprinos (VILLEMURE; LAZURE; MANJUNATH, 2003), ovinos (BERGERON et
al. 2005) e suinos (GONZALEZ-CADAVID et al. 2014). Poucos estudos foram
realizados para descricdo do plasma seminal de ruminantes ndo domésticos.
Algumas delas sao referentes a animais que visam a producdo zootécnica
como bisdo (BOISVERT et al., 2004), bufalo (HARSHAN et al. 2009) e camelos
(KERSHAW-YOUNG; MAXWELL, 2012).
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Atualmente a protebmica € uma ferramenta muito utilizada para
identificacdo de marcadores de fertilidade/infertilidade ou para diagnostico de
algumas doencas das glandulas acessérias do trato reprodutor masculino
(MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA; KORDAN, 2011). Podem também indicar
diferencas na expressdo de proteinas entre grupos de animais, estacdes
reprodutivas, espécies, racas, ou mesmo entre individuos de uma mesma
espécie (MOURA et al., 2006; MAROTO-MORALES et al., 2010; GAVIRAGHI
et al., 2010). Ao comparar as caracteristicas seminais de duas subespécies de
Bufalos, Pegge et al. (2011) puderam observar presencas de diferentes spots
nos mapas proteicos das duas subespécies e, principalmente, diferencas na
expressao de certas proteinas.

As técnicas utilizadas para protedmica foram fortemente impulsionadas
com as melhorias na espectrometria de massa e nas plataformas de analise e
de informéatica que as suportam (WRIGHT et al., 2012). A presenca de
determinadas proteinas do plasma seminal tem sido relacionada com a
gualidade de criopreservacdo de espermatozoides de espécies domésticas
(CABALLERO et al., 2012; CHACUR, 2012). Mesmo sem o respaldo dos
bancos de dados préprios para as espécies selvagens, € possivel comparar 0s
resultados obtidos como banco de dados de espécies domésticas, identificando
biomarcadores e auxiliando no desenvolvimento de novos meios de
criopreservacdo de gametas de espécies ameacadas (MARTINEZ-PASTOR et
al., 2006; Ll et al., 2011; PEGGE et al., 2011; DRUART et al., 2013).
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CAPITULO 2 - Uso da morfometria espermatica como ferramenta para
distincdo de duas espécies de Mazama cinzas Brasileiros
(Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga)

Resumo

A taxonomia do género Mazama vem sendo muito discutida nos ultimos
anos. H& indicios genéticos que as duas espécies de Mazama cinzas
brasileiros, veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) e veado-roxo (Mazama
nemorivaga), pertengcam a géneros distintos. Utilizando dados de morfometria
espermatica e analises multivariadas discriminantes, encontramos resultados
importantes para auxiliar os estudos filogenéticos, fundamentais para discutir
esse problema. Ao analisar as caracteristicas do ejaculado (volume, cor e
concentracdo espermaticas) e da célula espermatica (morfometria da cabeca e
flagelo), este trabalho encontrou diferengcas importantes que separaram 0s
individuos de M. nemorivaga e os individuos de M. gouazoubira em grupos
distintos. As caracteristicas que mais diferenciam as espécies foram a
coloragdo do ejaculado e as dimensfes da cabeca, destacando-se a area e a
largura como principais variaveis para distingui-las. Foram também
encontradas diferencas nas propor¢cdes das regides que compdem o
espermatozoide (cabeca, peca intermediaria e cauda). A analise multivariada
dos dados de dimenséo e formato da cabeca dos espermatozoides de Mazama
cinzas discriminou com acuracia os dois grupos das espécies. Os resultados
obtidos neste trabalho podem auxiliar nas discussdes sobre a taxonomia do
género Mazama como mais um fator que implica na criacdo de dois novos

géneros, um para Mazama gouazoubira e outro para Mazama nemorivaga.

Palavras-chave: espermatozoide, veado-catingueiro, veado-roxo e taxonomia.



29
Introducao

O género Mazama é representado por cervideos de porte médio a
pequeno. Os machos apresentam chifres curtos, ndo ramificados e
pontiagudos (EISENBERG; REDFORD, 1999). Existem 10 espécies de
Mazama, sendo quatro consideradas cinzas (MERINO; ROSSI, 2010). No
Brasil os Mazama cinzas sao representados por duas espécies, a amazonica,
Mazama nemorivaga (veado-roxo), e outra que ocupa o restante do territério
brasileiro Mazama gouazoubira (veado-catingueiro) (DUARTE; GONZALES,
2010). Atualmente hd uma grande discussdo quanto a taxonomia dessas duas
espécies. Analises filogenéticas, utilizando DNA mitocondrial e nuclear,
apresentaram polifilia para o género Mazama, separando M. gouazoubira e M.
nemorivaga em clados diferentes ao clado que agrupou as outras espécies do
género (FIGUEIREDO, 2014; DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).
Esses resultados apontaram a necessidade de se discutir a criagdo de dois
novos géneros para os Mazama cinzas (FIGUEIREDO, 2014).

Tradicionalmente, analises espermaticas, como a morfometria, séo
utilizadas para analises da fertilidade de machos (HAIGH et al. 1984), porém,
podem ser utilizadas como ferramenta para discussdes taxondémicas (GAGE,
1998). Alguns grupos de animais, dentre eles os mamiferos, podem ser
identificados em seu taxon através de uma simples analise morfométrica do
espermatozoide, isso porgue esta célula possui caracteristicas espécie-
especificas (BELETTI; COSTA; VIANA, 2005b). A partir de dados de dimenséo
(comprimento, largura, area e perimetro) e formato (alongamento, elipticidade,
regularidade e rugosidade) da cabeca é possivel obter diferentes informacdes
como, identificar subpopulagbes de espermatozoide relacionando-as com a
fertilidade de machos (GRAVANCE et al.,1996; BELETTI; COSTA; VIANA,
2005a; MAROTO-MORALES et al. 2010; SARAVIA et al., 2007; VALLE et al.
2013; ESTESO et al.,, 2009), ou mesmo utilizar para identificar espécies e
subespécies (BELETTI; COSTA, 2003; BELLETI; COSTA; VIANA, 2005a).
Existe uma variacdo no tamanho do espermatozoide entre os machos de uma
espécie, porém tal variacdo é reduzida quando comparadas a variacdo do
tamanho entre duas espécies diferentes. Belleti, Costa e Vianna (2005a)

utilizaram dados da morfometria da cabeca de espermatozoides, de Bos taurus
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taurus e Bos taurus indicus e demonstraram, através de andlises
discriminantes, que estas varidveis possibilita a separacdo das duas
subespécies em dois grupos distintos.

Um estudo detalhado comparando as caracteristicas seminais e
morfometria espermatica duas espécies de Mazama cinzas poderiam auxiliar
nas discussdes atuais sobre a taxonomia dos Mazama. Este estudo teve o
intuito apresentar as principais diferencas das caracteristicas do ejaculado e
morfometria espermética das duas espécies de Mazama cinza e assim auxiliar,
com mais esta ferramenta, as atuais discussfes sobre a taxondmica do veado-

catingueiro e veado-roxo.

Metodologia
Animais

Foram utilizados cinco machos, trés veados-catingueiro (G1, G2 e G3) e
dois veados-roxo (N1 e N2). Todos os animais foram mantidos em baias de
alvenaria de aproximadamente 12 m?, no galpdo de manejo de Mazama cinza
do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE - 21° 14’
45,3” sul e 48° 16’ 45,9” oeste). Para todos os animais foi fornecida a mesma
dieta composta de racédo industrializada para equinos de alta palatabilidade
(Purina®; Omolene tradicional), perfazendo até 500 g/animal/dia, e forragem
tipo soja (Glycine max), soja-perene (Neonotonia wightii), rami (Boehmeria
nivea) e amora (Morus Alba), perfazendo até 1 kg/animal/dia. A oferta de agua
foi "ad libitum", e os individuos foram expostos a flutuacdes naturais de
luminosidade, temperatura e umidade relativa do ar.

Este estudo foi avaliado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) desta unidade de Ensino (processo n°® 014080/12) que certificou sua
conformidade com os principios éticos na experimentacdo animal, adotados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Colheita de sémen

Foram realizadas seis colheitas de sémen por eletroejaculacdo, sendo

duas colheitas por animal, em diferentes momentos, durante o periodo de um
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ano. Para os animais que apresentavam descanso reprodutivo maior que um
més foi realizado uma colheita prévia, 7 dias antes, que foi descartada do
experimento. Os animais foram anestesiados com associa¢do dos anestésicos
cloridrato de xilazina (1mg/kg) e cloridrato de quetamina (10mg/kg), por via
intramuscular, para o procedimento de eletroejaculacdo. Antes da introducao
do eletrodo o reto foi esvaziado para que houvesse minima interferéncia de
presenca de fezes. Foi utilizado um eletroejaculador (P-T Eletronics®; Boring,
OR; USA) acoplado a uma probe (2,0 cm de diametro, 28,0 cm de
comprimento; com trés eletrodos longitudinais em sua superficie e distancia
entre os mesmo de 1,5 cm). Apdés sedacdo e introducdo dos eletrodos
direcionados ventralmente no reto, o animal recebeu eletrochoques crescentes
de 250 mA a 750 mA com duracdo média de trés segundos, e entre cada
choque houve um intervalo de trés segundos (perfazendo um total de dez
estimulos por sequéncia). Foram realizadas trés sequéncias de estimulacao,
com intervalos de um a dois minutos, durante a colheita (DUARTE; GARCIA,
1995). O sémen foi colhido em microtubos de 2 mL e mantido em banho-maria
a temperatura de 36 a 37°C até inicio dos procedimentos seguintes. Para
avaliacao do volume foi utilizada micropipeta automatica. A cor do ejaculado foi
classificada segundo a observacdo de uma Unica pessoa para que nao
houvesse diferencas na homeagéao das cores e na densidade (aquoso, leitoso,
cremoso). Uma aliquota de 10 pL de sémen foi fixada em 2 mL de formol salina
para determinacdo da concentracdo pela contagem de espermatozoides em
camara hemocitométrica de Neubauer, obtendo-se a concentragdo por mililitro
de ejaculado (sptz x 10°/mL) e em seguida a concentracéo de espermatozoides

no ejaculado.

Morfometria espermética

Foram realizados esfregacos com 5 pyL de sémen fresco. As laminas
foram secas em temperatura ambiente e fixadas em solucdo de 3%
glutaraldeido e 4% paraformaldeido em tampéao fosfato 0,06 M, por 24 horas.
Apos a fixagdo as laminas foram coradas com corante Harris-Shorr (WHO,
2010) e observadas em microscépio de luz Olympus Bx60® (Olympus Optical
do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As imagens foram obtidas pela camera de

captacdo de imagens AxioCamMRmZeizz® (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
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Gottingen, Alemanha).

As medidas foram realizadas no programa Axio Vision 4.8.2° (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Goéttingen, Alemanha). Foram mensuradas as dimensdes
da cabeca de 600 espermatozoides de cada individuo, sendo 100 células de
cada esfregaco (Figura 1). Foram realizadas trés mensuracbes de cada
espermatozoide para obtencdo da média de cada uma das medidas realizadas.

As mensuracbes foram realizadas da seguinte forma: a reta, para
mensurar o comprimento (C) foi tracada partindo do centro da base da cabeca
do espermatozoide até o ponto mais distante da cabeca. A reta da largura (L)
foi tragcada cruzando, num angulo de 90° o centro equidistante da reta do
comprimento. Utilizando a ferramenta de medida de area (A) e perimetro (P),
ao circundar a cabeca do espermatozoide com o cursor, o software fornecia
automaticamente os valores da regido discriminada.

Com as médias obtidas da dimensao da cabeca, foi possivel calcular o
formato da cabeca de cada um dos 600 espermatozoides, utilizando as
seguintes formulas: elipticidade (E=C/L), alongamento [Al=(C-L)/(C+L)],
rugosidade (Rug=41A/P?) e regularidade (Reg=TrCL/4A).

O comprimento total da cauda (peca principal e peca final) e da peca
intermediaria foram mensurados em 200 espermatozoides, com trés repeticdes

para cada célula e obtida a média de cada medida.

Area (A)

Largura (L)

Elipticidade [E] = C/L
Alongamento [Al] = (C-L)/(C+L)

Comprimento (C) Perimetro (P) Rugosidade [Rug] = 4nA/P?

Regularidade [Reg] = nCL/4A

Figura 5. Medidas da cabeca realizadas no programa Axio Vision 4.8.2°. Reta
do comprimento (C), reta da largura (L), area (A) e perimetro (P). Com o0s
valores obtidos destas medidas de dimenséo, foram calculadas as medidas de
forma da cabeca do espermatozoide (elipiticidade, alongamento, rugosidade e
regularidade).
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Andalises dos Dados

Os dados de volume e concentracédo foram apresentados e analisados
por estatistica descritiva (média e desvio padrdo). As médias obtidas das
medidas de morfometria da cabeca (area, comprimento, largura, perimetro,
alongamento, elipticidade, regularidade e rugosidade) e do flagelo (cauda e
peca intermediaria), de cada espermatozoide, foram analisadas em blotspot e
os valores outliers foram retirados para analise dos dados. Para comparacéo
das médias entre as espécies, foi primeiramente realizado o teste de
normalidade. Para os dados com distribuicdo normal foram analisados com
Teste-t, para os dados que ndo seguem uma distribuicdo normal, foi utilizado o
Teste Mann-Whitney. Foram realizadas duas analises discriminantes para
observar os padrdes formados e se realmente ha uma discriminacdo entre os
grupos testados. A primeira andlise considerou dois grupos (M. gouazoubira e
M. nemorivaga) e a segunda andlise considerou cinco grupos (N1, N2, G1, G2
e G3). Para encontrar as variaveis mais significativas para a discriminacédo das
espécies foi utilizado o teste stepwise. O comprimento total da cauda e a peca
intermediaria também foram analisados quanto as suas propor¢cdes no

espermatozoide.

Resultados

Os resultados obtidos quanto ao volume, concentracdo e coloracéo
encontram-se na Tabela 1. O volume do ejaculado do veado-roxo apresentou
uma média de 417,92 + 185,73 pL, sendo que o animal N1 apresentou volumes
maiores que o animal N2. Os volumes do ejaculado de veado-catingueiro foram
em meédia de 458,11 + 236,45 yL. O animal G2 foi 0 que apresentou maior
variagdo no volume do ejaculado entre as coletas. As médias de volume néo
apresentaram diferenca entre as espécies (p=0,638). A média da concentragéo
do ejaculado do veado-roxo foi significativamente menor (p< 0,01) em relacéo a
do veado-catingueiro, sendo 144,52 + 111,02 e 759,37 + 357,42 milhdes de
espermatozoides por ejaculado, respectivamente.

A coloracdo do ejaculado foi diferente para as duas espécies (Figura 2).

Durante as analises do sémen fresco e sem coloracédo, em microscopio de luz,
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foi observada a presenca de aglomerados avermelhados no plasma seminal do
veado-roxo (Figura 3). Esta mesma estrutura n&o foi observada no ejaculado
dos veados-catingueiros.

Tabela 1. Resultados obtidos quanto ao volume, concentracdo e coloracédo do
ejaculado de dois individuos de Mazama nemorivaga e trés individuos de
Mazama gouazoubira em diferentes épocas do ano.

Espécie Animais Volume i Concentracao 5 Col.oragéo do As.pécto do
SPTZ x10°/mL SPTZ x 10°/ejaculado ejaculado ejaculado
N1 455 0,28 127,4 Vermelho Leitoso
N1 705 0,62 437,1 Vermelho Cremoso
N1 620 0,35 217 Vermelho Leitoso
N1 135 0,44 59,4 Vermelho Aquoso
N1 610 0,27 164,7 Vermelho Leitoso
M. nemorivaga N1 580 0,4 232 Vermelho Aquoso
N2 335 0,42 140,7 Vermelho Aquoso
N2 350 0,42 147 Vermelho Leitoso
N2 280 0,18 50,4 Vermelho Aquoso
N2 455 0,27 122,85 Vermelho Aquoso
N2 410 0,05 20,5 Vermelho Aquoso
N2 80 0,19 15,2 Vermelho Aquoso
Gl 475 1,16 551 Branco Cremoso
Gl 455 1,33 605,15 Branco Cremoso
Gl 380 1,17 444.6 Branco Leitoso
Gl 505 1,41 712,05 Branco Leitoso
Gl 135 1,49 201,15 Branco Cremoso
Gl 360 1,38 496,8 Branco Cremoso
G2 605 0,85 514,25 Branco Aquoso
G2 1050 0,94 987 Branco Aquoso
M. gouazoubira G2 420 1,22 512,4 Branco Aquoso
G2 905 1,08 977,4 Branco Aquoso
G2 750 1,03 772,5 Branco Aquoso
G2 100 1,34 134 Branco Cremoso
G3 315 2,89 910,35 Branco Leitoso
G3 430 3,1 1333 Branco Cremoso
G3 380 3,9 1482 Branco Leitoso
G3 390 3 1170 Branco Leitoso
G3 275 3,88 1067 Branco Cremoso

G3 280 2,85 798 Branco Cremoso
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Figura 6. Ejaculados coletados por eletroejaculagédo de M. gouazoubira (A) de
coloracéo branco e aspecto cremoso, e de M. nemorivaga (B) de coloragéao
avermelhada e aspecto aquoso.
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Figura 7. Imagens A, B e C: Observacdo do ejaculado fresco de Mazama
nemorivaga, sem adi¢cado de coloracdao, em microscopio de luz. Observacao de
espermatozoides translicidos (seta) e aglomerados de pigmentos
avermelhados (asteriscos). Barra de escala representativa de 50 micrémetros.
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Apenas as medidas alongamento e elipticidade n&o apresentaram

diferencas significativas entre as espécies (p>0,05).

As outras variaveis de

morfometria da cabeca apresentaram diferencas significativas entre as

espécies (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo das medidas de dimensédo e formato da
cabeca dos espermatozoides das espécies de M. gouazoubira e M.
nemorivaga, (valor de p para a=0,05).

Medidas (um) M.gouazoubira M. nemorivaga Valor de p
Area 28,626 + 2,159 42,046 £ 2,903 <0,01
Alongamento 0,28878+0,06195 0,29745 + 0,03177 0,606
Comprimento 7,9752 +0,7102 9,4477 + 0,3383 <0,01
Elipticidade 1,8329 + 0,2399 1,8525 + 0,1275 0,606
Largura 4,3830 = 0,3043 5,1179 + 0,2927 <0,01
Perimetro 20,907 £ 1,017 25,281 £ 0,741 <0,01
Regularidade 0,95687 + 0,05385 0,90306 + 0,04161 <0,01
Rugosidade 0,82342 + 0,04670 0,82522 + 0,02413 0,001

Através da andlise stepwise observa-se que a area foi a variavel mais

precisa para distincdo das espécies. As outras variaveis foram classificadas em

ordem decrescente: largura, perimetro, rugosidade, comprimento, elipticidade,

regularidade e alongamento. A partir desse resultado, foi construida uma matriz
scatterplot com os dados das duas variaveis mais precisas para discriminacéo
dos grupos, area e largura. Com essa matriz foi possivel distinguir a formacéao
de dois grupos distintos, um contendo as medidas dos animais da espécie M.
nemorivaga e outro contendo as medidas dos individuos da espécie M.

gouazoubira (Figura 4).
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Figura 8. Grafico scaterplot 2x2, dos dados de area (eixo x) e largura (eixo y) dos
individuos de cada espécie. Individuos N1 e N2 da espécie Mazama nemorivaga e
os individuos G1, G2 e G3 da espécie M. gouazoubira.

Pode-se notar no grafico da Figura 4 que os dados plotados do individuo
G3, apesar de estarem proximos da espécie M. gouazoubira, ndo se
sobrepuseram com 0s outros representantes da espécie, como ocorreu com 0S
demais individuos.

Na analise discriminante para as espécies observa-se a formacédo de
dois padrbes que discriminam as duas espécies com uma taxa de erro de
identificacdo baixa (0,0021) (Tabela 3). Na Figura 5 é possivel visualizar a
formacdo dos padrbes através da plotagem dos resultados das funcbes

discriminantes lineares (Canonical 1 e Canonical 2) de cada amostra.
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Figura 9. Gréfico criado pela analise discriminante canbnica representando a
discriminagao entre os grupos M. gouazoubira (G1, G2 e G3) e M. nemorivaga (N1
e N2) a partir dos resultados obtidos das fungdes lineares discriminantes, Canonical
1 (eixo x) e Canonical 2 (eixo y). As variaveis utilizadas para obtencdo das funcbes
foram comprimento, largura, area, perimetro, rugosidade, regularidade, elipticidade
e alongamento.

Tabela 3. Matriz criada pela a analise discriminante da identificacdo dos
espermatozoides nos determinados grupos de espécies (M. gouazoubira e M.
nemorivaga). Foram analisados 990 espermatozoides, utilizando 8 variaveis
(area, alongamento, comprimento, elipticidade, largura, perimetro, regularidade
e rugosidade). Na matriz estdo descritos o valor absoluto do nimero de (n°
SPTZ) e a porcentagem (%) de espermatozoides identificados, e a taxa de erro
de identificacdo calculada pela anélise discriminante.

M. gouazoubira M. nemorivaga

n°SPTZ % n° SPTZ % Total (n° SPTZz) Taxa de erro
M. gouazoubira 593 99.83 1 0,17 594 0,0017
M. nemorivaga 1 0,25 395 99.75 396 0,0025

Total 594 60 396 40 990 0,0021
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Na andlise discriminante para os individuos observou-se a formacao de
trés padrdes, sendo o Ultimo contendo apenas o individuo G3 (padrdo 1: N1 e
N2; padrdo 2: G1 e G2; padrdo 3: G3). O erro calculado para identificacdo dos
individuos foi 0,11 para N1, 0,12 para N2, 0,39 para G1, 0,19 para G2 e 0,0051

para G3, sendo um total de erro de identificacdo de 0,16 (Tabela 4).

Tabela 4. Matriz criada pela a analise discriminante da identificacdo dos
espermatozoides nos determinados grupos individuos (M. nemorivaga: N1 e
N2; M. gouazoubira: G1, G2 e G3). Foram analisados 990 espermatozoides,
utilizando 8 variaveis (area, alongamento, comprimento, elipticidade, largura,
perimetro, regularidade e rugosidade). Na matriz estdo descritos o valor
absoluto (n° SPTZ) e a porcentagem (%) de espermatozoides identificados, e a
taxa de erro de identificacdo calculada pela analise discriminante.

N1 N2 Gl G2 G3 Taxa
n’ n° n° n° n° Total de

SPTZ % SPTZ % SPTZ % SPTZ % SPTZ % (n°SPTZ) erro
N1 177 89,89 20 10.10 1 0,51 0 0,00 0 0,00 198 0,1061
N2 23 11,62 175 88,38 0 0,00 0 0,00 0 0,00 198 0,1162
Gl 4 2,02 0 0,00 120 60,61 73 36,87 1 0,51 198 0,3939
G2 1,01 0 0,00 36 18,18 159 80,30 1 0,51 198 0,197
G3 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,51 197 99,49 198 0,0051
Total 206 20,81 195 19,70 157 15.86 233 2354 199 20,10 990 0,1636

Os espermatozoides de M. gouazoubira e M. nemorivaga apresentam
diferencas significativas (p<0,001) entre as médias do comprimento da cauda e
peca intermediaria (Tabela 5). Ao transformar os valores das médias do
comprimento das regides do espermatozoide em porcentagem, observamos
que a composi¢cdo do espermatozoide de M. gouazoubira é representado por
73,07% de cauda, 15,72% de peca intermediaria e 11,21% de cabeca. O
espermatozoide de M. nemorivaga € composto por 70,03% de cauda, 16,2% de
peca intermediaria e 13,26% de cabeca (Figura 6). Quando separamos 0sS
individuos, observamos que apenas o individuo G1 apresentou uma
porcentagem de peca intermediaria menor que o0s demais individuos. A
proporcao da cauda foi maior para os individuos G1, G2 e G3 em relagcdo aos
individuos N1 e N2. J& a proporcdo da cabeca foi maior para os individuos N1

e N2 em relacao aos individuos G1, G2 e G3 (Figura 7).
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Tabela 5. Média e desvio padrdo das regides do espermatozoide do
comprimento total (somatéria das regides cabeca, peca intermediaria e cauda),
das espécies M. gouazoubira e M. nemorivaga e os valores de p dos testes nédo
paramétricos da comparacdo das médias entre as espécies. (Valor de p para
a=0,05).

Média (um) M. gouazoubira M. nemorivaga Val%r de
Cauda 52,08+1,30 49,93+098 <001

Peca Intermediaria 11,21+0,41 11,83+0,38 <0,01
Comprimento cabeca 7,98 + 0,71 9,44 + 0,33 <0,01
Comprimento Total 71,28+1,88 71,21+1,32 0,251

Figura 10. Composicdo do espermatozoide das espécies Mazama gouazoubira
e Mazama nemorivaga representada em porcentagem do tamanho de cada
regido (cauda — peca principal + peca final, peca intermediéria e cabeca) em
relacdo ao tamanho total do espermatozoide.
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Figura 11. Composicao do espermatozoide dos individuos N1 e N2 (Mazama
nemorivaga) e G1l, G2 e G3 (Mazama gouazoubira) representada em
porcentagem do tamanho de cada regido (cauda — peca principal + peca final,
peca intermediaria e cabeca) em relacdo ao tamanho total do espermatozoide.

Discusséao

Todas as comparacOes realizadas neste experimento apresentaram
diferencas significativas entre as duas espécies de Mazama cinzas brasileiros.
A diferenca da coloracédo do ejaculado entre as duas espécies ocorreu mesmo
com os animais recebendo a mesma dieta e estando sob as mesmas
condicBes de cativeiro. A coloracdo avermelhada do plasma seminal de M.
nemorivaga ja havia sido relatada por Peroni et al., em 2010. Segundo 0s
autores, a coloracdo ndo esté relacionada com presenca de sangue (hemacias
ou hemoglobina), mas ndo souberam dizer qual a origem da coloracédo do
ejaculado. Quando observado em microscopio de luz, a pigmentacdo ndo se
apresenta disseminada por todo o plasma seminal. Foram visualizados
“aglomerados” de diferentes tamanhos n&o ligados aos espermatozoides. Em

outras espécies € comum a coloracdo amarelada do plasma seminal devido a
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presenca de riboflavina em altas concentracdes, sem influencia na fertilidade
do espermatozoide (WHITE; LINCOLN, 1960; MENDOZA; WHITE;
CHOW,1989; AHMAD; NOAKES, 1996). Mas, a pigmentacdo avermelhada do
plasma seminal ndo foi relatada em nenhuma outra espécie.

O ejaculado do M. nemorivaga apresentou uma concentracao
espermatica menor. Nessa espécie ja foi observada ejaculacdo involuntéria
durante procedimentos de coleta seminal, com auséncia de estimulos (durante
anestesia com anestésicos dissociativos), e na presenca de estimulos leves
durante limpeza do reto (CURSINO et al., 2012). Isto pode ser explicado pelo
fato do macho de M. nemorivaga apresentar uma maior sensibilidade das
glandulas anexas ao estimulo de massagem, e do eletrodo. O ejaculado obtido
pela técnica de eletroejaculacéo é diferente do obtido por vagina artificial. Ao se
estimular as glandulas anexas com o eletrodo ha um aumento na secrecéo de
plasma seminal diminuindo a concentracdo do ejaculado (AUSTIN; HUPP;
MURPHREE, 1961). Importante destacar que durante a necropsia de dois
individuos que participaram do experimento (N2 e G3 vieram a Obito por
motivos ndo relacionados ao estudo ou a doencas que possam ter interferido
nos resultados), foi observado que, apesar do M. nemorivaga ter uma estrutura
corporal menor que M. gouazoubira (Rossi 2000), suas glandulas anexas séo
maiores, principalmente a vesicula seminal, e os testiculos proporcionalmente
menores (dados ainda nao publicados). Provavelmente, por apresentar
glandulas anexas maiores, o estimulo do eletrodo ser4 maior e o ejaculado
apresentara um volume maior de plasma. Aléem disso, um testiculo menor
produz uma quantidade menor de espermatozoide (TAKIHARA et al., 1987).
Talvez essas caracteristicas anatdbmicas possam explicar a diferenca
encontrada na concentracdo do ejaculado entre as duas espécies.

O comprimento da cabeca do espermatozoide pode variar muito entre os
artiodactilas, de 4,8um (Tragulus javanicus ravus) a 10,43um (Philantomba
monticola) (ANDERSON; NYHOLT; DIXSON, 2005). Ao comparar estes dados
com as dimensbes da cabeca dos espermatozoides dos Mazama cinza
brasileiros, observamos que M. gouazoubira possui um comprimento médio
dentre os artiodactilas, ja o M. nemorivaga se assemelha as espécies com

cabecas maiores.



43

A diferenca encontrada entre as dimensdes da cabeca dos
espermatozoides das duas espécies € grande, por exemplo, a média da area
da cabeca do espermatozoide de M. nemorivaga é quase o dobro do valor para
M. gouazoubira. J& o formato da cabeca tende a ser muito parecido, uma vez
gue nao apresentou diferencas significativas para alongamento e elipticidade.
Em relacdo ao tamanho total da célula espermatica, as espécies nao
apresentaram diferencas significativas, mas o M. gouazoubira apresenta uma
cauda maior e o uma cabeca menor em relagdo ao M. nemorivaga. As
propor¢cdes encontradas para cauda e peca intermediaria sdo diferentes das
apresentadas por Patterson et al. (1985) para cervideos. Ao comparar 8
espécies de cervideos, os autores observaram que apesar das diferencas nas
dimensdes da cabeca e no comprimento das diferentes regides do
espermatozoide, as espécies mantinham uma proporcdo entre elas muito
similares, com o comprimento da cabeca representando 11-14% do tamanho
total, a peca intermediaria 18-21% e a cauda 66-69% (Patterson et al., 1985).
Os Mazama cinzas apresentam uma peca intermediaria menor (15-16%) e uma
cauda maior (70-73%).

Segundo Malo e colaboradores (2005), os principais determinantes da
velocidade de deslocamento dos espermatozoides sé&o a forma da cabeca e as
propor¢cdes entre os componentes do flagelo, e que os espermatozoides com
peca intermediaria menor e cauda maior tendem a ser mais velozes. Os
espermatozoides mais velozes possuem uma relacdo com as espeécies que
possuem uma maior competicdo espermatica no trato reprodutivo feminino
(TOURMENTE; GOMENDIO; ROLDAN, 2011). Estudos comparativos entre
espécies mostram que esta relacdo existe em muitos taxons, mas as
consequéncias do aumento no tamanho varia entre as espécies dependendo
do ambiente no qual o espermatozoide tenha que competir (GOMENDIO;
ROLDAN, 1991, GAGE; FRECKLETON, 2003). Existem evidencias que a
competicdo espermatica leva a selecdo de espermatozoides maiores
(GOMENDIO; ROLDAN, 2008). Nao apenas pelo fato das dimensdes dos
espermatozoides serem significativamente diferentes, mas pela diferenca
encontrada no plasma seminal quanto a presenca de pigmentos avermelhados,
provavelmente o ambiente do trato reprodutor feminino € diferente entre as

espécies de Mazama cinzas. Ambas possuem espermatozoides grandes com
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caudas compridas, caracteristicas encontradas em espermatozoides velozes
(GOMENDIO; ROLDAN, 2008), mas talvez exista uma maior competicdo
espermatica na espécie M. gouazoubira em relacdo a M. nemorivaga. Isso
porque que M. gouazoubira apresenta algumas caracteristicas importantes
como testiculos grandes, uma propor¢cdo maior da cauda em relacdo ao
comprimento da cabeca do espermatozoide e, sobretudo, vive em ambientes
abertos como caatinga e cerrado onde o0 encontro com outros individuos da
espécie se torna mais facil e mais competitivo. J& o M. nemorivaga apresenta
testiculos pequenos, um espermatozoide com cabeca grande e uma cauda
mais curta e vive na Floresta Amazbnica, um ambiente fechado de dificil
acesso que dificulta a localizacdo e o encontro de individuos da mesma
espécie, 0 que pode levar a uma menor competicdo por fémeas.

As andlises de morfologia espermatica citam valores muito altos de
patologias, principalmente relacionados a cauda (para ambas as espécies),
formas anormais de cabeca para M. gouazoubira e defeitos na peca
intermediaria para M nemorivaga (PERONI et al., 2012). Uma forma de evitar
gue esses defeitos interferissem nos calculos, optamos por retirar valores
outliers para comparacao das médias.

Seis de oito, das variaveis da morfometria de cabeca, apresentaram
diferencas significativas entre as espeécies. A importancia desses dados para
diferenciagdo dos Mazama cinzas foi observada no resultado das analises
discriminantes. Os espermatozoides foram classificados dentro de sua espécie
com baixo indice de erro, isso nos indica que as variaveis usadas para as
analises foram precisas para diferenciar M. gouazoubira de M. nemorivaga.
Seria interessante um segundo estudo acrescentando dados de outras
espécies de Mazama e observar os padrdes e as distancias formadas entre as
diferentes espécies de Mazama vermelho e Mazama cinza.

Ao observarmos a segunda andlise que discrimina os espermatozoides
em 5 grupos, representados pelos individuos, a taxa de erro € maior ao
classificar os espermatozoides entre os individuos dentro das espécies,
havendo uma mescla na identificacdo dos espermatozoides entre N1 e N2, e
Gl e G2. Interessante destacar a precisdo na identificacdo dos
espermatozoides do individuo G3, onde a taxa de erro foi baixa nao
apresentando mescla de classificagdo com os grupos Gl e G2, que
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supostamente pertencem a sua espécie (M. gouazoubira). Um estudo
semelhante, realizado com morfometria de espermatozoides de Bos taurus e B.
indicus, definiu caracteristicas especificas para cada subespécie, mesmo a
analise apresentando uma taxa de erro maior que a apresentada neste trabalho
(BELETTI; COSTA, 2003). A criacdo de 3 padrdes distintos pela analise
discriminante dos individuos nos leva a acreditar que G3 realmente ndo deva
pertencer a mesma espécie dos individuos G1 e G2, corroborando com 0s
trabalhos de filogenética que levantam a hipdtese de M. gouazoubira ser um
complexo de espécies cripticas (FIGUEIREDO, 2014).

A acuracia em identificar os espermatozoides das duas espécies de
Mazama cinzas nos leva a acreditar que uma nova analise incluindo outras
espécies do género Mazama, novos individuos de Mazama cinzas, e
considerando a influéncia filogenética das espécies, pode incrementar o0s
dados e corroborar com a hip6tese de criagdo de novos géneros para 0S
Mazama cinzas brasileiros e até mesmo a criacdo de novas espécies ou

subespécies para M. gouazoubira e M. nemorivaga.

Conclusao

Foram encontradas diferencas significativas em todas as comparacoes
propostas, na caracteristica do ejaculado e na morfometria espermatica, para
distingdo das espécies. A acurdcia encontrada na andlise discriminante,
utilizando dados da morfometria da cabeca dos espermatozoides de Mazama
cinzas, indica que esta serd uma ferramenta valida para novos estudos

filogenéticos do género Mazama.
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CAPITULO 3 - Diferencas dos perfis proteicos bidimensionais e proteinas
do plasma seminal de veados-cinza (Mazama gouazoubira
e Mazama nemorivaga)

Resumo

Visando auxiliar na descricdo detalhada e diferenciagdo da biologia
reprodutiva de duas espécies de Mazama cinzas (M. gouazoubira e M.
nemorivaga), este estudo comparou 0os mapas proteicos e identificou suas
principais proteinas do plasma seminal das duas espécies. Utilizando a
eletroforese SDS-PAGE bidimensional pudemos observar diferentes padrdes
dos géis Masters. No geral, os “spots” mais representativos tanto para Mazama
gouazoubira quanto para Mazama nemorivaga, foram os dos peptideos de
baixo peso molecular (8 a 15 kDa) e pH variando de 4 a 8. Porém, o padrdo de
distribuicdo dos spots foi diferente e, apesar do numero reduzido de proteinas
identificadas no plasma seminal do M. nemorivaga - devido a interferéncia da
pigmentacdo avermelhada, foi possivel identificar diferentes proteinas, para
cada espécie, que apresentam a mesma funcdo no processo de maturacao e
protecdo espermatica, e durante o processo de fertilizacdo. Essas diferencas
encontradas podem auxiliar nas discussdes relativas a diferenciagédo das

espécies em dois géneros distintos.

Palavras-chave: Eletroforese SDS-PAGE 2D, Protedmica, Veado-catingueiro,

Veado-roxo.
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Introducao

O plasma seminal é composto por fluidos das glandulas acessorias do
macho e contém polipeptidios que interagem com os espermatozoides tendo
um papel importante na reproducdo do macho (MILLER; AX, 1988). Contribui
também na capacitacdo e competicdo espermatica, € no processo de
fertilizacdo (POIANI, 2006). A identificacdo e descricdo das funcbes de
determinadas proteinas do plasma seminal ja foi bem definida para bovinos
(MOURA et al. 2007) e proteinas homologas ja foram descritas em outras
espécies domésticas (CALVETE et al, 1995; VILLEMURE; LAZURE;
MANJUNATH, 2003; BERGERON et al., 2005). Poucos trabalhos, neste
ambito, foram voltados a ruminantes ndo domeésticos (BOISVERT et al., 2004;
HARSHAN et al., 2009; KERSHAW-YOUNG; MAXWEL, 2012).

A caracterizacdo basica do sémen de cervideos neotropicais tem
recebido pouca relevancia cientifica, entretanto este tipo de informacéo €
importante para o desenvolvimento de técnicas de reproducao assistida (ART -
Assisted Reproductive Techniques) ou criagdo de protocolos de
criopreservacdo de gametas. As ART e os bancos de recursos genéticos (GRB
- Genetics Resource Bank) sao considerados fundamentais para a
conservacao de espécies ameagadas (HOLT; PICKARD, 1999). Os cervideos
estdo sofrendo com a extensiva perda da biodiversidade devido a caca,
fragmentacdo e exploracdo de seus habitats, dentre outras pressoes
antropogénicas (ZANETTI et al.,, 2010). Das oito espécies de cervideos
Brasileiros, duas sao consideradas vulneraveis (Blastocerus dichotomus e
Mazama bororo), duas como dados insuficientes (M. americana e M. nana),
trés como pouco preocupantes (Odocoileus virginianus, M. gouazoubira e M.
nemorivaga) e apenas uma espécie nao entra na lista de ameacas (Ozotocerus
bezoarticus) (IUCN, 2013). Entretanto o uso das ART, para a preservacao dos
cervideos neotropicais, atualmente esta limitada devido a falta de
conhecimento sobre a fisiologia da reproducdo das espécies (ZANETTI et al.,
2010). Um segundo fator que implica na realizagcdo de estudos mais
aprofundado sobre a biologia reprodutiva de cervideos sdo as complexas
discussfes que ainda existem quanto a taxonomia de alguns géneros de

cervideos neotropicais, como a criacdo de dois novos géneros para M.
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gouazoubira e o M. nemorivaga (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008;
FIGUEIREDO, 2014).

O Mazama gouazoubira é uma das espécies mais abundantes dentre os
cervideos neotropicais (DUARTE, 1996), mas sua classificacdo de ameaca
muda dentro das populacdes dependendo da distribuicdo geografica em que se
encontra (IUCN, 2013). Entretanto, esta espécie tem sido utilizada como
modelo para o desenvolvimento de técnicas reprodutivas, uma ferramenta para
a conservacdo de cervideos neotropicais (ZANETTI; DUARTE, 2011). A
espécie M. nemorivaga foi descrita pela primeira vez por CUVIER em 1817.
Porém, apenas no final do século 20 e inicio do século 21 a ocorréncia da
espécie foi reconhecida no Brasil; antes disso, a espécie era confundida com
M. gouazoubira (DUARTE, 1998; ROSSI, 2000; ROSSI; DUARTE 2008; ROSSI
et al., 2010; MERINO; ROSSI, 2010). Trabalhos recentes apresentaram
indicios, com base em estudos moleculares, de que as duas espécies devem
ser separadas em géneros distintos, incluindo a criacdo de novas espécies e
subespécies dentro desses novos géneros (DUARTE: GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; FIGUEIREDO, 2014).

Com o intuito identificar as principais diferengcas entre as proteinas
presente no plasma seminal das espécies de Mazama cinza brasileiros,
utilizamos a técnica de eletroforese 2-D SDS-PAGE para descrever o mapa
proteico e espectrometria de massa ESI-Q Tof para identificar as proteinas

presentes do plasma seminal de cada uma das espécies.

Metodologia
Animais

Foram utilizados machos adultos das espécies M. gouazoubira (n=3), M.
nemorivaga (n=2). Os animais pertencem ao Nacleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE), do Departamento de Zootecnia, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) — UNESP/Jaboticabal
(21° 14’ 45,3” sul e 48° 16’ 45,9” oeste). Os animais foram mantidos isolados
em baias e receberam a mesma dieta e oferta de &gua "ad libitum". Os

individuos foram expostos as mesmas flutuacfes naturais de luminosidade. Os
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parametros seminais dos M. nemorivaga utilizados apresentaram uma
concentracdo média de 0,32x10° espermatozoides/mL de ejaculado e
motilidade entorno de 60%. Os M. gouazoubira apresentaram uma
concentracdo média de 1,89x10° espermatozoides/mL de ejaculado e

motilidade entorno de 70%.

Obtencéao das proteinas do plasma seminal

A colheita de sémen foi realizada pela técnica de eletroejaculacéo, onde
cada animal foi previamente anestesiado com uma combinagédo de xylazina
(Img/kg) e cetamina 7mg/kg) administrada pela via intramuscular. Para a
execucao deste procedimento foi utilizado um eletroejaculador (P-T
Eletronics®; Boring, OR; USA) acoplado a uma probe de 2,0 cm de diametro,
28,0 cm de comprimento; com trés eletrodos longitudinais em sua superficie e
distancia entre os mesmo de 1,5 cm. ApGs sedacao e introducao do eletrodo no
reto, o animal recebeu eletrochoques crescentes de 250 mA a 750 mA com
duracdo média de trés segundos, e entre cada choque um intervalo de trés
segundos (perfazendo um total de dez estimulos por sequéncia). Foram
realizadas trés sequéncias de estimulacdo, com intervalos de um a dois
minutos, durante uma colheita de sémen (DUARTE; GARCIA, 1995). O
ejaculado foi entdo acrescido de 5 yL de inibidor de protease (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA ) para cada 500 uL de ejaculado e centrifugado a 500 x g
por 15 minutos para separar 0s espermatozoides do plasma seminal.

O plasma seminal foi centrifugado a 10000 x g por 60 minutos (4°C) e o
sobrenadante precipitado segundo van Tilburg et al. (2013) com modificagdes.
Uma aliquota de 50uL de plasma seminal foi adicionado em 1mL de acetona
(100%) resfriada e mantida a -20°C por 2 horas. Para recuperar as proteinas
precipitadas a solucéo de acetona e plasma seminal foi centrifugada a 5000 x g
por 60 minutos (4°C). O sobrenadante foi descartado e o “pellet” seco a 4°C por
12 horas.

Para Mazama nemorivaga foi realizado um protocolo diferente para
precipitacdo das proteinas do plasma seminal devido a sua caracteristica
peculiar da coloracdo avermelhada (PERONI et al.,, 2010; CURSINO et al.,
2012). Apos a coleta o plasma seminal passou por uma primeira centrifugacao

de 10000 x g por 60 minutos e uma segunda centrifugacdo de 100000 x g por
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duas horas. Apdés a segunda centrifugacdo o sobrenadante foi acrescido
solugdo acido tricloroacético (10% de TCA, 0,07% B-Mercaptoetanol, 20mM
Ditiotreitol [DTT], em acetona 100%) e armazenado a -20°C por 45 minutos. Foi
entdo centrifugado a 5000 x g por 60 minutos (4°C) e o “pellet” resultante da
centrifugacado foi suspendido em 1mL de solucdo acetona 100% com DTT
(20mM) resfriada e mantida a -20°C por 2 horas. Para recuperacdo das
proteinas precipitadas, a solu¢éo foi centrifugada a 5000 x g por 60 minutos
(4°C). O sobrenadante foi descartado e o “pellet” seco a 4°C por 12 horas. Os
precipitados de proteinas do plasma seminal das duas espécies e do hibrido
foram ressuspendido em tampédo de amostra | (7 M Ureia, 2 M Tiuréa, 40 mM
DTT, 2% anfélitos livres [IPG buffer, pH 3 -10 (GE LifeSciences)], 4% 3-[(3-
colamidopropil) dimetilaménio]-1-propanosulfonato) e armazenados a -20°C até
sua utilizacéo.

As proteinas do plasma seminal foram diluidas em agua ultra purificada
(1:30) e a concentracdo de proteinas das amostras foi realizada (em duplicata)
segundo o método de Bradford (1976), utilizando soro albumina bovina (BSA -

Sigma-Aldrich) como padréao.

Eletroforese SDS-PAGE bidimensional para proteinas do plasma seminal

A eletroforese das proteinas do plasma seminal foi realizada segundo
Souza et. al. (2010) com modificagbes. As amostras contendo 400 pg de
proteinas do plasma seminal foram acrescidas de tampé&o de hidratacdo (7 M
ureia, 2 M Tiuréa, 2% anfdlitos livres [IPG buffer, pH 3-10 (GE LifeSciences)],
2% 3-[(3-colamidopropil) dimetylamdnia]-1-propanosulfonato, e azul de
bromofenol) suficiente para alcancar o volume de 250 mL. Entdo, as amostras
foram incubadas em tiras de pH de 13 cm (IPG strips linear: pH 3-10 para
proteinas do plasma seminal; GE LifeSciences, Piscataway, NJ, USA), por 18
horas. A focalizacao isoelétrica foi realizada no sistema ETTAN IPGphor 3 (GE
LifeSciences) a 20°C, com a seguinte programacéao: 250 Volts (V) (750 Volts
hora (Vh)), 500 V (500 Vh), 800 V (800 Vh), 1000 V (1000 Vh), 8000 V (9000
Vh), e 8000V (32,000Vh), com um total de 44,050 Vh.

Apbs a focalizagdo as tiras foram incubadas em tampéao de equilibrio | (6
M ureia, 50 mM TRIS-HCI pH 8.8, 29.3% glicerol, 2% SDS, 1% DTT) por 20

minutos e reidratadas em tampao de equilibrio Il por 20 minutos (similar ao
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tampéao de equilibrio | mas contendo 2.5% iodoacetamida ao invés do DTT). As
tiras equilibradas foram fixadas em agarose (5% em SDS-PAGE em tampéo de
corrida) sobre o gel de SDS-poliacrilamida homogéneo (15%). A corrida se deu
a 500 V, 90 W, com 30 mA por gel (Hoefer SE 600; GE LifeSciences). Os géis
foram entdo corados em Azul de Comassie coloidal, segundo Candiano et al.
(2004) e van Tilburg et al. (2013) com modificac6es. Resumidamente, os géis
foram colocados em solucdo de fixacdo (acido fosforico 2% e élcool etilico
30%) por 12-18 horas. Os géis entdo foram lavados por trés vezes (20 minutos
cada etapa) em solucdo de acido fosforico a 2% em solucdo de protonacao por
mais 30 minutos (acido fosférico 2%, &lcool etilico 18%, e sulfato de amonio
15%); ao final foi adicionado a solu¢cdo corante Coomassie Blue G-250 (2%) e

0s géis mantidos em agitacdo na solucdo por 72 horas a temperatura ambiente.

Analise dos mapas proteicos

Os géis bidimensionais foram digitalizados a 300 dpi (Image-Scanner II;
GE LifeSciences), salvos em formato de documentos de imagem (.tiff) e
analisados no programa PDQuest software (version 7.3.0; Bio-Rad). Os géis
Master formados pelas imagens dos géis foram avaliados sob uma simples
combinagdo dos mapas tendo como base o gel com “spots” mais
representativos. A partir do gel Master foi possivel obter o peso molecular,
ponto isoelétrico e quantificacdo densitométrica dos “spots” corados pelo azul
de coomasie (MOURA et al.,2006).

Identificac&o das proteinas por espectrometria de massa ESI-Q Tof
(Eletrospray ionization quadrupole-time-of-flight)

Apos a identificagdo e analise dos spots no Gel Master, estes foram
recortados dos géis e submetidos a digestao por tripsina, como descrito por
Moura et al. (2010). Resumidamente, os pedacos de géis recortados foram
lavados (3 vezes) em 400 pL de meio tampéao (50% acetonitrila em 25mM de
bicarbonato de amoénio), desidratados em acetonitrila (duas lavagens com
200uL). Apds secagem em temperatura ambiente, foram incubados por 12
horas a 37°C em tripsina (Promega, V5111, Madison, WI, USA). Para extrac&o

dos peptideos do gel, foram realizados dois banhos de acido formico 5% (25uL
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por 20 minutos). Os extratos foram secos e ressuspendido em 10uL de
acetonitrila 5% contendo &cido formico (0,1%). As amostras obtidas da
digestdo de cada spot foram analisadas por cromatografia liquida de
capilaridade/espectrometria de massa de ionizacdo por nanoeletrospray em
tandem (NanoUPLC-MS/MS), utilizando o espectrometro de massa Synapt G1
HDMS (Waters Corp, Milford, MA, USA).

As amostras digeridas foram injetadas no solvente A da na fase mével
(acetonitrila/agua/acido férmico 5/95/0.1) fornecido pela bomba auxiliar da
unidade capilar do HPLC com fluxo de 5 pL/ min e os peptideos foram
aprisionados na coluna Waters Symmetry 300 TM da fase estacionéria (C-18,
5um film; 0.3 mmx5 mm) para dessalinizacdo e pré-concentracdo. ApOs
aprisionamento os peptideos foram liberados por um fluxo de solvente em
gradiente, levados a uma coluna analitica HSS T3 fusionada a uma coluna
capilar de silica (C-18 5 ym, 0.075 mmx150 mm) usando uma valvula de
comutacdo 10-ports. A coluna analitica correu com em gradiente (5 to 80 %
solvente B; acetonitrila/agua/acido formico, 95/5/0.2; em 40 min). O
espectrometro de massa foi calibrado utilizando fragmentos de ion Glub-Fib. O
espectrometro de massa foi operado para adquirir a espectrometria de massa
em tandem dos peptideos tripticos no modo de aquisicdo de dados
dependentes para selecdo de ions precursores utilizando o reconhecimento
charge-state e o limiar de intensidade como critério de sele¢cdo usando
MassLynx 4.0 service pack 1. Para a aquisicdo dos dados por espectrometria
de massa em tandem, foi realizada uma varredura (survey scan - 1.5 s) over
them/Zof 400-1,500. Para cada varredura, trés dos ions precursores mais
intensos foram escolhidos, com base nos critérios de selecdo, para obter a
espectrometria de massa em tandem e a producéo do espectro resultante da
dissociacdo induzida por colisdo na presenca de argbnio. O espectro de ion
obtido foi processado usando o programa Protein Lynx Global Server 2.1 e foi
convertido em arquivos texto para busca no banco de dados. Para identificacédo
das proteinas, foi realizada uma busca de ions MS/MS com 0s espectros
processados contra o banco de dados do NCBInr utilizando o programa online
MASCOT Daemon and search engine (Matrix Science Inc., Boston, MA, USA).
As buscas foram feitas assumindo que haveria no maximo a perda de uma

guebra de tripsina e que 0s peptideos eram mono-isotopicos e usaram
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residuos de metionina parcialmente oxidados, e residuos de cisteina
completamente carbamidometilados. A tolerancia da massa de peptideos e a
tolerancia da massa de fragmentos foram definidas inicialmente como 0.3 e 0.1
Da, respectivamente, para busca de ions MS/MS. Entretanto, as identificacfes
dos peptideos candidatos foram apenas aceitas se o valor m/z for observado

dentro de 0.1 Da da massa tedrica da identificacao.

Categorizacao de proteinas

As informagfes das proteinas obtidas pelo MASCOT foram analisadas
utiizando o STRAP (Software Tool for Rapid Annotations of Proteins,
Cardiovascular Proteomics Center, Boston University School of Medicine). Este
software obtém automaticamente os dados do Gene Ontology (GO) das
proteinas e os listam em forma de tabela, utilizando o acesso livre do banco de
dados UniProtkB e EBI GOA (BHATIA et al., 2009 e Santos et al., 2014)

Resultados

O protocolo testado neste trabalho ndo possibilitou a retirada completa
da pigmentacdo presente no plasma seminal de M. nemorivaga, e por este
motivo a focalizagdo e eletroforese das proteinas foram prejudicadas, sendo
possivel visualizar apenas alguns spots no gel de proteinas do plasma seminal

dessa espécie.

Eletroforese SDS-PAGE bidimensional para proteinas do plasma seminal
e identificacdo das proteinas

O perfil bidimensional de eletroforese do plasma seminal de M.
gouazoubira revelou desde a presenca de proteinas de baixo peso molecular, 8
KDa, até proteinas de alto peso molecular, 153 KDa (Figura 1). Os pontos
isoelétricos variaram entre o pH 3,77 e o pH 8,35. A partir do gel Master
elaborado através da analise dos mapas individuais (Figura 2), foram
identificados 529 spots, sendo 418 presentes em pelo menos trés dos seis geéis
analisados. Esses 418 spots representam 89,77% da intensidade total dos
spots presentes no gel Master. O spot 4 (12,27KDa e pH 5,47), mais
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expressivo no gel, apresentou uma intensidade de 7,14% e apenas 13 spots
apresentam intensidade maior que 1%, representando 35,22% da intensidade
total de spots. O principal grupo de proteinas foi identificado entre o pH 4,33 e
pH 8,35 e massa molecular de 8,11 kDa a 52,86 kDa e representaram 48,23%

da intensidade total de spots.
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no eixo x (pH) e peso molecular representado no eixo y (KDa). Animal 1 - a/b;
Animal 2 - c¢/d; Animal 3 - e/f. O gel utilizado como referencia para as analises
dos mapas esta indicado pelo asterisco.
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Figura 13. Gel Master do plasma seminal de Mazama gouazoubira. Peso molecular
representado no eixo y (KDa) e ponto isoelétrico representado no eixo x (pH). Os
nameros representam os spots identificados (Tabela 1).

Foram identificados 52 spots no plasma seminal de M. gouazoubira,
revelando 41 proteinas (Tabela 1). As principais proteinas identificadas foram
as espermadezinas (Spermadhesin-1) que representaram 8,56% da
intensidade do gel, seguida das albuminas (3,4%), proteinas epididimarias
(Epididymal secretory protein E1, Epididymal-specific lipocalin-8 e Epididymis-
specific alpha-mannosidase, Epididymal secretory glutathione peroxidase) com
2,86%, proteinas PS100 (PS100-A8, -A9 e —Al12) com 2,49%, as proteinas
ligadoras de acido graxo representando (1,22%) e as beta-hexosaminidase
com 1,21% da intensidade total dos spots. O restante das proteinas
identificadas representa 7,55% da intensidade total dos spots identificados no

gel Master.
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Tabela 5. Proteinas identificadas, por espectrometria de massa ESI-Q Tof, a
partir dos spots do gel SDS-PAGE do plasma seminal de M. gouazoubira. Os
nameros dos spots referem-se aqueles definidos na Figura 2.

Proteina KDa/pl NCBI* UniProtKB*  MS/MS SC%
Spermadhesin-1-like isoform X1 594115517 P29392.1

Spot 1 10,95/4,33 155 21%
Spot 2 11,03/4,57 147 21%
Spot 11 19,02/6,44 80 21%
Spot 50 8,32/4,98 112 21%
Epididymal secretory protein E1 precursor 27806881 P79345.1

Spot 7 19,11/6 101 24%
Epididymal secretory protein E1 426233668 P79345.1

Spot 13 14,4/6,6 209 32%
Spot 14 15,07/6,6 107 22%
Epididymis-specific alpha-mannosidase 297476071 Q28949.2

Spot 58 114,55/6,6 523 11%
Epididymal secretory glutathione peroxidase precursor 392583910 018994.1

Spot 60 21,17/7,8 238 34%
Epididymal-specific lipocalin-8 296481974  Q6JVES.1

Spot 8 19,9/5,98 62 1%

Spot 10 18,01/6,43 63 1%

Spot 17 16,66/6,45 62 1%

Disulfide-isomerase 472370053 P09103.2

Spot 43 47,87/4,55 573 24%
Prolyl 4-hydroxylase beta polypeptide 358009193 P21195.1

Spot 43 47,87/4,55 449 20%
Ezrin 27806351 P31976.2

Spot 65 62,91/6,66 210 7%

Actin, cytopl asmic 1/ Beta-actin 60389477 P84336.1

Spot 44 38/5,2 620 50%
Dermcidin preproprotein 16751921 P81605.2

Spot 68 19,09/6,87 68 10%
Lactoferrin 504 P24627.2

Spot 21 49.4/9.7 69 2%

Spot 22 49.8/9.9 91 3%

PS100-A8 426216653 P28782.2

Spot 45 8,11/5,33 132 26%
Spot 46 8,39/5,4 125 26%
PS100-A9 594055021 P28783.3

Spot 12 9,92/5,81 83 23%
PS100-A12 594055023 P79105.3

Spot 47 8,25/6,36 95 23%
Serum albumin 589958262 A6YF56.1

Spot 3 11,93/5,02 90 2%

Albumin precursor 193085052 P14639.1
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Spot 40 55,81/5,69 631 20%
Spot 42 56,57/5,49 581 24%
Peroxiredoxin-6 149707887 0O77834.3

Spot 56 22/6,22 124 16%
Peroxi redoxin-6 27807167 O77834.3

Spot 54 22,09/6,69 452 41%
Peroxiredoxin-1 6754976 P35700.1

Spot 67 18,03/6,89 240 23%
Chain A, Crystal Structure Of A Mammalian 2-Cys Peroxiredoxin, 6435547 Q63716.1

Hbp23

Spot 68 19,09/6,87 70 10%
Thioredoxin 57164261 P50413.2

Spot 49 10,12/4,93 200 45%
Clusterin 548476224 P17697.1

Spot 24 31/4,4 135 6%
Clusterin preproprotein 27806907 P17697.1

Spot 59 40,19/4,38 459 17%
Heat shock 70kDa protein 5 isoform 2 253982049 QOVCX2.1

Spot 52 60,7/4,82 719 28%
Alpha-2-macroglobulin precursor 157954061 Q7SIH1.2

Spot 38 64,52/5,82 125 1%
T-complex protein 1 subunitzeta 77736031 Q3MHL7.3

Spot 30 51,28/6,87 155 12%
Alpha-enolase isoform 1 426239774 Q9XSJ4.4

Spot 33 42,03/6,53 776 34%
Beta-hexosaminidase subunit beta preproprotein 270483766 P07686.3

Spot 29 50,49/7,01 411 15%
Spot 30 51,28/6,87 439 16%
Spot 31 52/6,7 663 22%
Spot 32 53,36/6,57 465 15%
14-3-3 protein sigma 57163961 077642.1

Spot 26 24/4,2 716 51%
Spot 27 24,12/4,35 590 47%
14-3-3 protein zeta/delta 4507953 P63103.1

Spot 28 23,12/4,35 577 46%
Annexin | 74 P46193.2

Spot 34 33,1/6,68 899 45%
Spot 35 27,56/7,32 639 35%
Spot 55 27,72/6,98 631 30%
Polymeric immunoglobulin receptor 594038508 P81265.1

Spot 37 64,88/5,66 156 3%
Spot 38 64,52/5,82 63 2%
Immunoglobulin gamma heavy chain constant regin 126542085 P01870.1

Spot 63 48,42/6,23 130 38%
Spot 63 48,33/6,41 130 38%
Spot 63 48,34/6,52 130 38%
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Spot 63 48,11/6,62 130 38%
Spot 63 47,7816,87 130 38%
Fatty acid-binding protein 4 166971606 ABYLM6.1
Spot 48 10,41/5,12 417 56%
Biotinidase 426219576 A6QQ07.1
Spot 36 65,24/5,5 107 4%
PKM2 protein 73587283 P14618.4
Spot 62 49,96/8,32 609 25%
Malate dehydrogenase 77736203 Q3T145.3
Spot 53 29,37/6,39 285 18%
Calreticulin 545920 P52193.2
Spot 51 47,2/3,78 247 20%
Chloride intracellular channel protein 1 62751970 Q5E9B7.3
Spot 61 24,53/5,15 281 29%

(*) Valores correspondentes ao nimero de acesso da proteina no banco NCBI - National Center for Biotechnology
Information e UniProtKB Consortium. KDa/pl - Massa molecular/ponto isoelétrico do spot; MS/MS — Score da
identificacdo dos espectros de massa; SC% — porcentagem das sequencias de peptideos identificadas na proteina.
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O perfil bidimensional de eletroforese do plasma seminal de Mazama
nemorivaga revelou uma faixa de pesos moleculares de 9,45 KDa a 76 KDa e
0s pontos isoelétricos variando do pH 4,0 ao pH 8,0 para as proteinas (Figura
3). O programa PDQuest identificou 191 spots, no total dos 4 géis analisados e
apenas 84 estao presentes em pelo menos 3 deles. No gel Master (Figura 4), o
spot com a intensidade mais elevada representou 4,23% de todos 0S spots no
gel. Dos 191 spots, 28 apresentaram expressdo acima de 1%, totalizando
45,6% da intensidade total de spots. O principal grupo de spots observados no
gel Master possuem peso molecular abaixo de 15KDa e as proteinas

identificadas somaram 22,20% da intensidade total de spots no gel.

102KDa—{ 1
76KDa —{i all b
52KDa —{# - ; ™ S—
38KDa —
31KDa |
24KDa —
17KDa -
12KDa — ‘ — . - .
T
=~ =
102KDa—{ C| = d
76KDa —{# ~ | [®
- —
52KDa—# [
38KDa
31KDa |
24KDa—{
17KDa—
12KDa - R - ot
~ - -

pH pH

Figura 14. Géis bidimensionais da eletroforese SDS-PAGE do plasma seminal
dos animais da espécie Mazama nemorivaga. Ponto isoelétrico representado
no eixo x (pH) e peso molecular representado no eixo y (KDa). Animal 1 - a/b;
Animal 2 - c¢/d. O gel utilizado como referencia para as analises dos mapas esta
indicado pelo asterisco.
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Figura 15. Gel Master do plasma seminal de Mazama nemorivaga. Peso
molecular representado no eixo y (KDa) e ponto isoelétrico representado no
eixo x (pH). Os numeros representam os spots identificados (Tabela 2).

No plasma seminal de M. nemorivaga foram identificados 9 spots,
16,74% da intensidade dos spots do gel, revelando 10 proteinas (Tabela 2). O
grupo de proteinas que apresentou maior intensidade no gel foram as
espermadezinas (Spermadhesin-1-like, Bodhesin-2 e Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I precursor) com 12,09% da intensidade total dos spots. As
outras proteinas identificadas representaram apenas 4,65% da intensidade dos

spots no gel Master.
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Tabela 6. Proteinas identificadas, por espectrometria de massa ESI-Q Tof, a
partir dos spots do gel SDS-PAGE do plasma seminal de M. nemorivaga. Os
nameros dos spots referem-se aqueles definidos na Figura 4.

Proteina KDa/pl UniProtkKB * NCBI * MS/MS  SC%
Spermadhesin-1-like isoform X1 P29392.1 594115517

spot 5 12.00/4.60 150 21
spot 6 12.16/4.34 156 21
spot 7 12.25/4.13 154 21
spot 9 11.28/5.18 84 8
Major seminal plasma glycoprotein PSP-| precursor P35495.2 47523176

spot 11 12.72/5.08 60 9
Bodhesin-2, partial P26322.1 121484235

spot 8 11.14/5.48 126 27
Alpha-S1-Casein P02662.2 225632

spot 3 12.59/7.77 85 10
spot 8 11.14/5.48 69 10
Alpha-S1-Casein precursor P02661.1 32306545

spot 4 12.61/5.55 95 4
Cathelicidin-1 precursor pP22226.2 27807341

spot 11 12.72/5.08 85 13
NADH: Ubiquinone oxidoreductase, subunit G Q46508.1 491180272

spot 2 12.72/7.35 59 3
Dephospho-CoA kinase Q8UJC4.1 493751317

spot 4 12.61/5.55 68 4
Pentatricopeptide repeat-containing protein At5g09450 Q94B59.1 565459702

spot 3 12.59/7.77 73 6
HTH-type transcriptional regulator AlsR Q04778.1 587641913

spot 4 12.61/5.55 69 3

(*) Valores correspondentes ao nimero de acesso da proteina no banco NCBI - National Center for Biotechnology
Information e UniProtKB Consortium. KDa/pl - Massa molecular/ponto isoelétrico do spot; MS/MS — Score da
identificagdo dos espectros de massa; SC% — porcentagem das sequencias de peptideos identificadas na proteina.
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Categorizacao das Proteinas

Dos dados obtidos do Gene Ontology pelo programa STRAP, 95,98%
das proteinas identificadas no plasma seminal de M. gouazoubira participam de
algum processo bioldgico (Figura 5). Dessa porcentagem, 21,13% participam
de processos de regulacdo, 19,20% de processos celulares, 11,12% realizam
interacdo com outras células e organismos, 11,12% participam de resposta a
estimulos, 10,11% de processos metabdlicos, 8,9% atuam no processo de
localizacdo, 4,4% nos processos do sistema imune, 3,3% participam de
processos de desenvolvimento e 6,6% atuam em processos ndo determinados
pelo programa. Das func6es moleculares exercidas pelas proteinas, 26,50%
exercem funcao de ligacéo, 13,25% atuam em atividades cataliticas, 6,6% em
atividades antioxidantes, 3,6% em atividade de regulacdo enzimética, 2,4% em
atividades estruturais e 2,4% em outras fun¢cdes moleculares nao especificadas
(Figura 6). A maioria das proteinas identificadas (22,20%) sédo extracelulares,
17,16% sao citoplasmaticas, 14,13% pertencem a organelas citoplasmaticas,
11,10% fazem parte da membrana plasmatica, 11,10% estdo presentes no
nacleo, 8,7% sdo componentes mitocondriais, 7,6% s&o componentes do
citoesqueleto, 7,6 sdo encontradas no reticulo endoplasmatico, 3,3% estdo
presentes no cromossomo, 2,2% pertencem a complexos macromoleculares,
2,2% compdem peroxissomos e 5,5% estéo presentes em outros componentes
celulares nao identificados pelo programa (Figura 7).

No plasma seminal de M. nemorivaga, 7% das proteinas identificadas
participam de processos biolégicos, sendo 2,33% relacionados a processos
celulares e 4,67% relacionados a interagdes com outras células e organismos
(Figura 5). As proteinas que exercem fungdes moleculares sdo representadas
por 12,8% das proteinas onde, 4,36% exercem fungdo de ligacdo, 2,18%
executam atividade catalitica, 1,9% atividade antioxidante e 4,36%
apresentaram outras funcdes nao determinadas pelo programa (Figura 6). A
maioria das proteinas identificadas sdo componentes extracelulares (6,75%),
1,13% sdo componentes citoplasmaticos e 1,13% sdo componentes

mitocondriais (Figura 7).
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Figura 16. Grafico gerado pelo software STRAP da comparacdo das anotacdes
do Gene Ontology, dos Processos Biolégicos, das proteinas presentes no
plasma seminal de Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga.
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Figura 17. Grafico gerado pelo software STRAP da comparacao das anotacdes

do Gene Ontology, das Func¢bes Moleculares, das proteinas presentes no
plasma seminal de Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga.
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do Gene Ontology, dos Componentes Celulares, das proteinas presentes no
plasma seminal de Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga.

Discussao

A maioria das proteinas presentes no plasma seminal das duas espécies
apresentaram baixo peso molecular (<15KDa) e ponto isoelétrico entre pH 4 a
8. Mas, 0s géis Masters apresentaram perfis muito distintos, o que nos indica
diferencas importantes na composi¢cao do plasma seminal de cada uma das
espécies. Importante ressaltar que a colheita por eletroejaculacdo pode levar a
um aumento das proteinas de baixo peso molecular que, segundo Ledesma et
al. (2014), sdo representadas principalmente por proteinas antioxidantes.
Porém, pelos resultados obtidos do Gene Ontology, a porcentagem de
proteinas identificadas e relacionadas a esta atividade foi baixa tanto para M.
gouazoubira quanto para M. nemorivaga. A principal atividade relacionada as
proteinas foi a atividade de ligacdo seguida da atividade catalitica, para ambas
as especies. Provavelmente esse perfil de baixo peso molecular dos mapas

proteicos se deva a presenca das espermadesinas, a principal proteina no

plasma seminal dos Mazama cinzas.

25
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As proteinas da familia espermadesina foram as que apresentaram
maior intensidade no plasma seminal de Mazama cinza. A spermadhesin-1
(SPADH-1) foi a unica proteina identificada em comum no plasma seminal das
duas espécies. As SPADH-1 sdo espermadesinas do plasma seminal bovino,
possuem uma fraca ligagcdo com o espermatozoide e exercem uma funcéo de
protecdo ao estresse oxidativo (EINSPANIER et al., 1994; SCHONECK et al.,
1996). Atua principalmente na inibicdo da motilidade e atividade metabdlica, e
reducdo da peroxidacéo lipidica, mantendo a viabilidade dos espermatozoides
armazenados na ampola (SCHONECK et al., 1996).

Outras duas proteinas da familia das espermadesinas, foram
identificadas apenas no plasma seminal de M. nemorivaga: o0 precursor da
proteina Major seminal plasma glycoprotein PSP-I (PSP-1) e a Bodhesin-2
(Bdh). A subunidade PSP-1 faz parte do heterodimero PSP-I/PSP-Il que é
encontrado no plasma seminal de suinos e atua preservando a alta viabilidade,
motilidade e atividade mitocondrial dos espermatozoides (CENTURION et al.,
2003). As subunidades isoladas possuem diferentes caracteristicas, a PSP-II
possui uma forte ligagdo com as glicoproteinas da zona pelacida (ZP)
(CALVETE et al., 1995). Isolada, a PSP-I pode atuar na prevencao da reacao
prematura do acrossoma, mas sua principal funcdo é atuar como
Imunossupressor, protegendo o espermatozoide de reagdes imunes no trato
reprodutor feminino (KWOK et al, 1993; MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA,;
KORDAN, 2011; CABALLERO et al., 2012). As Bodesinas (Bdh) sao
espermadesinas do plasma seminal de bodes e possuem similaridade com as
proteinas AWN, do plasma seminal de suinos, e HPS-7 de equinos (MELO et
al, 2008). Apresentam alta capacidade de ligacédo ao espermatozoide e mesmo
apos a reacado acrossomica se mantem ligada a peca intermediaria e cauda
(SOUZA et al., 2012). Seu principal papel seria de estabilizacdo do acrossoma
e atuar na interagdo entre espermatozoide e oviduto ou od6cito (DRUART et al.,
2013). Outra proteina identificada que também atua na reacdo acrossémica e
interagdo entre espermatozoide e od6cito € a alpha Sl-caseina, também
identificada apenas no plasma seminal de M. nemorivaga. Esta proteina possui
a habilidade de estabilizar o célcio livre presente em solu¢des e incorpora-lo
em tecidos, atuando principalmente na inducdo da reacdo acrossomica e fuséo
entre espermatozoide e odcito (MORI et al., 1996; PATE et al., 2008).
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Outras proteinas, diferentes das identificadas para M. nemorivaga, que
também atuam na capacitacdo espermatica e interacdo espermatozoide e
odcito, foram identificadas para M. gouazoubira. Uma proteina muito importante
na ligacao espermatozoide odcito é a e prolyl 4-hydroxylase beta polypeptide e
suas subunidades disulfide-isomerase (PDI) (KIVIRIKKO; MYLLYHARJU,
1998). Estas proteinas estdo presentes na superficie do espermatozoide e sua
atividade induz mudancas na conformacdo de proteinas de fusdo. A presenca
de atividade da PDI durante a reacdo acrossdmica indica sua importancia
durante a fusdo com o odcito (ELLERMAN; MYLES; PRIMAKOFF, 2006). Da
mesma familia, a thioredoxin também pode estar ligada a esta etapa da
fertilizacdo (ELLERMAN; MYLES; PRIMAKOFF, 2006). A Ezrin, juntamente
com a actin, sdo importantes na manutencdo da morfologia celular. Ezrin
presente na membrana celular interage com a actin do citoesqueleto, mantendo
a morfologia da célula. Ao ser ativada a ezrin induz a polimerizacdo da actin e
interage com outras proteinas presentes na membrana plasmatica modificando
seu estado, o que leva a capacitacdo do espermatozoide para reacdo
acrossdmica (HISCOX; JIANG 1999; WANG et al., 2010).

Foram identificadas diferentes proteinas que atuam como agente
antimicrobiano no plasma seminal. Para M. nemorivaga identificamos o
precursor da proteina cathelicidin-1. As catelicidinas formam uma familia de
peptideo antimicrobiano presente em diversos tecidos e apresentam uma a
marcada diversificacdo espécie-especifica dos genes da familia, isso porque
que se adequam conforme a pressdo da flora microbiana e do ambiente
espécie-especifico do patdégeno (ZANETTI, 2005). No plasma seminal, fornece
protecdo contra microrganismos durante a fertilizacdo (MALM, 2000). Seu gene
CATH-1, foi descrito como nao funcional em equinos (SCOCCHI et al., 1999).
Para M. gouazoubira foi identificado a Dermcidin. Assim como as catalecidinas,
atuam como proteinas antimicrobianas (DORUS; SKERGET; KARR, 2012).
Esta proteina foi descrita na secre¢do das glandulas sudoriparas de humano
(SCHITTEK et al., 2001), mas no plasma seminal podem atuar na defesa do
espermatozoide durante a fertilizagdo. Outra proteina foi a Lactoferrin que além
de possuir acdo antimicrobiana, também atua como antioxidantes (FARNAUD;
EVANS, 2003).
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As proteinas antioxidantes e chaperones sé foram identificadas no
plasma seminal de M. gouazoubira. As PS100 sdo conhecidas como proteinas
ligadoras de calcio (ZIMMER et al., 1995). As PS100A8, A9 e A12, identificadas
atuam como antioxidantes (LIM et al., 2009), mas também possuem acao proé-
inflamatoria e aumentam sua concentracdo durante o envelhecimento da
prostata (VOGL et al, 2012). Outras proteinas identificadas que atuam como
antioxidantes sédo as albuminas, peroxiredoxin e thioredoxin (WAKABAYASHI
et al., 1999; RHEE; CHAE; KIM, 2005; ROCHE et al., 2008). As chaperonas
identificadas foram: heat shock 70kDa, clusterin, alpha-2-macroglobulin e T-
complex (KUBOTA; HYNES; WILLISON, 1995; DABBS et al., 2013). Elas
atuam na manutencdo do estado estrutural, enovelamento, de proteinas que
pode ser degradado por estresse térmico, oxidativo, ou por metais pesados
(PANDHARE; DESHPANDE; 2004, DABBS et al., 2013), sendo entdo seu
principal papel a manutencdo de proteinas importantes para manutencado do
espermatozoide e fertilizacdo. Além disso, a T-complex, durante a capacitacéo
espermatica, pode ter um papel importante na interacdo espermatozoide-zona
pellcida através dos receptores ZP3 (DUN et al, 2011).

Algumas proteinas especificas do epididimo foram identificadas apenas
para M. gouazoubira, como a Epididymal secretory protein E1 (NPC2), o
precursor da Epididymal secretory glutatione peroxidase, a Epididymis-specific
alpha-mannosidade e a Epididymis-specific lipocalin-8. A NPC2 atua como
transportadora de colesterol entre membranas (KO et al., 2003). Esta proteina
estd ligada a diminuicAo de colesterol na membrana plasmatica do
espermatozoide durante a capacitacdo no epididimo (OKAMURA et al., 1999).
A epididymal secretory glutatione peroxidase € uma enzima com acao
antioxidante, atuando na protecdo contra a peroxidacao lipidica no plasma
seminal (BAUMBER; BALL, 2005; TAVILANI et al., 2008). A Epididymis-specific
lipocalin-8 foi identificada no epididimo de camundongos e humanos, sugere-se
gue tenha um papel importante na maturacdo espermatica, mas sua exata
funcdo ainda ndo foi descrita (FOUCHECOURT et al, 2003, AVRAM;
COOPER, 2004; SUZUKI et al., 2004). A Epididymis-specific alpha-
mannosidade, € uma enzima glicosidase, e além dela, foram identificadas
outras duas no plasma seminal de M. gouazoubira, a alpha-enolase e a beta-

hexosaminidase. Estas enzimas possuem um papel importante no momento da
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fertilizacdo atuando na interacdo espermatozoide-zona pelucida (KAPUR;
GUPTA, 1986; TULSIANI et al. 1989, MIRANDA et al.,, 2000). Também
participam das modificacbes de glicoproteinas da superficie espermatica
durante a maturacéo no epididimo (TULSIANI; COLEMAN; TOUSTER, 1988).

Outras proteinas identificadas apenas no plasma seminal de M.
gouaozoubira foram as proteinas de ligacdo de fosfopeptidio, 14-3-3 sigma e
14-3-3 zeta/delta, annexin |, immunoglobulin gamma heavy chain (IgG) e
receptores poliméricos de imunoglobulina (polymeric immunoglobulin receptor).
A familia das proteinas 14-3-3 atuam na espermatogénese fazendo parte de
interacdes proteina-proteina como plataforma reguladora, afetando e
coordenando diversos eventos celulares da espermatogenese, podendo
inclusive atuar na interface espermatide-célula de Sertoli (SUN et al., 2009). As
anexinas (annexin I) sdo conhecidas por diversas fungées como reguladoras de
calcio, ligadoras de fosfolipidios e ligadoras de membrana (RESCHER;
GERKE, 2004). J4 foram identificadas no plasma seminal de camindongos
(OKABE et al., 1993) e no oviduto de bovinos, servindo como receptores de
espermatozoides, e provavelmente as anexinas do plasma seminal s&o
trocadas pelas anexinas do oviduto (IGNOTZ; CHO; SUAREZ, 2007). A
presenca de Immunoglobulinas, especificamente IgA e IgG sdo relacionadas
com infertilidade em humanos (JAGER; KREMER; VAN SLOCHTEREN-
DRAAISMA, 1978), principalmente quando em associagdo (JUNK et al., 1986).
Isso ocorre porque as imunoglobulinas se ligam aos antigenos presentes na
superficie do espermatozoide e impedem a reacdo acrossOmica, inibindo a
interacdo espermatozoide-oo6cito (BRONSON; COOPER; ROSENFELD, 1982;
BANDOH, 1992; FRANCAVILLA et al., 1997). O receptor polimérico de
imunoglobulina é responsavel pelo transporte de IgA, uma imunoglobulina
polimérica, em mucosas (PHALIPON; CORTHESY, 2003). As imunoglobulinas
IgA e IgG fazem parte do sistema imune do trato reprodutor, tanto masculino
guanto feminino (MESTECKY; FULTZ, 1999).

Algumas proteinas internas a célula espermatica foram identificadas
tanto para M. gouazoubira (fatty acid-binding, biotinidase, PKM2 protein, malate
dehydrogenase, calreticulin, chloride intracellular channel), quanto para M.
nemorivaga (Dephospho-CoA kinase, NADH: Ubiquinone oxidoreductase,

subunit G, HTH-type transcriptional regulator AlsR e Pentatricopeptide repeat-
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containing protein At5g09450). Essas proteinas ndo s@o secretadas pelas
glandulas anexas do trato reprodutivo masculino, testiculo ou epididimo, e
provavelmente sdo resultados de lesGes nas células esperméticas que podem
ter ocorrido durante a centrifugacéo para separar os espermatozoides do fluido
seminal.

Foi possivel identificar e isolar poucos spots dos géis de M. nemorivaga,
em relacdo ao do M. gouazoubira. Durante a fase de focalizacdo foi possivel
observar uma resisténcia na corrida das proteinas nas fitas de pH, que
apresentaram uma mancha vermelha junto a marcacdo do corante azul de
bromofenol presente no tampéo de hidratacdo. Isso provavelmente ocorreu
devido a maior concentracdo de impurezas no plasma seminal de M.
nemorivaga, no caso a presenca da pigmentacdo avermelhada. Isso
impossibilitou a focalizacdo adequada de algumas proteinas, principalmente
gue ocorreram acima de 50 KDa. Novos protocolos devem ser testados para
retirada da pigmentacéo avermelhada do plasma seminal.

Conclusao

Neste trabalho encontramos uma diferenca muito grande na distribuicéo
dos spots no mapa proteico e na identificacdo das proteinas entre M.
gouazoubira e M. nemorivaga. Apesar da diferenca do niumero de proteinas
identificadas no plasma seminal das duas espécies, foi possivel observar uma
diferenca do perfil de proteinas entre os Mazama cinza brasileiros. Além do
perfil do gel Master ser completamente diferente, as proteinas identificadas
foram distintas. Novos estudos devem ser realizados no plasma seminal de M.
nemorivaga para melhorar a metodologia de extracdo do pigmento
avermelhado e identificar novas proteinas, dessa forma esclarecer melhor as

diferencas encontradas neste trabalho.
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CAPITULO 4 - Consideracdes Finais

Conclusao Geral

Existem diferencas significativas nas caracteristicas seminais dos
Mazama cinza brasileiros. Foram encontradas as seguintes diferencas entre M.
gouazoubira e M. nemorivaga:

e Diferencas nas caracteristicas do ejaculado, coletado por
eletroejaculacéo.

¢ Diferencas na morfometria espermética.

e Diferencas no perfil bi-dimencional das proteinas do plasma
seminal.

¢ Diferencas entre as proteinas identificadas no plasma seminal.

Implicacdes

Estes resultados agregam ainda mais valor aos fortes indicios
moleculares de que os Mazama cinza brasileiros devem ser separados em dois
géneros distintos.

Além de aumentar o conhecimento sobre biologia reprodutiva de
cervideos brasileiros, as caracteristicas seminais descritas neste trabalho
podem auxiliar a criagdo de novos protocolos de criopreservacao de gametas
ou elaboracdo de meios para fertilizac&o in vitro especificos para cada uma das

espécies.



