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RESUMO

SALLA CARDOSO, P. B. Método de extracdo para determinacdo do perfil
lipidico do sémen ovino através do HPLC. [Extraction method for determination of
lipid profile in ram sperm by HPLC]. 2009. 79f. Tese (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2009.

Os ovinos domésticos (Ovis aries) estdo entre os primeiros animais domesticados
para 13, leite, carne e pele. Novas biotecnologias de avaliagdo e manipulagdo do
sémen estdo sendo estudadas para a elucidacdo de causas de infertilidade em
machos. Sabe-se que danos causados na membrana espermatica diminuem a
qualidade seminal. Considerando que as membranas sdo compostas por uma
bicamada de fosfolipidios e que a peroxidagao lipidica € uma das principais
causadoras de lesdo celular, explica-se a importancia de estudos sobre os lipidios
constituintes do sémen. A peroxidagao lipidica é consequente da reagao entre os
lipidios e as espécies reativas de oxigénio que sao fisiologicamente produzidas pelo
metabolismo celular. Esse quadro pode ser diminuido pela presenca de
antioxidantes no sémen, como a vitamina E. O sémen foi coletado através da técnica
da vagina artificial e apdés analise imediata e mediata, foi centrifugado para a
obtencdo de duas fragcdes: plasma seminal e pellet de espermatozdide. Ambas
tiveram seus lipidios extraidos por dois métodos diferentes e foram qualificados e
quantificados pela especificidade e sensibilidade da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia e assim pudemos escolher qual o melhor processo de extragao. A analise
estatistica dos dados foi realizada através do programa SAS for Windows. O AG
saturado predominante no espermatozdide € o miristico e o AG insaturado
predominante € o DHA, em ambas as extragdes. No plasma seminal, nos dois
métodos, o AG saturado que prevalece é o palmitico e o insaturado é o oléico.
Dentre os métodos Folch (1957) modificados estudados, o que obtivemos melhores

resultados na identificagao e quantificagao dos AG foi a extragao 1.

Palavras-chave: Sémen. Ovino. Perfil lipidio. HPLC. Extragao.



Abstract

SALLA CARDOSO, P. B. Extraction method for determination of lipid profile in ram
sperm by HPLC. [Método de extracdo para determinacdo do perfil lipidico do
sémen ovino através do HPLC]. 2009. 79f. Tese (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 2009.

The domestic sheep (Ovis Aries) is one of the first domesticated animals for wool,
milk and meat production. The study of technologies for assessment and handling of
semen are in course for the elucidation of male infertility causes. It is well known that
damage to the sperm membrane decreases semen quality. Considering that the
membranes are composed by a phospholipid bilayer, lipid peroxidation is a major
cause of cell damage and explains the importance of studies on lipid components of
semen. Lipid peroxidation is a consequence of the reaction between lipids and
reactive oxygen species that are physiologically produced by cellular metabolism.
This event may be reduced in the presence of antioxidants in semen, such as
tocopherol. Semen was collected by artificial vagina and, after sperm evaluation,
samples were centrifuged resulting in two fractions: seminal plasma and
spermatozoa pellet. Both had their lipids extracted by two different methods and were
qualified and quantified for the sensitivity and specificity to the high performance
liquid chromatography in order to determine the most efficient extraction technique.
Statistical analysis was performed using SAS software for Windows. The
predominant saturated fatty acid in sperm is the myristic and the most abundant
insaturated fatty acid in both extractions was DHA. In seminal plasma, in both
methods, the prevailing fatty acid is the saturated palmitic and the unsaturated oleic.
Among the methods evaluated, we obtained the best results of identification and

quantification of fatty acids in extraction 1.

Key-words: Semen. Sheep. Lipid profile. HPLC. Extraction.
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1 INTRODUCAO

Os ovinos foram domesticados na Asia Central e por 10000 anos eles tém
servido aos humanos, convertendo forrageiras em produtos humanos de alta qualidade
(OLIVEIRA, 2008), como leite, carne, pele e I1& (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Segundo dados
obtidos por Lima (2008), o rebanho de ovinos no Brasil aumentou 37,8% entre 2003 e
2005, informacdo que confirma a importancia da criacdo desses animais e a
necessidade de mais pesquisas sobre sua producéo e reproducao.

S0 animais considerados sazonais, 0 que influencia diretamente na qualidade e
volume espermético (MOBINI; HEATH; POUGH, 2004), como mostrou Dufor, Fahmy e
Minvielle (1984) ao provar que a producdo de plasma seminal varia de acordo com a
estacdo do ano. Sabendo-se que ha certa variacdo no tamanho testicular pela
sazonalidade, carneiros apresentam grandes reservas epididimarias (DERIVAUX,
1980).

De acordo com Mies Filho e Barreto (1949) o sémen é dividido em duas partes: o
figurado que se refere ao espermatozoide; e o ndo figurado, que se refere ao plasma
seminal. Este possui trés funcdes principais: atua como veiculo para o0s
espermatozoides; participa da sua ativacdo e proporciona um meio rico em nutrientes
gue mantém as células espermaticas vivas no trato genital feminino (SALAMON, 1990).

Salamon (1990) ainda relata que o sémen ovino € constituido principalmente por
acido citrico, frutose, glicerilfosforilcolina, sorbitol, inositol, fosfolipidios, proteinas e
prostaglandina (PGF), além de espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidantes, de
acordo com Shamsi et al. (2009).

O espermatozoide possui uma capsula lipoide ao seu redor que exerce fungéo
protetora e de resisténcia (MIES FILHO; BARRETO, 1949). Sdo formados de &cidos
nucléicos, proteinas e lipidios; fosforo, nitrogénio e enxofre; colesterol (GRIZARD et al.,
2000) e os fosfolipidios, presentes em grande quantidade na membrana espermatica e
mitocondrial, que varia entre as espécies (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os lipidios sdo substancias orgéanicas oleosas ou gordurosas, insoliveis em

agua (LEHNINGER, 1986) que tem como unidade funcional o acido graxo (AG), este
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dividido em saturado, com nenhuma ligacédo dupla na cadeia e em insaturado, com um
ou mais duplas ligagdes (WISCHRAL, 1998). A insaturacdo torna o acido graxo menos
ligado as membranas bioldgicas (CLARENBURG, 1992).

Os AG nao saturados (acido linoléico, lindlico, araquiddnico) apresentam grande
atividade biologica e tem influéncia sobre as funcdes genitais. A sua auséncia pode
acarretar esterilidade ou diminuicdo do apetite sexual (DERIVAUX, 1980). Ha grande
quantidade de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) na membrana espermaética,
como o acido docosahexaendico (DHA) (OLLERO; POWERS; ALVAREZ, 2000), que
permite a fluidez necesséria para os eventos associados a fertilizacdo (PARKS;
HAMMERSTEDT, 1985) e torna os espermatozdides vulneraveis ao estresse oxidativo
causado pelas ROS (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985; LI; SHANG; CHEN, 2004;
HATAMOTO et al., 2006).

A membrana espermética, assim como as outras membranas biologicas
possuem uma bicamada de fosfolipidio com proteinas associadas e atua como barreira
seletiva (COOPER, 1996). No espermatozdide a membrana tem importante fungdo na
fertilizacdo, participando da reagdo acrossbmica e da fusdo do od0cito
(KHOSROWBEYGI; ZARGHAMI, 2007). A composicdo lipidica da membrana
espermatica sO é estabelecida ap6s sua maturacédo epididimaria. (HOLT, 1995; LENZI
et al., 1996; GRIZARD et al., 2000).

O espermatozoide é particularmente vulneravel a peroxidacdao lipidica, pois sua
membrana plasmatica é rica em PUFAs. O dano causado na membrana leva a
alteracbes de morfologia e motilidade. Esses efeitos deletérios causados pelas ROS
ocorrem quando h& um desequilibrio entre elas e os antioxidantes durante a maturacao
espermatica no epididimo ou quando ha um distdrbio no plasma seminal. Porém a
existéncia fisiolégica de ROS no sémen é vital para a proliferacdo e diferenciacéo
espermatica de acordo com Shamsi et al. (2009).

Este estudo visou a extracdo dos lipidios do plasma seminal e da membrana
espermatica, por dois métodos diferentes, baseados no método de Folch, Lees e
Stanley (1957), modificado, utilizando cloroférmio e metanol como solventes. A amostra
obtida dessa extracdo foi qualificada e quantificada pela Cromatografia Liquida de Alta

Performance (HPLC), e assim escolhido o melhor processo de extracao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo abordara a importancia de estudos para a reprodugcdo animal

objetivando a solugéo de problemas de fertilidade.

2.1 IMPORTANCIA DA ESPECIE OVINA

Os ovinos domésticos (Ovis aries), pertencentes a familia Bovidae, estao entre
os primeiros animais domesticados para a comercializagdo de 13, leite, carne e pele
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Provavelmente foram domesticadas na Asia Central e
aparentemente, por 10.000 anos, esta espécie tem servido as pessoas, convertendo
forrageiras em produtos de consumo humano de alta qualidade (OLIVEIRA, 2008).
Segundo Granados, Dias e Sales (2006), a criagdo de ovinos esta em crescimento
mundial e se intensificou, sobretudo em paises em desenvolvimento, por desempenhar
importante fungao socioeconémica.

Segundo dados obtidos por Lima (2008), o rebanho de ovinos no Brasil
aumentou 37,8% entre 2003 e 2005, informacgao que confirma a importancia da criagcao
desses animais e a necessidade de mais pesquisas sobre sua producgéo e reproducéo.
Por este motivo, o interesse na reproducéo de ovinos, com o objetivo de melhoramento
e difusdo de diferentes racas, desponta como um vasto campo para pesquisadores da
atualidade, que estdo estudando novas biotecnologias de avaliagcdo e manipulagado do
sémen, assim como 0s seus componentes, por exemplo, o lipidio, para a elucidagao de

causas de infertilidade em machos.
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2.2 CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS DA ESPECIE

Entram na puberdade entre 6 e 7 meses de idade e sofrem influéncia de fatores
fisicos, fotoperiodismo, raga, temperatura ambiente, peso corpéreo e nutricdo (HAFEZ,
HAFEZ, 2004), produzindo ainda espermatozoides com defeitos e em concentragdes
inadequadas. Somente quando alcangam 70% do peso adulto devem ser introduzidos
na reproducdo, quando suas células espermaticas se encontrarem viaveis para a
fecundacdo (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

Considerados reprodutores sazonais, caracteristica que se manifesta na
qualidade do esperma, volume diario, atividade sexual e até tamanho da circunferéncia
escrotal. A sazonalidade é consequente da alta produgdo de melatonina pela glandula
pineal em periodos escuros (MOBINI; HEATH; POUGH, 2004). Mesmo que dias curtos
reduzam a secregao de gonadotrofina na época néo reprodutora, sempre ha liberagao
suficiente do horménio para manter um nivel relativamente baixo de producdo de
espermatozdide e androgeno, ou seja, o animal n&o se torna estéril nesse periodo, mas
apresenta uma diminui¢gao de tamanho testicular (EVANS; MAXWELL, 1990).

No Brasil, em ovinos oriundos da Africa e paises do hemisfério Sul (Santa Inés,
Dooper), ndo esta claro a influéncia da estacionalidade, mas percebe-se uma maior
concentragao de partos em determinado periodo do ano. Ja os oriundos do hemisfério
Norte (Laucune, Bergamacia), ainda preservam caracteristicas de estacionalidade
reprodutiva. (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

Dufor, Fahmy e Minvielle (1984), mostraram que a produgao do plasma seminal
variou significativamente com a estagdo do ano, assim como a motilidade dos
espermatozoéides que diminuiu durante a primavera. Hafez e Hafez (2004) relatam que
esses animais ndo apresentam uma estagcdo de monta restrita, embora a atividade
sexual seja maior no outono, declinando no fim do inverno, primavera e verao.

A influéncia da época do ano é revelada durante as estagcdes secas, ocorrendo
reducéo significativa no tamanho dos testiculos. Maior perimetro escrotal € encontrado
no periodo chuvoso. Em regides temperadas, a sazonalidade dos carneiros no tocante

a qualidade do sémen é atribuida a combinagdo entre fotoperiodo e temperatura,
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enquanto que em regides tropicais o efeito ambiental parece estar mais relacionado
com a chuva e seu efeito na quantidade e qualidade da forragem (MARTINS et al.,
2003).

Sabendo-se que ha certa variagcdo no tamanho testicular pela sazonalidade,
carneiros apresentam grandes reservas epididimarias (DERIVAUX, 1980). A frequéncia
de coletas de sémen depende da idade, da condi¢gdo e do temperamento do animal,
podendo ejacular de 10 a 15 vezes de acordo com Evans e Maxwell (1990); ou ate 30
vezes para Derivaux (1980), que assegura que com uma a duas coletas diarias € o
suficiente para manter as reservas em taxas convenientes para uma boa producao.

Com a frequéncia de coletas, o volume e a concentracdo do sémen diminui,
recomendando-se um intervalo de 2 a 3 dias entre os dias de coleta e intervalos de 30 a
60 minutos entre uma coleta e outra (DURAN DEL CAMPO, 1980; EVANS; MAXWELL,
1990). Gordon (1999), refere que sucessivas ejaculagbes afetam a quantidade, mas

nao a qualidade dos gametas masculinos.

2.3 SEMEN: PLASMA SEMINAL E ESPERMATOZOIDE

Mies Filho e Barreto (1949), considera que o sémen €& constituido por duas
classes distintas de elementos, o figurado, espermatozoides e granulagdes; e o nao
figurado, constituido principalmente de 85% a 90% de agua, e o restante pelas
substancias orgénicas: proteinas, gorduras, agucares e pelos sais, constituindo o
plasma seminal, que de acordo com Salamon (1990), apresenta trés fung¢des principais:
atua como veiculo para os espermatozoides; participa da ativacdo dos espermatozéides
€ proporciona um meio rico em nutrientes que mantém os espermatozoéides vivos no
trato genital feminino.

O plasma seminal ovino € constituido principalmente por: acido citrico, frutose,
glicerilfosforilcolina, sorbitol, inositol, fosfolipidios, proteinas e PGF (se origina da
glandula vesicular e é derivada do acido araquiddnico) (SALAMON, 1990). Pode-se

considerar ainda a presenca de vesiglandina, adrenalina e noradrenalina (DERIVAUX,
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1980; GORDON, 1999), constituintes antimicrobianos, as imunoglobulinas do tipo IgA
(HAFEZ; HAFEZ, 2004), além de ROS e antioxidantes, como o acido ascoérbico (SONG;
NORKUS; LEWIS, 2006; SHAMSI et al., 2009).

A alta concentragdo de PGF no sémen de carneiros estimula poderosas
contragées na musculatura uterina, colaborando com o transporte dos espermatozoides
no trato genital feminino. (SALAMON, 1990). Além disso, sabe-se que ovinos tratados
com PGF sintéticas apresentaram um aumento significante no volume do ejaculado e
no esperma total por ejaculado (GORDON, 1999).

Os espermatozoides sao produzidos nos testiculos e armazenados na luz do
epididimo, onde ha a formacdo de uma capsula lipdide ao redor das células
espermaticas, que exerce agao protetora e de resisténcia (MIES FILHO; BARRETO,
1949). Sdo formados de acidos nucléicos, proteinas e lipidios; fésforo, nitrogénio e
enxofre; colesterol (GRIZARD et al., 2000) e os fosfolipidios, presentes em grande
quantidade na membrana espermatica e mitocondrial, que varia entre as espécies
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Segundo Hinkovska — Galcheva, Petkova e Koumanov (1989), a membrana
espermatica em ovinos tem uma particular composig¢ao lipidica, apresentando uma
distribuicdo assimétrica desse constituinte determinante na motilidade, viabilidade,
peroxidacéo lipidica e choque térmico no espermatozoide (BUKAR et al., 2007). Cerolini
et al. (2001), relata ainda que a composicao lipidica da membrana é um importante fator

na congelabilidade do gameta masculino.

2.4 LIPIDIOS

Substancias organicas oleosas ou gordurosas, insoluveis em agua
(LEHNINGER, 1986), extraidas das células e tecidos por solventes ndo polares, como
cloroférmio, metanol ou éter (BLIGH; DYER, 1959).

Sao classificados nas seguintes classes: ftriglicerdis; ceras; fosfolipidios e

esfingolipidios, ambos componentes de membrana; esterdides, soluveis em gorduras,
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sendo o0 mais abundante o colesterol (LDL, VLDL e HDL); e as lipoproteinas
(LEHNINGER, 1986).

A unidade fundamental dos lipidios € o AG, sendo classificado em dois grandes
grupos: saturados e insaturados. Os saturados sdo os que ndo possuem duplas
ligagcbes na cadeia e insaturados apresentam uma ou mais duplas ligagcbes
(WISCHRAL, 1998), podendo estar ligados a diferentes classes lipidicas (LEHNINGER,
1986; PARKS; LYNCH, 1992). A insaturacdo de um AG promove dobramentos da
cadeia, 0 que o torna menos ligado as membranas biolégicas e com ponto de fuséo
mais baixo, comparado aos acidos saturados que sdo mais lineares e mais fortemente
ligadas as membranas (CLARENBURG, 1992).

Os AG nao saturados (acido linoléico, lindlico, araquidénico) apresentam grande
atividade bioldgica e tem influéncia sobre as fungdes genitais. A sua auséncia pode
acarretar esterilidade ou diminuigdo do apetite sexual (DERIVAUX, 1980). Os linoléico e
lindlico sdo encontrados em 6leos de sementes de plantas, em folhas verdes e no leite
(CLARENBURG, 1992) e o araquiddnico € o principal precursor das PGF (WISCHRAL,
1998).

Na maioria das espécies, 0 acido oléico predomina entre os triglicerideos do
tecido adiposo. No entanto, em ruminantes, ha predominédncia do acido estearico
(saturado), tornando a gordura mais solida (CLARENBURG, 1992).

Ha grande quantidade de PUFAs na membrana espermatica, como o DHA
(OLLERO; POWERS; ALVARY, 2000), que permite a fluidez necessaria para os
eventos associados a fertilizacdo (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985) e torna os
espermatozoides vulneraveis ao estresse oxidativo causado pelas ROS (PARKS;
HAMMERSTEDT, 1985; LI, SHANG; CHEN, 2004; HATAMOTO et al., 2006).

Em humanos, a reducdo do DHA esta diretamente correlacionada com reducao
de concentracédo e motilidade espermatica (ROOKE; SHAO; SPEAKE, 2001), reduzindo
a capacidade fertilizante do espermatozéide (OLIVEIRA et al., 2006). Aksoy et al.
(2006) cita em seu estudo que a composi¢gdo de DHA no sémen total de homens
inférteis & menor quando comparado com homens férteis, em contrapartida
Khosrowbeygi e Zarghami (2007) apresentaram como resultado de sua pesquisa que o

grupo controle tem menor concentracédo de AG que o grupo de pacientes com alguma
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alteragdo espermatica, considerando os seguintes AGs: acido palmitico, estearico,
oléico, linoléico, araquidénico e DHA.

De acordo com Blesbois et al. (1997), aves tém composicdo de AGs
semelhantes no espermatozodide e no plasma seminal apds extracdo em cromatografia
gasosa, sendo os AGs predominantes o acido estearico (AG saturado) e os acidos

araquidonico e docosatetraendico (PUFAS).

2.5 MEMBRANA ESPERMATICA

O estudo da complexa estrutura e funcionamento da membrana espermatica é
um dos passos mais importantes para o entendimento das interagbes das células
espermaticas com o meio que as circunda, pela alta presenga de PUFAs, fazendo com
que o espermatozoide seja susceptivel aos danos causados pela peroxidagao lipidica e
choque térmico, causando um enfraguecimento da fungdo espermatica através do
estresse oxidativo (LENZI et al., 1996).

O modelo basico das membranas bioldgicas segue a organizagao estrutural de
bicamada de fosfolipidios com proteinas associadas e atua como barreira seletiva,
determinando a composigéo do citoplasma celular (COOPER, 1996), verificado também
nas membranas espermaticas (WATSON, 1981; WATSON, 1995), com um papel ativo
em sua capacidade fertilizante (O'RAND, 1982; HOLT, 1995), ou seja, reacao
acrossdmica e fusdo do odécito (KHOSROWBEYGI; ZARGHAMI, 2007). A composigao
lipidica da membrana espermatica sé é estabelecida apds sua maturagao epididimaria.
(LENZI et al., 1996; GRIZARD et al., 2000).

Castellini et al.( 2006) ao estudar coelhos determinou que no espermatozdide a
concentragdo de fosfolipidio € bem maior que no PS, que ndo chega a 50% dos
fosfolipidios totais, em concordancia com Watson (1981) que relata que os fosfolipidios
sao constituintes de grande parte das membranas espermaticas, sendo responsaveis

por cerca de 60 a 70% dos lipidios totais de um ejaculado.
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Ha também grande quantidade de colesterol, que varia entre as diferentes partes
da célula, entre as espécies animais e ainda entre individuos de uma mesma espécie
(HOLT, 1995). Cross (1998), relatou que a taxa colesterol/fosfolipidio existente na
membrana espermatica exerce importante papel regulador do processo de capacitagcao
espermatica, além de estar diretamente relacionada com a fluidez de membrana
(RANA; MAJUMDER,1995).

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O estresse oxidativo causado pelas ROS tem sido recentemente considerado a
maior causa de infertilidade em homens como refere Colagar e Marzony (2009). Este
evento é resultado de altos niveis de ROS ou baixos niveis de antioxidantes (SONG;
NORKUS; LEWIS, 2006).

A existéncia fisiologica de ROS no sémen € vital para a proliferagcdo e
diferenciacdo espermatica que sao controladas pela presenga de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos presentes tanto na célula espermatica quanto no PS
(SHAMSI et al., 2009), Como antioxidantes enzimaticos temos a superoxido dismutase,
o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase e a catalase (NICHI, 2003); como
nao enzimaticos podemos citar o a — tocoferol (Vitamina E) e o acido ascoérbico
(MATES, 2000; SONG; NORKUS; LEWIS, 2006).

Além de antioxidante, estudos mostraram que a vitamina E aumenta a motilidade
espermatica e ela é usada para a espermatogénese de acordo com a espécie. Em
diferentes espécies a deficiéncia de vitamina E causa degeneracdo do epitélio
germinativo (REKKAS et al., 2000). Song, Norkus e Lewis, (2006) mostraram que
homens inférteis apresentam niveis baixos de acido ascorbico e correlacionaram com
danos no DNA espermatico.

Todos estes antioxidantes agem prevenindo ao quelarem os metais de transigéo,

interferindo ao quebrar as reacdes em cadeia e reparando as reacdes de peroxidagao,
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porém por falta de sistema de enzimas citoplasmaticas o reparo ndo & possivel em
células espermaticas (NICHI, 2003).

O espermatozoide € particularmente vulneravel a este evento, pois sua
membrana plasmatica € rica em PUFAs e pobre em antioxidantes no seu citoplasma
(NICHI, 2003). O dano causado na membrana leva a alteracbes de morfologia e
motilidade. Esses efeitos deletérios causados pelas ROS ocorrem quando ha um
desequilibrio entre elas e os antioxidantes durante a maturagcdo espermatica no
epididimo ou quando ha um disturbio no plasma seminal, de acordo com Shamsi et al.
(2009).

Este evento ndo afeta somente a fluidez e a regulagdo da espermatogénese,
mas também a integridade do DNA do nucleo espermatico, induz dano celular
acelerando o processo de apoptose da célula germinativa, declinio da concentragao
espermatica associada com a infertilidade e aparente deterioracdo da qualidade
seminal e capacidade do espermatozoide sofrer reacdo acrossdémica e fertilizar (LI;
SHANG; CHEN, 2004; KASIMANICKAM et al., 2006; SONG; NORKUS; LEWIS, 2006;
VENKATESH et al.,, 2009), por causar danos em diversas biomoléculas tais como
lipidios, amino acidos, carboidratos, proteinas e no DNA (VENKATESH et al., 2009).

As ROS sao produtos do metabolismo mitocondrial e entre elas, as mais
importantes sdo a radical hidroxila (OH), o anion superoxido (O;), o peréxido de
hidrogénio (H20;) e o 6xido nitrico (NO) (NICHI, 2003; BAPTISTA SOBRINHO, 2009).
Dessas, a mais agressiva € a radical hidroxila que se forma a partir de todas as outras
ROS (NICHI, 2003).

Quando esse estresse ocorre na molécula de lipidio dizemos que esta ocorrendo
uma peroxidacao lipidica e como principal produto desse evento temos a formacgao de

uma substancia chamada Malondialdeido (MDA), relata Nielsen et al. (1997).
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2.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (High Performancy
Liquid Chromatography — HPLC)

Técnica utilizada para a separagao de componentes de uma mistura, baseada na
distribuicdo destes entre uma fase estacionaria e uma movel, sendo um método ideal
para a separagao de espécies idnicas ou macromoléculas de interesse biologico e
produtos naturais labeis (COLLINS, 1995).

A fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido e a fase movel pode ser
gasosa, liquida ou ainda um fluido supercitrico. Esta, considerada um solvente, passa
sobre a estacionaria, arrastando consigo os diversos componentes da mistura e deve
apresentar como caracteristica principal ndo provocar nenhuma interagédo quimica ao
dissolver a amostra. Os solventes mais utilizados s&o: agua, metanol e acetonitrila
(PERES, 2002).

Os componentes de um cromatégrafo liquido sdo: bomba, coluna cromatografica,
detector e o registrador. Estudos realizados com sémen humano usaram o detector de
UV, pois relatam que esse é o mais sensivel na detec¢cdo de uma variedade maior de
AG (GRIZARD et al., 2000; LI; SHANG; CHEN, 2004).

Levando em consideracdo a sensibilidade do aparelho muitos estudos estao
sendo realizados com sua utilizagdo e a detecgdo de lipidios como fez Browne e
Armstrong (2000) ao mensurar os produtos da peroxidagao lipidica no plasma humano
em pacientes com arteriosclerose. Nielsen et al. (1997) mensurou MDA no plasma
sanguineo em fumantes.

Em sémen podemos citar Chakroun Feki et al. (2004) que mensurou lipidios no
sémen humano apos migragao em muco cervical. Li, Shang e Chen (2004) mensurou

MDA e Grizard et al. (2000) mensurou fosfolipidios, ambos no sémen humano.
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3 OBJETIVOS

Considerando a influéncia exercida pelos lipidios sobre o metabolismo
espermatico e sobre a fertilidade dos animais, este projeto visou:

- Determinar um método pratico de extracdo de lipidios do plasma seminal de
carneiros, viabilizando a possibilidade de estabelecer seu perfil lipidico através da
Cromatografia Liquida de Alta Performance.

- Determinar um método pratico de extragcdo de lipidios do pellet de
espermatozoides de carneiros, viabilizando a possibilidade de estabelecer seu perfil
lipidico através da Cromatografia Liquida de Alta Performance.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta secao explica os diferentes métodos de extracdo para a determinacao do

perfil lipidico do sémen ovino.

4.1 LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

As coletas foram realizadas na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo, bairro Cidade Universitaria, a cidade de S&o Paulo, no
Estado de S&o Paulo, Brasil. Este procedimento foi cumprido durante 12 meses
escolhidos aleatoriamente entre 0s 24 meses que compreende 0 mestrado,

proporcionando assim a nao interferéncia sazonal das coletas.

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E MANEJO

Foram utilizados 7 carneiros da raga Santa Inés e mesticos, com idade entre 3 a
5 anos, mantidos em estabulacdo coletiva, em baias de alvenaria divididas em 2
ambientes interligados de 3m x 4,06 m e 3 m x 5,82 m totalizando uma area de 29,64
m? , sob as mesmas condi¢des de manejo e alimentac&o, contendo cocho, bebedouro e
cama de maravalha trocada diariamente. Alimentam — se de feno a vontade e racéo
comercial, esta composta por: Milho integral moido, Farelo de trigo, Farelo de algodéo,
Farinha de ossos calcinados, Carbonato de calcio, Cloreto de sodio — sal comum e

premix vitaminico mineral, 1 vezes por dia e 4gua ad libitum.
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Todos os animais passaram por uma avaliacdo preliminar, para avaliagdo da
integridade dos testiculos, epididimo, sistema locomotor, sanidade geral e escore

corporal, garantindo a perfeita sadde dos carneiros durante o periodo de coletas.

4.3 COLETA DE SEMEN

Os animais foram contidos e apds limpeza do prepucio e pénis com agua
corrente e secagem com papel toalha, o sémen foi coletado pela técnica da vagina
artificial, utilizando-se de uma fémea fora do estro, como manequim. A amostra foi
coletada em tubo coletor graduado em mililitros e previamente aquecido a 37°C,
protegido com tecido (feltro ou flanela), evitando o contato direto com a luz e o choque
térmico, que pode ocasionar a morte dos espermatozoides (GRANADOS et al, 2006).

Apo6s a coleta o tubo foi mantido em banho-maria a 37°C até ser processado.

4.4 PROCESSAMENTO INICIAL DAS AMOSTRAS

O sémen foi avaliado quanto a presenca ou ndo de espermatozoéides e quanto a
motilidade, vigor e turbilhonamento. E entéo, foi centrifugado a 8000g por 15 minutos,
separando-se a amostra em duas aliquotas, uma correspondente ao plasma seminal e
outra ao pellet de espermatozdides, que foram guardados em eppendorfs separados e
armazenados em freezer comum.

Foram realizadas 10 coletas, totalizando 40 amostras, entre elas 20 aliquotas de
plasma seminal e 20 de pellet de espermatozoides. Destas, 10 amostras de plasma
seminal e 10 de espermatozdides tiveram seus lipidios extraidos pelo método 1 e o

restante pelo método 2.
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4.5 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS ESPERMATICOS E DO PLASMA SEMINAL

Foi realizada a extracdo lipidica através de dois métodos Folch (1957)
modificados diferentes para posterior analise do perfil lipidico no HPLC e comparacéao

entre eles.

4.5.1 Extracéo de lipidios — método 1

Este primeiro método consistiu em separar dois eppendorfs que foram
devidamente identificados. No primeiro eppendorf colocou-se 10uL de plasma seminal
ou 20mg do pellet de espermatozéide. A amostra foi homogeinizada com 20x este
volume em metanol e cloroférmio (1:2), por 20 minutos e entdo foi centrifugado a 700G
por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante (fase liquida) foi recuperado
para o segundo eppendorf, no qual foi adicionado ¥4 do volume de solugédo aquosa de
cloreto de potassio (KCI) 0,88%, para retirada das impurezas. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada a baixa rotacdo de 2000 rpm por 10 minutos, para
separagdo das amostras. O sobrenadante foi desprezado por aspiracdo e ao restante
foi adicionado ¥ do volume de metanol e agua (1:1), sem misturar o contetudo. A fragédo
superior formada foi desprezada por aspiracdo e o restante foi submetido a secagem
com vapor de nitrogénio. Ap6s a secagem a amostra pode ser saponificada
imediatamente ou pode ser armazenada em freezer comum até seu proximo

processamento.
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4.5.2 Extragéo de lipidios — método 2

Da mesma forma, 2 eppendorfs foram separados e devidamente identificados.
No primeiro eppendorf colocou-se 10uL de plasma seminal ou 20mg do pellet de
espermatozéide. A amostra foi adicionado 1 ml de metanol para ser homogeneizada e
passada no vértex. Posteriormente, adicionou-se 1 ml de cloroférmio e 0,4 ml de agua
MiliQ, e entdo foi novamente homogeneizado e passado no vértex por
aproximadamente 15 segundos. Havendo entdo a formacdo de um halo branco,
separando a amostra em duas fases. Aproximadamente 1 ml da fase inferior foi
aspirado e colocado no segundo eppendorf para ser armazenado em gelo, enquanto
aguarda. Ainda no primeiro eppendorf, realizou-se uma segunda extracdo adicionando
0,5 ml de metanol, 0,5 ml de cloroférmio e agua MiliQ até completar o tubo. A mistura
foi homogeneizada e passada no vortex por aproximadamente 15 segundos. A fracdo
superior foi desprezada por aspira¢do e o conteudo restante foi misturado ao segundo
eppendorf que estava armazenado em gelo. No segundo eppendorf foi adicionado
0,5ml da Mistura de Folch que consiste em cloroférmio: metanol: agua (3: 48: 47), e
entdo passado no vortex. Novamente a fragdo superior foi desprezada por aspiracao e
o restante da amostra foi submetido a secagem por vapor de nitrogénio. Apds a
secagem a amostra pode ser saponificada imediatamente ou pode ser armazenada em

freezer comum até seu préximo processamento.

4.5.3 Sapononificagédo

Todas as amostras secas foram ressuspendidas em 1 ml de NaOH:Metanol
(Anexo A) e passadas pelo vértex. Apds foram transferidas para um tubo de vidro
previamente lavado com solucéo de potassa (Anexo B). Vedou-se esse tubo para que

as amostras fossem mantidas por 2 horas em banho-maria a 37°C. Posteriormente,
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adicionou-se 2 ml da HCI, para neutralizar e acidificar as amostras, que foram passadas
no vortex.

Mais 1 ml de Hexano foi adicionado e novamente passado no vortex. A camada
superior formada foi recuperada com pipeta e transferida a um outro eppendorf, esta
camada corresponde a camada de Hexano contendo a frag&o lipidica.

Repetir esta etapa mais uma vez, no mesmo tubo de vidro e colocar o
sobrenadante no mesmo eppendorf.

As amostras foram secadas no fluxo de N, para posterior derivatizacao.

4.5.4 Derivatizacdo e Cromatografia

A derivatizagdo procedeu-se ressuspendendo as amostras secas em 100 pl de
Acetonitrila (ACN), o mesmo solvente usado na fase movel, posteriormente passado no
vortex. Apés adicionou-se 20 pl do reagente 1 (Anexo C) e 20 pl do reagente 2 (Anexo
D) em 40 pl de amostra em tubo redutor de volume que foi tampado, vortecado e
incubado a 65°C por 15 minutos em banho seco e somente apds este procedimento a
amostra foi analisada pelo HPLC.

O cromatoégrafo liquido utilizado foi um Shimazu com as seguintes condicfes
cromatrograficas para o método de separacdo de mistura de 4cidos graxos serdo: fluxo
de 1 ml por minuto, fase movel composta por A = ACN (77%) e B= agua (23%). Utilizou-
se coluna C8 Supelco, coluna de fase reversa com silica mantida a temperatura
ambiente e com pressao de 60 Kg/cm?.

A deteccdo empregara o detector de fluorescéncia com 0s respectivos

comprimentos de onda de excitacao e de emissédo, 325 nm e 395 nm.
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Padrdes de acidos graxos:
Serdo utilizados os seguintes padrdes de acidos graxos:
- Acido Caproico (C3);
- Acido Caprilico (C6);
- Acido Céprico (C10);
- Acido L&urico (C12);
- Acido Miristico (C14);
- Acido Palmitico (C16);
- Acido Palmitoléico (C16);
- Acido Margaérico (C17);
- Acido Oléico (C18);
- Acido Estearico (C18);
- Acido Linoléico (C18:2);
- Acido Linolénico (C18);
- Acido Araquiddnico (C20:4);
- Acido Eicosapentaenoico (C20);

- Acido Docosahexaenoico (C22:6);

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows
(2000).

Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso ndo obedecessem a
estas premissas foram transformados (logaritmo na base 10 — Logio X; Raiz quadrada —
RQ X; Quadrado — X?) e se a normalidade n&o fosse obtida empregava-se entdo, o
procedimento NPAR1WAY de analise de variancia ndo paramétrica (teste de Wilcoxon).

A andlise paramétrica foi realizada através do teste t de Student.
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Para descricdo dos resultados, foram empregados os erros padroes e as médias
(média * erro padrdo da média) dos dados originais e os niveis de significancia (p) dos
dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados transformados, quando
necessaria a transformacdo; e dos dados analisados através da analise néo
paramétrica, quando ndo obedecessem as premissas e ndo houvessem transformacgdes

possiveis. Todas as variaveis resposta avaliadas obedeceram as premissas.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de
5%, isto é, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram
diferencas estatisticas entre as variaveis classificatorias (tratamentos) para uma

determinada variavel resposta.

As variaveis classificatorias utilizadas foram matriz (espermatozdide vs. plasma

seminal) e método de extracao dos lipideos (extracdo 1 vs. Extracao 2).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo foram colocados no mesmo capitulo para melhor

entendimento.

51 EFEITO DOS METODOS DE EXTRACOES SOBRE OS ACIDOS GRAXOS NO
ESPERMATOZOIDE

Os resultados mostraram que a extracdo 1 é melhor em relacdo a extracdo 2
tanto em quantidade, como na identificacdo de diferentes AG, uma vez que o segundo
método ndo identificou os seguintes AG: caproico, caprilico, caprico e margarico.
Porém, ambos os métodos néo identificaram o EPA e o linolénico. Isto pode ter ocorrido
devido a armazenagem das amostras. Lahnsteiner et al. (2009) observou que havia
maior quantidade de lipidios em amostras frescas em relagdo a amostras congeladas e

relacionou este resultado com uma possivel metabolizacgéo.

Além disso, h& maior concentracdo de AG totais nas amostras de
espermatozoides da extracdo 1, em relacdo a extragéo 2 (339,62 + 53,37 versus 157,86
+ 44,55, respectivamente, Tabela 1). Provavelmente o tempo de acdo de
metanol:cloroférmio na amostra ndo foi suficiente para a extracdo de maior quantidade
de AG, ja que na extragdo 1 € necessario deixar agir por 20 minutos antes de passar
para o proOXimo passo e na extracdo 2, essas substancias agem por no maximo 1

minuto.
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Tabela 1 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extracdo 2) sobre a

concentracdo (ng/g) dos &cidos graxos dos espermatozoéides avaliados
através da area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta
Performance em amostras espermaticas de carneiros - Sado Paulo — 2008 a

2009.

Extracéo 1 Extracéo 2 P
Caproico 0,01+0,01 0 0,3739
Caprilico 0,3£0,1 0 0,0392
Céprico 0,04 £ 0,04 0 0,3739
Laurico 4,77 £1,52 3,35+1,58 0,5331
Miristico 31,21 +7,76 14,47 £ 5,94 0,1253
Palmitico 54,43 +5,81 24,02 + 4,89 0,0039
Margarico 0,09 £ 0,09 0 0,3739
Estearico 21,12 + 2,47 7,92 + 2,48 0,0055
EPA 0 0 -
Linolénico 0 0 -
DHA 168,18 + 28,76 81,58 + 20,78 0,0405
Araquidbnico 12,35+1,90 554+1,81 0,0317
Palmitoleico 3,8+0,95 1,37 £ 0,96 0,1096
Linoleico 35,15 + 8,84 16,53 £ 5,98 0,1192
Oleico 8,7+ 1,09 3,08 + 1,30 0,0173
TOTAL 339,62 + 53,37 157,86 + 44,55 0,0309
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Ha maior concentracdo de AG saturados e insaturados obtidos pela extracéo 1,
em relacdo a extracdo 2 (111,96 + 13,95 e 227,66 + 40,23 versus 49,75 + 14,58 e

108,10 + 30,16, respectivamente, Figura 1), confirmando o resultado obtido na tabela 1.

0.00025 P=0,0447
0.0002
0.00015 P =0,0150
< W Extragdo 1
0.0001 Extragdo 2
0.00005
T
0
Acidos Graxos Saturados Acidos Graxos
Insaturados

Figura 1 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extragcdo 2) sobre a
concentracdo (ng/g) do total de acidos graxos saturados e insaturados dos
espermatozoéides avaliados através da area dos picos obtidos pela
Cromatografia Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de
carneiros - Sdo Paulo — 2008 a 2009

Embora a extracdo 1 consiga maior quantidade de AG no espermatozodide, a
extracdo 2 mantém a propor¢cdo dos AG identificados em relagcdo ao primeiro processo.
Apesar de ndo detectar alguns lipidios com concentracdo baixa como o caproico,
caprilico e o caprico, conseguiu identificar AG importantes como o DHA e o aracdbnico
(Tabela 2). Desta forma, a extracdo 2 seria suficiente para comparar 2 amostras pela
proporcéo de AG.
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Tabela 2 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extracdo 2) sobre a

porcentagem dos acidos graxos dos espermatozoides avaliados atraves da
area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance em
amostras espermaéticas de carneiros - Sdo Paulo — 2008 a 2009

Extracdo 1 Extragcédo 2 P
Caproico (%) 0,003 £ 0,003 0 0,3739
Caprilico (%) 0,11 + 0,04 0 0,0719
Caprico (%) 0,02 + 0,02 0 0,3739
Laurico (%) 1,37 £ 0,31 1,76 £ 0,49 0,5274
Miristico (%) 9,21+1,44 8,45+ 0,93 0,6674
Palmitico (%) 16,70 £ 1,15 16,57 £ 1,33 0,9440
Margarico (%) 0,04 £ 0,04 0 0,3739
Estearico (%) 6,6 £0,74 4,98 + 0,57 0,1240
EPA (%) 0 0 ]
Linolénico (%) 0 0 -
DHA (%) 49,03 + 1,97 53,07 + 2,96 0,2895
Araquiddnico (%) 3,68+0,2 3,34 +0,17 0,2269
Palmitoleico (%) 1,05+0,14 0,54 £0,33 0,1964
Linoleico (%) 9,71 +1,86 9,65+1,75 0,9828
Oleico (%) 2,45 + 0,10 1,63+ 0,42 0,1218
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A mesma proporcao € mantida quando se pensa em AG saturados e insaturados
em ambas as extracdes (Figura 2).

20

P=0,3921
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50

P=0,3921 .
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Extracdo 2

30 -
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AcidosGraxes Satu-ados Acidos Graxos Insaturados

Figura 2 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extracdo 2) sobre a
porcentagem do total de acidos graxos saturados e insaturados dos
espermatozoéides avaliados através da area dos picos obtidos pela
Cromatografia Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de
carneiros - Sdo Paulo — 2008 a 2009

5.2 EFEITO DOS METODOS DE EXTRACOES SOBRE OS ACIDOS GRAXOS NO
PLASMA SEMINAL

Apesar de ndo ter sido possivel realizar a estatistica destas amostras, ambas as

extracoes sdo semelhantes em valores e em identificacdo de AG diferentes, pois as
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duas extracbes ndo identificaram AG como o araquidbnico e palmitoléico (Tabela 3).
Porém este dado é controverso, uma vez que 0 araquiddnico € um importante AG
precursor da prostaglandina, substancia presente no plasma de acordo com Salamon
(1990). Blesbois (1997) observou altas concentracOes deste AG juntamente com o DHA

em galos.

Tabela 3 -Efeito dos métodos de extracdo (extragcdo 1 e extracdo 2) sobre a
concentracdo (ng/ml) dos &cidos graxos do plasma seminal avaliado através
da area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance
em amostras espermaticas de carneiros - Sdo Paulo — 2008 a 2009

Extragcédo 1 Extracéo 2 P
Caproico 0 0 -
Caprilico 0 0 -
Céprico 0 0 -
Laurico 2,20+0,9 7,110 -
Miristico 1,53+ 0,56 0 -
Palmitico 11,15+ 2,77 11,32+ 0 -
Margarico 0 0 -
Esteérico 4,88+1,34 8310 -
EPA 0 0 -
Linolénico 0 0 -
DHA 6,38 £ 2,51 1,83+0 -
Araquiddnico 0 0 -
Palmitoleico 0 0 -

Linoleico 0,39 £ 0,39 512+0 -
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Oleico 0,76 £ 0,45 16,64 + 0 -

TOTAL 27,29 +7,61 50,34+ 0 -

N&o houve diferenca entre AG saturados e insaturados no plasma seminal para

os dois métodos (Figura 3).

0.00003 P =0,5920

0.000025 - P=0,1059

0.00002

ng/mL

0.000015 - B Extragdo 1l

Extracao 2

0.00001 T —

0.000005

Acidos Graxos Acidos Graxos
Saturados Insaturados

Figura 3 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extragcdo 2) sobre a
concentracdo (ng/ml) do total de acidos graxos saturados e insaturados do
plasma seminal avaliado através da area dos picos obtidos pela
Cromatografia Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de
carneiros - Sao Paulo — 2008 a 2009

Embora ndo seja possivel realizar a estatistica, podemos afirmar que ha maior
porcentagem de DHA no plasma seminal na extragcdo 1, em relacéo a extracdo 2 (25,75
+ 7,72 versus 3,64 * 0, respectivamente, Tabela 4). Também observamos maiores
valores do palmitico (AG saturado) na extracdo 1 e oléico (AG insaturado) na extracao
2. Mesmo havendo essas diferencas, os dois métodos sdo suficientes para determinar a

proporcdo de AG também no plasma seminal.
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Tabela 4 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extracdo 2) sobre a

porcentagem dos acidos graxos do plasma seminal avaliado atraves da
area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance em

amostras espermaticas de carneiros - Sao Paulo — 2008 a 2009

Extracéo 1 Extracéo 2 P
Caproico (%) 0 0 -
Caprilico (%) 0 0 -
Céprico (%) 0 0 -
Laurico (%) 7,37 £ 3,59 14,13+ 0 -
Miristico (%) 459 + 1,57 0 -
Palmitico (%) 41,78 + 1,56 22,49+ 0 -
Margarico (%) 0 0 -
Estearico (%) 17,46 + 2,07 16,51+ 0 -
EPA (%) 0 0 -
Linolénico (%) 0 0 -
DHA (%) 25,75+ 7,72 3,64+0 -
Araquidoénico (%) 0 0 -
Palmitoleico (%) 0 0 -
Linoleico (%) 0,85+ 0,85 10,16 £ 0 -
Oleico (%) 2,17 £ 1,26 33,36+ 0 -

N&o houve diferenca estatistica entre os dois métodos para a extracdo de AG
saturados e AG insaturados (Figura 4), o que reafirma a possibilidade de uso do

método 2 para verificar propor¢cdo de AG também no plasma seminal.
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Figura 4 -Efeito dos métodos de extracdo (extracdo 1 e extracdo 2) sobre a
porcentagem dos &cidos graxos do plasma seminal avaliado através da
area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance em
amostras espermaticas de carneiros - Sado Paulo — 2008 a 2009

Em ambas as extracbes ha maior quantidade de AG totais no espermatozoide,
em relacdo ao plasma seminal. Barrios et al. (2000) relata que o plasma seminal
melhora a viabilidade do espermatozéide em ovinos por ser uma mistura complexa que
contém grandes quantidade de proteinas que protege o espermatozoide de lesdes
associadas ao estresse térmico e oxidativo. Esta mistura de muitas substancias pode
prejudicar a extracdo sendo necessdarias mais lavagens da amostra para retirada de

impurezas.
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53 ACIDOS GRAXOS NO ESPERMATOZOIDE E NO PLASMA SEMINAL —
EXTRACAO 1

Os resultados apresentaram maior concentracdo de AG totais na amostra de
espermatozoides, em relagcdo ao plasma seminal (63,15 + 9,92 versus 5,07 + 1,41,
respectivamente, Tabela 5). Dado explicado pela constituicdo biolégica do plasma
seminal, predominante de proteinas como relatou Martins (2006) ao estudar as

concentracdes de proteinas no plasma seminal de bodes.

Os espermatozoides apresentaram maiores concentragdes de DHA, em relagéo
ao plasma seminal (168,18 + 28,76 versus 6,38 + 2,51, respectivamente, Tabela 1),
além de este ser quase 50% dos AG totais. Em concordancia com este trabalho Aksoy
(2006) obteve altas concentracbes de DHA no espermatozoide de homens
normozoospérmicos. Estes dados explicam porque a célula espermatica é tdo
susceptivel ao estresse oxidativo, que tem como principal alvo os lipidios e o DNA.
Dentre os lipidios, os AG insaturados sdo os mais atingidos ja que a dupla ligacao deixa
a molécula mais fragil, grupo em que se encaixa o DHA. Este € indispensavel para
manter a fluidez de membrana, aumentar motilidade e induzir reacdo acrossomal
(ROOKE; SHAO; SPEAKE, 2001).

Embora o &cido araquidénico ndo tenha sido identificado no plasma, vimos
anteriormente que este resultado é controverso. Além disso, sua presenca € importante,
pois também estd relacionado com motilidade espermatica e indugcdo de reacgdo

acrossomal, de acordo com Hossain (2007).
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Tabela 5 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a concentracao
(ng/g e ng/ml, respectivamente) dos acidos graxos avaliados através da
area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance em
amostras esperméticas de carneiros, utilizando o método de extragdo 1 -
S&o Paulo — 2008 a 2009

Espermatozoide Plasma Seminal P
Caproico 0,01+£0,01 0 0,3739
Caprilico 0,3+0,1 0 0,0392
Caprico 0,04 £ 0,04 0 0,3739
Laurico 4,77 +1,52 2,20+0,9 0,2176
Miristico 31,21 +7,76 1,53+ 0,56 0,0185
Palmitico 54,43 £ 5,81 11,15+ 2,77 0,0005
Margarico 0,09 £ 0,09 0 0,3739
Esteérico 21,12 + 2,47 4,88 +1,34 0,0011
EPA 0 0 -
Linolénico 0 0 -
DHA 168,18 + 28,76 6,38 £ 2,51 0,0048
Araquidonico 12,35+1,90 0 0,0029
Palmitoleico 3,8+0,95 0 0,0161
Linoleico 35,15 + 8,84 0,39 £ 0,39 0,0170
Oleico 8,7+ 1,09 0,76 £ 0,45 0,0007
TOTAL 339,62 + 53,37 27,29+ 7,61 0,0039
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Dentre os AG saturados e insaturados, ha maior concentracdo no
espermatozoide, em relagcdo ao plasma seminal, utilizando a extracdo 1 (111,96 + 13,94
e 227,66 + 40,23 versus 19,76 + 5,22 e 7,53 + 3,13, respectivamente, Figura 5), dado
também relacionado a constituicdo do plasma seminal, além de a célula espermatica
ser constituida de fosfolipidios principalmente, fator que torna o gameta ainda mais
susceptivel ao efeito das ROS. Aksoy (2006) ainda relata que defeitos da funcéo
espermatica € a causa mais comum de infertilidade e acredita-se que 0 estresse
oxidativo tem grande influéncia nessas funcdes e seus principais alvos sdo o DNA e a

membrana lipidica.
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Figura 5 - Efeito da matriz (espermatozodide e plasma seminal) sobre a concentracédo
(ng/g e ng/ml, respectivamente) do total de &cidos graxos saturados e
insaturados avaliados através da area dos picos obtidos pela Cromatografia
Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de carneiros,
utilizando o método de extracdo 1 - Sdo Paulo — 2008 a 2009

Os resultados apresentaram maior porcentagem de DHA na amostra de
espermatozoides, em relacdo ao plasma seminal (49,03 + 1,97 versus 25,75 + 7,72,
respectivamente, Tabela 6). Ha maior porcentagem do AG Palmitico no plasma

seminal, em relagdo ao espermatozéide (41,78 = 1,56 versus 16,70 + 1,15,
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respectivamente, Tabela 6), em concordancia com Khosrowbeygi e Zarghami (2007)

gue observou maior quantidade do acido palmitico em homens normozoospérmicos em

relacdo aos outros grupos.

Tabela 6 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a porcentagem
dos &cidos graxos avaliados pela Cromatografia Liquida de Alta
Performance em amostras espermaticas de carneiros, utilizando o método
de extracdo 1 - Sao Paulo — 2008 a 2009

Espermatozoéide Plasma Seminal P
Caproéico (%) 0,003 £ 0,003 0 0,3739
Caprilico (%) 0,11 + 0,04 0 0,0719
Caprico (%) 0,02 + 0,02 0 0,3739
Laurico (%) 1,37+ 0,31 7,37 £ 3,59 0,1932
Miristico (%) 9,21+1,44 4,59 + 1,57 0,0671
Palmitico (%) 16,70 + 1,15 41,78 £ 1,56 <0,0001
Margarico (%) 0,04 £ 0,04 0 0,4071
Estearico (%) 6,6 £ 0,74 17,46 + 2,07 0,0010
EPA (%) 0 0 0
Linolénico (%) 0 0 0
DHA (%) 49,03 + 1,97 25,75+ 7,72 0,0529
Araquiddnico (%) 3,68+0,2 0 <0,0001
Palmitoleico (%) 1,05+0,14 0 0,0016
Linoleico (%) 9,71 +1,86 0,85+0,85 0,0055
Oleico (%) 2,45+ 0,10 2,17 £ 1,26 0,8384
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A porcentagem de AG saturados é menor e de AG insaturados € maior no
espermatozoide, em relacdo ao plasma seminal (34,05 + 2,06 e 65,95 + 2,06 versus
71,21 + 7,19 e 28,78 = 7,19, respectivamente, Figura 6), assim como observou
Khosrowbeygi e Zarghami (2007). Estes dados indicam novamente o motivo de o

espermatozoide sofrer estresse oxidativo, o que causa danos funcionais e morfologicos.
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Figura 6 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a porcentagem do
total de acidos graxos saturados e insaturados avaliados pela Cromatografia
Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de carneiros,
utilizando o método de extracdo 1 - Sado Paulo — 2008 a 2009

54 ACIDOS GRAXOS NO ESPERMATOZOIDE E NO PLASMA SEMINAL —
EXTRACAO 2

Mesmo nédo sendo possivel realizar a estatistica, os resultados se mostram muito

semelhantes no espermatozoéide e no plasma seminal, havendo apenas o DHA em
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maior concentracdo na amostra de espermatozoéides, em relacdo ao plasma seminal
(81,58 + 20,78 versus 0,34 * 0, respectivamente, Tabela 7). Este AG corresponde a
mais de 50% dos AG totais. O DHA é a mais importante PUFA do espermatozdide,
sendo um dos principais alvos do estresse oxidativo, além do DNA como relata Nichi
(2003). Aksoy et al. (2006) também observou altas concentracdes de DHA em homens
normozoospérmicos em relacdo a outros grupos com patologias, o que sugere a funcao

crucial deste AG na fluidez do espermatozoide e na habilidade fertilizante.

Tabela 7 - Efeito da matriz (espermatozoéide e plasma seminal) sobre a concentragcédo
(ng/g e ng/ml, respectivamente) dos &cidos graxos avaliados através da
area dos picos obtidos pela Cromatografia Liquida de Alta Performance em
amostras espermaticas de carneiros, utilizando o método de extracdo 2 -
Séo Paulo — 2008 a 2009

Espermatozoide Plasma Seminal P
Caproico 0 0 -
Caprilico 0 0 -
Céprico 0 0 -
Laurico 3,35+1,58 1,32+0 -
Miristico 14,47 + 5,94 0 -
Palmitico 24,02 + 4,89 2,10+ 0 -
Margarico 0 0 -
Esteérico 7,92 + 2,48 154+0 -
EPA 0 0 -
Linolénico 0 0 -
DHA 81,58 + 20,78 0,340 -

Araquiddnico 554+1,81 0 -
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Palmitoleico 1,37 £ 0,96 0 -
Linoleico 16,53 + 5,98 0,95+0 -
Oleico 3,08+ 1,30 3,090 -
TOTAL 157,86 + 44,55 9,36 £ 0 -

Dentre os AG saturados e insaturados, ha maior concentracdo no
espermatozoide, em relagdo ao plasma seminal, utilizando a extracédo 2 (49,75 + 14,58
e 108,10 + 30,16 versus 26,75 + 0 e 23,59 *= 0, respectivamente, Figura 7).

Comprovando novamente a constituicdo da membrana espermaética.

0.00016 P =0,3165
0.00014
0.00012 -
0.0001
0.00008 - P=0,5545 B Espermatozdide
0.00006 Plasma Seminal
0.00004 -
0.00002 - ——
0
Acidos Graxos Saturados Acidos Graxos
Insaturados

Figura 7 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a concentracao
(ng/g e ng/ml, respectivamente) do total dos acidos graxos saturados e
insaturados avaliados através da area dos picos obtidos pela Cromatografia
Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de carneiros,
utilizando o método de extracdo 2 - Sdo Paulo — 2008 a 2009

Embora ndo seja possivel a realizagdo da estatistica ha maior porcentagem de

DHA na amostra de espermatozoéides, em relacdo ao plasma seminal (53,07 + 2,96
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versus 3,64 + 0, respectivamente, Tabela 8) e maior porcentagem do AG oléico no
plasma seminal em relagdo ao espermatozéide (33,36 + O versus 1,63 + 0,42,

respectivamente, Tabela 8).

Tabela 8 - Efeito da matriz (espermatozoide e plasma seminal) sobre a porcentagem
dos é&cidos graxos avaliados pela Cromatografia Liquida de Alta
Performance em amostras espermaticas de carneiros, utilizando o método
de extracdo 2 - Sao Paulo — 2008 a 2009

Espermatozoéide Plasma Seminal P
Caproéico (%) 0 0 -
Capirilico (%) 0 0 -
Caprico (%) 0 0 -
Laurico (%) 1,76 £ 0,49 7,110 -
Miristico (%) 8,45+ 0,93 0 -
Palmitico (%) 16,57 + 1,33 11,32+ 0 -
Margarico (%) 0 0 -
Estearico (%) 4,98 £ 0,57 8,310 -
EPA (%) 0 0 -
Linolénico (%) 0 0 -
DHA (%) 53,07 + 2,96 1,83+0 -
Araquiddnico (%) 3,34 £0,17 0 -
Palmitoleico (%) 0,54 £ 0,33 0 -
Linoleico (%) 9,65+1,75 512 +0 -

Oleico (%) 1,63+0,42 16,64 + 0 -
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A porcentagem de AG saturados é menor no espermatozoéide, em relacdo ao
plasma seminal (31,76 + 1,46 versus 53,13 + 0, respectivamente, Figura 8). Entretanto,
a porcentagem de AG insaturados € menor no plasma seminal, em relacao ao pellet de
espermatozoides (68,23 + 1,46 versus 46,87 + 0).

ac

P =0,0040
70

&0 —— P=0,0040

50

B Cspormalozdide

Plasma Seminal

20 -

10

Acidos Grzxos Saturados Acidos G-axos Insaturados

Figura 8 - Efeito da matriz (espermatozdide e plasma seminal) sobre a porcentagem do
total de acidos graxos saturados e insaturados avaliados pela Cromatografia
Liquida de Alta Performance em amostras espermaticas de carneiros,
utilizando o método de extracdo 2 - Sdo Paulo — 2008 a 2009



Conclusao



Conclusio 63

6 CONCLUSAO

Logo, concluimos que a composicdo de AG do espermatozolide e do plasma
seminal sdo semelhantes, embora alguns AG de baixa concentracéo (céprico, caprilico
e caproico) ndo tenham sido identificados no plasma seminal. O AG saturado
predominante no espermatozéide é o miristico e 0 AG insaturado predominante é o
DHA, em ambas as extracdes. No plasma seminal, nos dois métodos, o AG saturado

gue prevalece € o palmitico e o insaturado é o oléico.

Também podemos concluir que a extracdo 1 é mais efetiva na identificacdo e na

quantificacédo do perfil lipidico, em relacéo a extracao 2.
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ANEXO A

Solucdo de NaOH:Metanol

NaOH 0,5M em Metanol 90%
NaOH PM = 40

2g NaOH em 10 ml de agua, solubilizar e adicionar metanol g.s.p. 100 ml.

76



Anexos 77

ANEXO B

Solucdo de Potassa

Metanol + KOH a 2% =
2 g KOH para 100 ml Metanol

Lavar o tubo normalmente e apOs passar agua destilada. Entédo lavar com a solucéo de
potassa, passar novamente agua destilada e deixar secar em estufa a 37°C.
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ANEXO C

Reagente 1

10 mg (0,01g) de Bromometil metoxi cumarin, dissolvidos em 10 ml de ACN estocado e
protegido da luz.
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ANEXO D

Reagente 2

26,5 mg (0,027g) de 18 — Crown — 6 — ether em 5 ml de ACN adicionado de 100 mg de
carbonato de potassio e 50 ul de agua, sonicar por 30 minutos. Adicionar 5 ml de ACN
e decansar por 20 segundos. O sobrenadante deve ser separado da fase sélida do
carbonato de potassio e guardado de 4 a 8°C.



