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RESUMO

FONSECA, M. A. Analise do perfil lipidico do sémen bovino . [Analysis of the lipid
profile of bovine semen]. 2012. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

A composicdo dos lipideos de membrana esta entre os fatores que podem influenciar
a capacidade fecundante do espermatozoide. Sabidamente os lipideos desempenham
papéis indispensaveis na membrana dos espermatozoides, participando dos
processos de interacdo entre gametas e influenciando o comportamento fisico-quimico
dos espermatozoides durante os procedimentos de criopreservacdo. Estas moléculas
apresentam uma ampla gama de propriedades quimicas que tornam complexa a sua
andlise. Atualmente a espectrometria de massas (MS) por ionizagdo e dessorcdo a
laser assistida por matriz (MALDI) representa uma potente ferramenta para a analise
de lipideos. Assim, a proposta deste trabalho buscou verificar a ocorréncia de
diferenca no perfil lipidico de espermatozoides bovinos obtidos por MALDI utilizado
técnica de analise direta dos espermatozoides e analise apds a extracdo lipidica pelo
método de Bligh e Dyer. Além disso, este trabalho analisou o perfil lipidico de
espermatozéides bovinos que receberam ou ndo suplementacdo de antioxidantes.
Apés coleta, lavagem e separacdo dos espermatozoide, estes foram submetidos a
extracdo lipidica ou destinados integros a obtencdo do perfil lipidico (método direto). O
perfil lipidico do extrato lipidico ou de espermatozoides integros foi adquirido por
MALDI em modo positivo e com matriz DHB (&cido dihidroxibenzoico). A andlise dos
dados foi realizado com o software Metaboanalist utilizando ferramentas de analise
multivariada (analise de componentes principais — PCA) e de identificacdo de ions
com intensidade diferencial entre grupos de comparacdo (teste t, volcano plot). Com
essas andlises foi possivel identificar que ocorre diferenca no perfil lipidico dos
espermatozoides bovinos quando obtidos a partir de andlise direta ou extracdo de
lipideos. Nao foram observadas diferentes entre grupos submetidos ou ndo a
suplementacdo com vitaminas. O método direto é capaz de proporcionar um perfil

lipidico representativo e de facil aquisic¢ao.

Palavras-chave: Lipideos. Bovino. Espermatozoide. Espectrometria de massas.



ABSTRACT

FONSECA, M. A. Analysis of the lipid profile of bovine semen. [Andlise do perfil
lipidico do sémen bovino]. 2012. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

The membrane lipid composition is amongst the factors that influence the fertilization
competence of the spermatozoa. It is also known that lipids play fundamental roles at
spermatozoa membranes, participating in many processes, such as spermatozoa-
oocyte interaction and determining the physical-chemical behavior of spermatozoa
membranes during cryopreservation. These molecules show a wide range of chemical
properties, making complex its analysis. Currently, mass spectrometry (MS) through
matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) represents a powerful tool for lipids
analysis. Hence, this proposal aimed to evaluate differences in bovine spermatozoa
lipid profile obtained through MALDI using direct sample analysis of spermatozoa or
analysis of spermatozoa lipid extract obtained by Bligh-Dyer technique. Moreover, this
proposal evaluated lipid profile of spermatozoa from bull that received or not
antioxidant  supplementation.  After  collection, washing and separation, the
spermatozoa were submitted to lipid extraction or straightforward destined to lipid
profile acquisition (direct method). The lipid profiles of spermatozoa lipid extracts or
from whole spermatoloza were obtained by MALDI in positive mode with DHB matrix
(dihydrozybenzoic acid). Data analysis was performed with Metaboanalyst software
using multivariated analysis (Principal component analysis — PCA) and tools for
identification of differential ions between comparison groups (t-test, volcano plot).
Results show differences in spermatozoa lipid profile obtained by direct method or after
lipid extraction. No differences were observed in bovine spermatozoa derived from
bulls supplemented or not with vitamins. The direct method can generate a

representative and easily obtained lipid profile.

Keywords: Lipids. Bovine. Spermatozoa. Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Segundo a ASBIA (Associacdo Brasileira de Inseminacédo Artificial) a
Inseminacéo Atrtificial no Brasil e 0 nimero de doses comercializadas vém crescendo
nos ultimos anos como demonstra a figura 1. Dentre as racas comercializadas,
destacam-se o0s touros Nelores, que representam aproximadamente 43% do
mercado de doses de sémen (Figura 2; ASBIA, 2011).

Figura 1 - Evolucao de doses de sémen comercializadas nos 3 dltimos anos

Evolugiio Corte

3000 000

-rLone
-NELORE M OCHO
2 000 000

1500 000

. Fonte: ASBIA, 2011

Figura 2 - Comercializagdo de sémen de animais de corte em 2011

Comercializagdo de sémen - Corte
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- RED ANGUS
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= HEREFORD MOCHO
™ BRAFORD
OUTRAS

Fonte: ASBIA, 2011
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Aguiar (2010) afirma que o agronegdcio é hoje a principal locomotiva de
economia brasileira e o Brasil lidera o ranking das vendas externas de carne bovina.
O desenvolvimento cientifico-tecnolégico e a adogcdo de programas de sanidade
animais obtidos através de pesquisas contribuiram para transformar o pais numa
das maiores plataformas mundiais do agronegocio. Esse prestigio adquirido pela
pecuaria brasileira acelerou a busca por novas tecnologias relativas a melhoria das
pastagens, nutricdo, genética, reproducdo e o aumento do melhoramento genético
dos rebanhos. Sendo assim, € muito importante o controle da qualidade do sémen
para garantir a efetividade do processo reprodutivo e bons resultados.

De acordo com Cardoso (2009), o sémen é dividido em duas partes: o
espermatozoide que é formado de acidos nucléicos, proteinas e lipidios, colesterol e
fosfolipidios presentes na membrana espermatica, alem de possuir uma céapsula
lipoide ao seu redor que tem fungao protetora e de resisténcia, e o plasma seminal,
que atua como veiculo para os espermatozoides, participando da sua ativacao e

proporcionando um meio rico de nutrientes.

A membrana plasmatica é a parte da estrutura do espermatozoide mais
susceptivel a modificagcbes durante o processo de criopreservacdo, e sua
integridade € fundamental para que 0s espermatozoides estejam viaveis no
momento da fecundacdo. Sua composicédo, tipo de fosfolipideos e quantidade de
proteinas séo variaveis. Enzimas antioxidantes presentes no plasma seminal e no
proprio espermatozoide neutralizam os metabdlitos, evitando o estresse oxidativo e

danos a composicao lipidica da membrana (BORGES et al., 2011).

Os lipideos apresentam uma ampla gama de propriedades quimicas que
tornam a sua andlise bastante exigente. Atualmente a espectrometria de massas
(MS) por ionizacéo e dessorcédo a laser assistida por matriz (MALDI-MS) representa
uma potente ferramenta para a andlise de lipideos, oferecendo também a
possibilidade de identificacdo estrutural molecular usando a espectrometria de
massas in tandem (MALDI-MS/MS; STUBIGER; BELGACEM, 2007).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade

enzimatica e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de
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bloguear a iniciagdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as
espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classificacéo,
incluem-se o0s antioxidantes naturais e sintéticos como 0s compostos fendlicos
(MOREIRA et al., 2004).

A composicdo dos lipideos de membrana esta entre os fatores que podem
influenciar a capacidade fecundante do sémen. Os lipideos sabidamente
desempenham papéis indispensaveis na membrana dos espermatozoides,
participando dos processos de interacdo entre gametas e influenciando o
comportamento fisico-quimico dos espermatozoides durante os procedimentos de
criopreservacéo (FERREIRA et al., 2009).

Assim, este trabalho busca analisar o perfil lipidico do sémen bovino através
da espectrometria de massas como técnica analitica. Os resultados desse projeto
contribuirdo para o desenvolvimento de técnicas de analise de sémen bovino
baseados na espectrometria de massas, capazes de determinar a composi¢cao

lipidica dos espermatozoides, correlacionando-as com sua capacidade funcional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA RACA NELORE

A raca bovina Nelore € uma raca zebuina pertencente a subespécie Bos
taurus indicus. Os zebuinos séo originarios do sul do continente asiatico, e chegaram
a Ameérica trazida pelos colonizadores. Dentre as variedades zebuinas trazidas para
o Brasil, o Nelore é a que vem sofrendo maior intensidade de selecdo. Algumas
caracteristicas do gado Nelore que o tornam tdo popular entre os criadores sédo a
habilidade para aproveitamento das forragens, mesmo grosseiras, a agilidade dos
bezerros e a fertilidade de vacas e touros (GLASER, 2007).

A raca Nelore predomina atualmente no cenério pecuario brasileiro,
representando 80% da forca produtiva da industria da carne no pais. As
caracteristicas da raca como produtora de carne vém apresentando indices de
desempenho econdmicos notaveis (GLASER, 2007). Atualmente, esta raca tem sido
melhorada geneticamente sendo destinada para a producgéo de carne (RIPAMONTE,
2002).

A reproducdo é um processo complexo e a selecdo direta de caracteristicas
ligadas a reproducdo é, muitas vezes, dificil de ser aplicada. Por isso, torna-se
necessario identificar caracteristicas que sejam facilmente mensuradas, que
apresentem variabilidade e que sejam geneticamente correlacionadas aos eventos
reprodutivos. Dessa forma, a associacdo entre duas ou mais caracteristicas,
observadas em individuos de uma populacéo, torna-se ferramenta nos processos de
selecao (DIAS et al., 2008).

2.2 PAPEL DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA NO SEMEN

As membranas dos espermatozoides, compostas de uma mistura
heterogénea de fosfolipidios, glicolipideos e esteroides (PARKS; LYNCH, 1992),

desempenham importantes papéis em eventos chave no metabolismo espermatico,
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tais como a capacitacdo espermatica, a reacdo acrossomal e a interacdo entre
espermatozoide e oOvulo (ZALATA et al.,, 1998). Além disso, a composicdo da
membrana é um dos fatores determinantes das propriedades fisico-quimicas e
tolerancia dos gametas a criopreservagdo (JANETT et al., 2003; CEROLINI et al.,
2009).

Os fosfolipideos séo os lipideos mais abundantes na membrana espermatica.
Séo formados por uma cabeca polar e duas caudas de hidrocarbonetos hidrofobicas.
As caudas usualmente sdo acidos graxos e podem diferir em comprimento. Uma
cauda geralmente tem uma ou mais duplas ligacfes cis (insaturada), enquanto a
outra cauda ndo contem insaturagfes (saturada). Diferencas no comprimento e
saturacdo das caudas de acidos graxos sdo importantes, porque influenciam a
capacidade das moléculas de fosfolipideos de agrupar-se umas as outras, e por
essa razdo afetar a fluidez da membrana. O conteudo de colesterol também
influencia a fluidez da membrana por tornar a bicamada lipidica menos deforméavel e
consequentemente diminuir a permeabilidade da bicamada a pequenas moléculas
hidrossoluveis (SIQUEIRA, 2004).

Os acidos graxos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids — PUFA) sao
considerados essenciais, pois 0os mamiferos sédo incapazes de sintetiza-los e,
contribuem para a fluidez e flexibilidade da membrana. Os acidos linoléico e (18:2 n-
6) e linolénico (18:3 n-3) sao sintetizados a partir de acidos graxos de cadeia longa
com 20 e 22 atomos de carbono. As trés familias de PUFAs séo classificadas de
acordo com a distancia da primeira dupla ligacdo em relacdo ao terminal metil — n-3,
n-6 e n-9. PUFAs da série n-3 sdo essenciais para a atividade reprodutiva e
representam cerca de 30-50% do total de acidos graxos presentes na membrana
dos espermatozoides. Os componentes contendo os acidos n-6, biologicamente
ativos, sdo utilizados durante o processo de maturacdo espermatica, enquanto
agueles contendo &cidos graxos n-3 serviriam para manter a integridade do
espermatozoide ejaculado (SHIROMA; ZUCCARI, 2009).

A difusdo de lipideos na membrana plasmatica de espermatozoides vivos
varia significativamente entre os dominios de superficie, por causa da

heterogeneidade da composicéo ou diferenca na disposicdo da bicamada, ou ainda
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devido a presenca de barreiras intra-membranosas que impedem a troca livre entre
os dominios. Essa informacdo enfatiza a importante funcdo dos lipideos de
membrana em regular a migracao polarizada de antigenos da superficie espermatica
durante o processo de desenvolvimento tais como maturacdo e capacitacao
(CELEGHINI, 2005).

A funcdo das membranas € determinada pela interacdo de seus varios
componentes; desse modo, algum evento que modifigue estas interacbes pode
alterar sua funcédo. A manutencdo do estado liquido dos lipideos e das proteinas de
membrana permite a movimentacdo livre dos componentes, o que garante suas
interacdes. As interacdes entre as proteinas e lipideos que ocorrem dentro da
membrana sdo extremamente importantes para o desempenho das funcbes
celulares. Alguns lipideos séo preferencialmente agrupados ao redor de proteinas de
membrana integrais e o ambiente lipidico ao redor de uma proteina influencia as

propriedades funcionais da unidade agregada (CELEGHINI, 2005).

7

A composicdo lipidica do esperma é um pré-requisito importante para
entender o impacto na cascata de processos que 0 espermatozoide tem que passar
antes da fertilizacdo. Para ampliar os dados da variagao lipidica dos espermas pode
ser utilizada a espectrometria de massas por MALDI-TOF que € um método sensivel

e pratico que concede diversas informagfes (FUCHS et al., 2008).

Assim, a estrutura espermatica e o potencial de fertilizagdo dependem da
composicao lipidica da membrana celular espermética e do plasma seminal (BEER-
LJUBIC et al., 2009). Entretanto existem poucos estudos acerca da composi¢ao dos
lipideos de membrana em espermatozoides bovinos (PARKS et al., 1987), e nao
existem publicagcbes correlacionando a fertilidade de touros com a composi¢céo de

membrana dos espermatozoides.

Na membrana das células, os acidos graxos sao elementos estruturais e
compostos bioativos. Em muitas espécies, os fosfolipidios sdo o0s principais
componentes lipidicos dos espermatozoides, caracterizados por terem grande
quantidade de acidos graxos poli-insaturados. Em alguns mamiferos, o acido

docosa-hexanoico € o acido graxo poli-insaturado dominante, embora em outras
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espécies 0 acido docosapentanoico seja o principal componente da membrana
espermatica. Com relacdo a constituicio da membrana celular, o aumento na
proporcao de poli-insaturados nos espermatozoides, durante sua fase de maturacao
no epididimo, pode ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas da
membrana. Desse modo, a inclusdo de Oleos na racdo pode modificar o perfil de
acidos graxos dos espermatozoides e, consequentemente, melhorar a qualidade
espermatica. Os acidos graxos poli-insaturados da série 6mega 3 (w3) predominam
nos fosfolipidios das membranas celulares de cuja permeabilidade e flexibilidade.
Mesmo apresentando efeitos benéficos nos &cidos graxos w3, a presenca de alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados dentro das fracdes lipidicas dos
espermatozoides torna-os altamente susceptiveis a peroxidacdo, com consequente
risco de danos a estrutura celular. Portanto, ha necessidade de um sistema
antioxidante para protegé-los contra danos peroxidativos bem como contra uma
possivel disfuncdo dessas células. Acredita-se que os danos causados pela
peroxidacdo dos lipidios dos espermatozoides sejam a principal causa de
subfertilidade dos machos (MORAES et al., 2010).

2.3 TESTES DE AVALIACAO DO SEMEN

A avaliacao in vitro da viabilidade espermatica pos-descongelacao é realizada
através de uma seérie de exames que determinam a motilidade esperméatica e
morfologia do acrossomo, concentracdo extracelular de enzimas e teste de
termorresisténcia, e teste de turgidez em condi¢cdes hipo-osméticas, entre outros
(MARTINS, 1997).

Para que o0 espermatozoide seja considerado qualitativamente viavel e
potencialmente fértil € necessario que possua morfologia, atividade metabdlica e
membranas normais. A presenca de membranas integras é pré-requisito para que

0s eventos relacionados ao processo de fertilizagdo, como a capacitacdo
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espermética, penetracdo nos revestimentos do odcito, ligagdo a zona pellcida e

fusdo com o oolema possam ocorrer (ARRUDA et al., 2009).

De acordo com Ceneghini (2005), hd uma grande diversidade de biotécnicas
gue vem sendo desenvolvidas para analise seminal como, por exemplo, a avaliacéo
computadorizada das caracteristicas seminais, técnicas de sexagem espermatica,
testes hipo-osmaticos, avaliacdo de proteinas do plasma seminal, producdo de
espécies reativas de oxigénio. A motilidade espermatica é estimada de forma
subjetiva, sendo analisada sob microscopia Optica com uma gota de sémen entre a
lamina e laminula, estimando-se sua porcentagem visualmente. Uma outra maneira
de avaliar o sémen é através do uso de sondas fluorescentes na avaliacdo
espermatica, que busca avaliar a integridade e funcdo de compartimentos

especificos da célula espermatica.

Quanto a avaliacdo das proteinas do plasma seminal, Killian et al. (1993)
detectaram quatro delas associadas a fertilidade de touros, sendo duas proteinas
(26 kDa e 55 kDa) predominantes em touros de alta fertilidade e duas proteinas (16
kDa cada) predominantes em touros de baixa fertilidade. Posteriormente, Cancel et
al. (1997) identificaram a proteina de 55 kDa, mais prevalente no sémen de touros
de mais alta fertiidade, como sendo a osteopontina (OPN). Da mesma forma,
Gerena et al. (1998) identificaram a proteina de 26 kDa como sendo a lipocalina tipo
prostaglandina D sintetase (L-PGDS). Todavia, Roncolletta et al. (1999) encontraram
alta incidéncia de uma proteina com aproximadamente 61,8 kDa em touros da raca
Gir cujo sémen foi considerado de alta congelabilidade, enquanto, Jobim et al.
(2002) encontraram a presenca das proteinas albumina (66 kDa) e OPN (55 kDa)
em sémen bovino de alta congelabilidade (ARRUDA et al., 2009).

Pouca quantidade de acido docosaexaenodico (DHA) foi encontrado em
espermatozoides humanos e em outros estudos notou-se que o DHA era poli-
insaturado e o &cido palmitico era saturado. A alta concentracdo de DHA nas
ejaculacoes de espermatozoides vinha sendo proposto a ser uma associacao
positiva com a motilidade espermatica em humanos (AKSQOY et al., 2006).
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Para a avaliagdo da fertilidade potencial de partidas de sémen congelado de
bovino foi proposto em 1967 por Dimitropoulos, o teste de termo de resisténcia
(TTR). O teste consiste na incubacdo de uma amostra de sémen descongelado, em
banho-maria, em temperatura e tempo pré-determinados, de acordo com a espécie
animal. A motilidade progressiva e 0 vigor espermatico sdo as caracteristicas
seminais analisadas durante a execucao do teste. O sémen bovino é considerado de
boa qualidade se a amostra submetida ao TTR apresentar ao final do teste pelo
menos 15% de motilidade espermatica progressiva retilinea e 3 de vigor espermatico
(SIQUEIRA, 2004).

Todavia, os testes tradicionais de avaliagdo do sémen ainda ndo apresentam
correlacdo satisfatoria com a fertilidade do sémen bovino quando empregado na
fertilizac&o in vitro, obrigando a realizagdo de testes funcionais do sémen antes de
seu emprego amplo nas rotinas de FIV. Assim, o desenvolvimento de testes rapidos
e confiaveis que consigam prever a fertilidade do sémen antes da FIV tera grande

impacto positivo no campo da fertiliza¢ao in vitro.

A criopreservagdo do sémen é uma das principais biotecnologias aplicadas a
reproducdo, permitindo que o sémen seja transportado, armazenado e utilizado
sempre que necessario. No entanto, sabe-se que esta técnica provoca inumeras
lesbes a célula espermatica. Um dos principais fatores que levam aos danos
causados pela criopreservacdo é o estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
causado pela acdo das espécies reativas de oxigénio que podem provocar danos
estruturais a biomoléculas, DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, assim como a
outros componentes celulares. Entre os danos mais significativos causados pelas
espécies reativas de oxigénio estdo os produzidos ao material genético do
espermatozoide. Isto ocorre, pois mesmo uma ceélula com DNA lesado pode vir a
fertilizar um odcito. Este por sua vez possui mecanismos de reparos. Estes danos
podem ndo ser reparados completamente resultando em mutacbes neste DNA.
Caso isso ocorra, alguns eventos podem acontecer: falha na fertilizacdo, baixas
taxas de implantacdo, morte embrionaria precoce, aborto ou doencas genéticas na

prole, incluindo cancer. Mesmo que nenhum destes eventos ocorra, ainda assim,
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possiveis informacfBes genéticas errbneas podem ser transmitidas e s6 serem

expressas apos varias geracdes (SOBRINHO, 2009).

O estresse oxidativo € um fator associado a diminuigédo da fertilidade durante
a estocagem do sémen. A geracao de espécies reativas ao oxigénio é consequéncia
normal do metabolismo oxidativo e parece estar envolvida nos danos dos
espermatozoides em condi¢cfes hipotérmicas de estocagem. O excesso de reacao
oxidativa tem efeito destrutivo na membrana espermatica e no DNA dos
espermatozoides. A membrana espermatica é rica em acidos graxos poliinsaturados
(Zalata & Depuydt, 1998), os quais se tornam altamente sensiveis a espécies
reativas de oxigénio (CASTILHO et al, 2009).

2.4 A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas é uma técnica analitica que permite a
identificacdo de compostos desconhecidos, elucidagcéo estrutural, verificagdo das
propriedades quimicas de moléculas e quantificagcdo de compostos conhecidos. O
espectrometro de massas pode também fornecer a “impresséao digital” das espécies
moleculares presentes em uma mistura complexa para caracterizagdo do mesmo ou
para comparacao em banco de dados, confirmando a sua identidade (FERREIRA et
al., 2008).

A informacao obtida em espectros de MS permite recolher informagao sobre a
massa molecular dos compostos em estudo, e a analise da sua fragmentacdo em
espectros de MS/MS fornece informacdo detalhada sobre a estrutura dos
compostos. Esta técnica € cada vez mais utilizada, nos dias de hoje, na analise de
produtos naturais, incluindo alimentos. Na andlise, a espectrometria de massa é
aplicada com o objetivo de caracterizacdo dos seus constituintes principais,

nomeadamente a sua constituicio em proteinas, lipideos, polissacarideos e outros.
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Para andlise por MS, as amostras podem ser inseridas diretamente no
espectrometro de massas, ou 0 equipamento pode ser acoplado a uma técnica de
separacdo, como a cromatografia gasosa (GC), a cromatografia liquida (LC) ou a
eletroforese capilar. A possibilidade de automacao aliada a rapidez das anélises
permite que grande numero de amostras seja analisado em curto periodo de tempo
(segundos ou minutos para cada amostra). Resumidamente, a analise por MS
consiste na geracao de ions com base em compostos (organicos ou inorganicos) por
meio de um método de ionizacdo apropriado. Em seguida, os ions sdo separados
por meio de sua relacdo massa-carga (m/z) em um analisador de massas e
detectados qualitativamente e ou quantitativamente por meio de um detector, o qual
“conta” os ions. A magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z é convertida
por um processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente
(FERREIRA et al., 2009).

2.5 ANALISE DE SEMEN UTILIZANDO A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O sucesso na fertilizagdo depende tanto da integridade da membrana
espermatica quanto da sua adequada composicdo de fosfolipidios (FLESH;
GADELLA, 2000). Alguns estudos utilizando espectrometria de massas descreveram
caracteristicas lipidicas do sémen de suinos, humanos (LEISSIG et al., 2004) e
bovinos (SCHILLER et al., 2003). Em bovinos, a analise dos fosfolipideos de
membrana revelou que a fosfatidilcolina (FC) corresponde a maior quantidade de
fosfolipideos, com menor proporcao de esfingomielina (SM) e fosfatidiletanolamina
(FE). Também demonstraram que quantidade significativa de FC e FE sdo formadas
por ligacdes do tipo éter, alquil e alquenil e apenas pequena parcela consiste de

ligacdes do tipo diacil.

Os espermatozoides possuem uma composicdo lipidica muito caracteristica,
com significativa quantidade de acidos graxos altamente insaturados, como o acido

docosahexaenoico (22:6; ZALATA et al., 1998) ou acido docosapentanoico (22:5) e
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araquidénico (20:5), que sdo responséaveis por manter a fluidez da membrana e sua
capacidade de fertilizacdo (MULLER et al, 1999). Entretanto, fracdes dos residuos
altamente insaturados dos acidos graxos variam grandemente de individuo para
individuos e podem responder pelas diferencas observadas na capacidade
fecundante e criotolerancia do sémen (PARKS; LYNCH, 1992). Outra caracteristica
marcante dos fosfolipideos de membrana dos espermatozoides € a presenca de
plasmalégenos (PARKS; LYNCH, 1992). Plasmalégenos séo fosfolipidios com
ligacdo do tipo éter e possuem um alquil-éter no posicao sn-1 do glicerol (FUCHS et
al., 2007).

A espectrometria de massas provou ser uma técnica extremamente eficiente e
sensivel para a determinacdo da composicao dos lipideos de membrana no sémen,
todavia os relatos existentes na literatura limitam-se a descrever a composi¢cao do
sémen, ndo existindo trabalhos que buscaram estabelecer correlagbes funcionais

entre a composic¢ao lipidica e capacidade de fertilizag@o ou criotolerancia.

2.6 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade
enzimatica e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de
bloguear a iniciagdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as
espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classificacéo,
incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como 0s compostos fendlicos
(MOREIRA et al., 2004).

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevencédo de doencas. O efeito cooperativo

entre as vitaminas C e E é frequentemente mencionado na literatura, mostrando que
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a interacdo dessas vitaminas € efetiva na inibicdo da peroxidag¢do dos lipideos da
membrana e na protecdo do DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A importancia concernente ao desempenho dos antioxidantes in vivo depende
dos fatores: tipos de radicais livres formados; onde e como sdo gerados esses
radicais; analise e métodos para a identificacdo dos danos, e doses ideais para obter
protecdo. Assim, € perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor
em determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as
lesGes induzidas em outros sistemas, ou tecidos. A vitamina C, por exemplo, atua na
fase aguosa como um excelente antioxidante sobre os radicais livres, mas nao é
capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidacao dos lipideos.
Por outro lado, estudos in vitro mostraram que essa vitamina na presenca de metais
de transicao, tais como o ferro, pode atuar como uma molécula pro-oxidante e gerar
os radicais H,O, e OH'". Geralmente, esses metais estdo disponiveis em quantidades
muito limitadas e as propriedades antioxidantes dessa vitamina predominam in vivo
(BIANCHI ANTUNES, 1999).

2.7 FOSFOLIPIDIOS

Os fosfolipidios sdo componentes essenciais de todas as membranas
biologicas (JAGER et al., 2007).

2.7.1 Fosfatidilcolina (FC)

A fosfatidilcolina é geralmente a mais abundante dos fosfolipidios e esta
presente nas bicamadas das membranas de animais e plantas. Atua também como
o principal fosfolipideo circulante no plasma, onde é um componente integral das
lipoproteinas. Por outro lado, € menos frequentemente encontrado nas membranas

bacterianas com a faixa de pH fortemente acido e fortemente alcalino. Em tecidos
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animais, algumas das suas fun¢cdes da membrana parecem ser compartilhadas com

o esfingolipidio e com a esfingomielina (CRISTHIE, 2010).

Para Mertins (2008), a fosfatidilcolina (FC) consiste de uma mistura de
fosfolipideos naturais constituidos por uma extremidade polar formada por um grupo
colina e um grupo fosfato ligado a porcéo hidrofobica. Devido a estrutura polar-
apolar, essas moléculas tendem a se auto-organizar em bicamadas As
caracteristicas de membranas utilizando FC vém sendo estudadas no intuito de
desenvolver novos sistemas para as mais diversas areas, em especial nas ciéncias
farmacéuticas e na biomedicina. Atualmente a FC é largamente empregada nas
industrias farmacéutica e cosmética como emulsificante, excipiente e na producéo
de lipossomas, bem como nas industrias alimenticias e de tintas como estabilizante

e emulsificante.

Fosfatidilcolina (PC) proporciona fluidez na membrana, distribuicdo de carga e
de carater eletrénico, que as enzimas e outras moléculas da membrana necessitam
para realizar suas fungdes. A fosfatidilcolina também atua no figado, pulmdes, trato
gastrointestinal e os rins como uma superficie ativa para revestimentos de células e
suplementacdo com fosfatidilcolina, isso ajuda a controlar os niveis saudaveis de
colesterol (JAGER et al., 2007).

2.7.2 Esfingomielina (SM)

Esfingomielina (ou fosforilcolina ceramida) consiste de uma unidade de
ceramida com uma fracdo de fosforilcolina. E um componente ubiquo presente nas
membranas celulares de animais, onde é o esfingolipidio mais abundante. Pode
compreender até 50% dos lipideos em certos tecidos, embora a concentracédo de
fosfatidilcolina seja geralmente mais baixa. Pode ser encontrado no cérebro na
guantidade de 10%, além de ser o mais abundante dos lipidios nas hemacias da
maioria dos ruminantes, onde ele substitui totalmente a fosfatidilcolina. Neste

exemplo, é conhecido por ativar a fosfolipase A que divide o glicerofosfolipidos, mas
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nao a esfingomielina.
Atualmente, apesar de terem sido identificados erroneamente na literatura, as
excecOes sdo os esfingomielinas dos testiculos e espermatozoides, que contém
cadeias muito longas de acidos graxos poliinsaturados (até 34 atomos de carbono).
A natureza das moléculas de esfingomielinas produzidos diferem consideravelmente
dos precursores de ceramidas, oferecendo especificidade de substrato consideravel
para as sinteses de esfingomielina. Hoje é reconhecido que a esfingomielina e o
colesterol ttm uma grande afinidade entre eles e sdo geralmente localizados juntos
em determinadas regides das membranas e na superficie das particulas de
lipoproteina. Por outro lado, as evidéncias mostram que a esfingomielina e o
metabolismo do colesterol estdo estreitamente integradas, em especial, que
esfingomielina pode controlar a distribuicdo do colesterol nas células. Além de sua
funcdo nas membranas, a esfingomielina atua juntamente com mensageiros
intracelulares e outros componentes que tém funcdes essenciais ha membrana. A
esfingomielina é facilmente isolado a partir de tecidos animais através de
cromatografia de absorgéo (TLC e HPLC), embora os picos pode se dividir em duas
ou trés fracdes. Isto € devido as mudangas na hidrofobicidade resultante da ampla
gama de comprimentos das cadeia constituintes dos acidos graxos Hoje em dia
utiliza-se a espectrometria aplicando varios métodos (ionizacdo por electrospray,
principalmente) para a analise de esfingomielina e outros esfingo-fosfolipideos
(CRISTHIE, 2010).

2.7.3 Fosfatidiletanolamina (PE)

7

Fosfatidiletanolamina é normalmente o segundo fosfolipidio mais
ibundante em vegetais e animais e é frequentemente o componente lipidico principal
nas membranas microbianas. Fosfatidiletanolamina também pode ser formado pela
reacdo enzimatica de etanolamina com fosfatidilserina, ou por re-acilacdo de
lisofosfatidiletanolamina, tal como acontece com outros fosfolipideos, onde a

composicao de acidos graxos final nos tecidos animais é atingido por um processo
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de remodelacdo conhecida como o ciclo Lands’. O primeiro passo é a hidrolise de
uma fosfolipase A2 para lisofosfatidilglicerol, seguido por re-acilacdo por meio de
varios acil-CoA. Embora fosfatidiletanolamina algumas vezes € comparado com
fosfatidilcolina em sistemas biologicas, h&a diferencas significativas nas areas de
guimica e nas propriedades fisicas destes lipidios. Em tecidos animais,
fosfatidiletanolamina é especialmente importante nas membranas do sarcolema do
coracao durante a isquemia, e ela esta envolvida na secrecdo de lipoproteinas de
figado, tem fungbes de fusdo e cisdo de membrana, e € um precursor biossintético
na anandamida (CHRISTIE, 2010).

2.7.4 Fosfatidilglicerol (PG)

Fosfatidilglicerol € um lipidio onipresente que pode ser o componente principal
de membranas de algumas bactérias e ele também é encontrado nas membranas
celulares das plantas e animais, onde ele aparece para realizar
funcdes especificas. A carga do grupo fosfato significa que é um perfil lipidico
aniénico e possui pH neutro. Fosfatidilglicerol € encontrado em quase todos os tipos
de bactérias, por exemplo, Escherichia coli tem até 20% de fosfatidilglicerol em suas
membranas. O fosfatidilglicerol é sintetizado apenas nas mitocondrias dos
eucariontes nao fotossintéticos, e € usado como precursor para a cardiolipina, que
estda localizado na membrana mitocondrial interna e é necessaria para o bom
funcionamento das enzimas envolvidas na fosforilacdo oxidativa. Em cianobactérias,
além de seu papel na fotossintese, o fosfatidilglicerol esta envolvido nos processos
de cisdo e divisdo celular para formar estruturas na bicamada, auxiliado por sua

capacidade de se ligar a proteinas especificas (CRISTHIE, 2010).
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2.7.5 Acido Fosfatidico (PA)

7

Acido fosfatidico ndo é um componente lipidico abundante de qualquer
organismo vivo, mas € extremamente importante como um intermediario na
biossintese de triacilgliceréis e fosfolipidios e como uma molécula sinalizadora. E
frequentemente encontrado em tecidos ou pode surgir por hidrélise enzimatica
inadvertida durante condigBes improprias de armazenamento ou durante a andlise
de extracao. Possui uma molécula acida e carrega uma
carga negativa. Em tecidos animais e vegetais envolve a acilacdo sequencial de a-
glicerofosfato, derivado do catabolismo da glicose, por derivados de acil-coA de
acidos graxos. No entanto, 0 acido fosfatidico foi
implicado em muitos aspectos da bioquimica e fisiologia de células animais,
incluindo a proliferacdo celular e diferenciacéo, transformacéo celular, progresséo do
tumor e sinalizacdo de sobrevivéncia. Ha algumas evidéncias que eles podem
participar da regulamentacdo de alguns eventos de trafico de membrana, e esti
envolvida na ativacdo da enzima NADPH oxidase, que atua como parte do
mecanismo de defesa contra infeccdo e dano tecidual durante a inflamacédo. Ele
pode ter um papel na promoc¢ao da atividade da fosfolipase A2, e parece funcéo na
formacdo de vesiculas e de transporte dentro da célula ao ligar-se a proteinas
especificas, incluindo proteinas quinases, fosfatases e proteinas G que podem
aumentar ou inibir suas atividades (CRISTHIE, 2010).

2.7.6 Lisofosfatidilcolina (LPC)

O lisofosfatidilcolina é encontrado em pequenas quantidades na maioria dos
tecidos. No plasma de espécies animais, o lisofosfatidilcolina sdo formados por um
sistema de enzimas especificas de lecitina e colesterol ciltransferase (LCAT), que é
secretada pelo figado. A enzima catalisa a transferéncia de acidos graxos a partir da
posicdo sn-2 da fosfatidilcolina de colesterol livre no plasma, ocorrendo a formacao

de ésteres e colesterol. Lisofosfatidilcolina também pode ter propriedades proé-
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inflamatorias in vitro e é conhecido por ser um componente patolégico de
lipoproteinas oxidadas (LDL) no plasma e de lesdes ateroscleréticas. Recentemente,
foram identificados algumas func¢des na sinalizac&o celular, e receptores especificos
(acoplados as proteinas G), onde ela ativa a fosfolipase C que libera diacilglicerol e
inositol trifosfato, aumentando a quantidade intracelular de Ca?* e promove ativacéo
da proteina quinase C. O lisofosfatidilcolina pode ser formado por acaso durante a
extracao de lipidios de tecidos (CHRISTIE, 2010).

2.7.7 Lisofosfatidiletanolamina (LPE)

Lisofosfatidiletanolamina é encontrada em pequenas quantidades em tecidos.
E formado por hidrdlise de fosfatidiletanolamina pela enzima
fosfolipase A2, como parte de um ciclo de-acilagdo/re-acilacdo que controla a
composicdo molecular das espécies. Nas plantas, lisofosfatidiletanolamina € um
inibidor especifico de fosfolipase D, uma enzima-chave na
degradacéo dos fosfolipidios da membrana durante 0 inicio
estagios de senescéncia das plantas, que retarda a
senescéncia das folhas, flores e frutos pés-colheita. Ele é usado comercialmente em
um spray para estimular amadurecimento de frutos e senescéncia em atraso. Em
bactérias, exibe propriedades que promovem a dobradura funcional da sintase de
citrato e outras enzimas. Algumas propriedades biologica tém sido relatadas em
tecidos de animais in vitro, mas um receptor especifico ainda nao foi identificado
(CHRISTIE, 2010).

2.7.8 Acido Lisofosfatidico  (LPA)

Acido Lisofosfatidico € o mais simples glicerofosfolipidio encontrado em

diferentes tecidos de espécies moleculares com &acidos graxos saturados e
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insaturados. E muito importante biologicamente, influenciando muitos processos
bioquimicos, além de agir como o precursor biossintético do acido fosfatidico. Em
particular, o acido lisofosfatidico € um mediador lipidico intercelular com as
atividades semelhante ao fator de crescimento,
e é rapidamente produzido e lancado a partir de plaquetas para influenciar células-
alvo. O acido lisofosfatidico promove eventos pro-inflamatorias que levam ao
desenvolvimento do ateroma, e incentiva a progressao da doenca (CHRISTIE,
2010).

2.7.9 Fosfatidilinositol (PI)

Fosfatidilinositol € um lipidio importante, tanto como um componente da
membrana como um participante de processos metabodlicos essenciais em todas as
plantas e animais. E constituido de um é&cido fosfatidico ligado ao grupo fosfato
inositol (hexahidroxiciclohexano). O fosfatidilinositol é especialmente abundante no
tecido cerebral, onde ele pode chegar a 10% do
fosfolipidios, mas também esta presente em todos os tecidos e tipos celulares. O
fosfatidilinositol € entdo encontrado nas membranas, quer por transporte vesicular
ou através de proteinas de transferéncia. O mecanismo para a biossintese de e
fosfatidilglicerol as vezes € denominado por um ponto de ramificacdo na sintese de
fosfolipidios, sendo que o fosfatidilcolina e o fosfatidiletanolamina sé&o produzidos por
uma rota um pouco diferente.
Além de atuar nas membranas carregadas negativamente, o fosfatidilinositol
parecem ter papel crucial na ligacdo interfacial de proteinas e na regulacdo da
proteinas na interface celular. Poucas bactérias parecem conter fosfatidilinositol,
embora lipidios sdo encontrados nas actinobactéerias. Como todos os fosfolipideos, o
fosfatidilinositol ndo é facil de isolar em um estado puro, é necessario um cuidado

especial para assegurar que ele esta totalmente resolvido a partir de fosfatidilserina.
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No entanto, isto pode
ser realizada por absorcédo TLC ou HPLC (CHRISTIE, 2010).

2.7.10 Fosfatidilserina (PS)

Fosfatidilserina (PS) é um nutriente fosfolipidio natural que € mais
concentrada em oOrgdos com alta atividade metabodlica, como cérebro, figado,
coracao pulmdes e musculo esquelético. PS esta localizada principalmente na
camada interna da membrana celular e tem uma variedade de funcdes estruturais e
regulatérias. PS modula a atividade dos receptores, canais idnicos, enzimas e
moléculas de sinalizacdo e esta envolvido na membrana que regulam a fluidez.
Tradicionalmente, os suplementos de PS foram obtidos a partir do cortex bovina
(BC-PS), porém, devido ao potencial de transferéncia de doencas infecciosas os PS
derivados da soja (S-PS) foi criado como uma alternativa segura. PS tem sido
mostrado para melhorar uma variedade de fungdes cerebrais, que tendem a diminuir
com a idade. Em estudos recentes, o PS tem sido mostrado para melhorar o humor
em jovens durante o0 estresse mental. Durante o0s estagios iniciais de
supertreinamento os musculos ficam doloridos, e ocorre um aumento da frequéncia
cardiaca e queda dos niveis de testosterona. O corpo tem dificuldades de
adaptacao, mas geralmente se recupera com descanso de alguns dias. PS tem sido
demonstrada para acelerar a recuperacao, evitar a dor muscular, melhorar o bem-
estar, e podem possuir propriedades ergogénicas na musculacdo de atletas
envolvidos em ciclismo, e corridas de resisténcia. PS foi relatado para ser um
complemento eficaz para o combate ao estresse induzido pelo exercicio e prevenir a
deterioracdo fisiologica que acompanha muito exercicio. BC-PS foi relatado para
atenuar o cortisol sérico e do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) a respostas aos
exercicios de ciclismo. (STARKS et al, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

o Determinar o perfil lipidico do sémen bovino, utilizando a

espectrometria de massas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as diferentes classes de lipideos encontradas no sémen bovino atraves da

espectrometria de massas;

Caracterizar o perfil lipidico do sémen bovino, com especial énfase aos fosfolipideos

de membrana;

Comparar o perfil lipidico de sémen de touros tratados com antioxidantes com

sémen touros tratados sem antioxidantes (controle);

Comparar o perfil lipidico de sémen bovino fresco por analise direta e por analise

apos a extracao lipidica;

Detectar variagBes na composicao lipidica através do uso da técnica de
espectrometria de massas (MS).
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4 MATERIAL E METODOS

41 COLETA DE SEMEN, LAVAGEM DOS ESPERMATOZOIDES E
ARMAZENAMENTO

As coletas de sémen foram realizadas por eletroejaculacdo em 9 touros da
raca Nelore, mantidos em pastagem, com agua e sal mineral ad libitum no campus
de Pirassununga da Universidade de Sdo Paulo, no periodo de fevereiro a junho de
2010.

ApoOs a coleta, as amostras de sémen foram lavadas trés vezes em solucéo
de PBS livre de Ca?" Mg?" (10g de NaCl, 0,25g de KCI, 1,07g de Na,HPO,TH,0,
0,25g de KH,PO, e agua ultrapura g.s.p. 1 L) e centrifugadas (3000xg, 2 minutos). A
cada lavagem o sobrenadante foi descartado e apds a ultima lavagem o pellet de
espermatozoides foi ressuspendido em uma solucdo de 1:1 PBS livre de Ca?"
Mg2":metanol (grau HPLC) e armazenadas a -80°C até o momento das analises por

espectrometria de massas.

4.2 ANALISE DO PERFIL LIPIDICO DO SEMEN INTEGRO E DO EXTRATO
LIPIDICO DO SEMEN

De modo a verificar se existem diferencas entre os perfis lipidicos gerados
pela analise direta do sémen (aquisicdo de espectro de massas dos
espermatozoides integros apos a lavagem) ou pela analise dos extratos lipidicos dos

espermatozoides foram realizadas aquisicdes de espectros de massa de amostras
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de espermatozoides de modo direto (sem extracdo lipidica) ou apdés a extracéo

lipidica pela técnica de Bligh-Dyer.

Foram utilizadas para as analises amostras de 9 animais, em trés repeti¢cdes,
pelo método direto ou apos a extracdo lipidica, conforme o esquema abaixo (Figura
3).

Figura 3 - Esquema das etapas do trabalho desde a obtenc¢do das amostras até a obtencdo
dos dados

)
Analise direta

[ Lavagem e | ODtencao
Coleta do g ] dos perfis

A separacao dos Y
semen [ Extracao de lipidicos

espermatozoides
lipideos ' (MS)
(Bligh-Dyer)

4.3 EXTRACAO DE LIPIDIOS

A extracdo de lipidios foi realizado utilizado o método de Bligh-Dyer (BLIGH,;
DYER, 1959). Resumidamente 0,5mL de sémen foi transferido para um eppendorf
de 1,5mL e os espermatozoides foram lavados trés vezes em solucdo de PBS livre
de Ca?" Mg?" (10g de NaCl, 0,25g de KCI, 1,07g de Na,HPO4IH,0, 0,25g de
KH,PO, e agua ultrapura g.s.p. 1 L) e centrifugadas (3000xg, 2 minutos). A cada
lavagem o sobrenadante foi descartado e apds a ultima lavagem o pellet de
espermatozoides foi destinado a extracao lipidica. Adicionou-se nos pellets 190uL
de cloroférmio (grau HPLC) e 375uL de metanol (grau HPLC). As amostras foram
homogeneizadas com a utilizacdo do vortex de modo a gerar uma Unica fase. Em
seguida acrescentou-se 187,5uL cloroférmio (grau HPLC) e 150uL de agua ultrapura
as amostras e as mesmas foram centrifugadas (3 minutos, 3000 rpm) formando duas
fases. A fase superior foi descartada e a fase inferior (cloroférmio contendo os
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lipideos) foi transferida para novo microtubo. A fase lipidica foi entdo colocada em
um concentrador a vacuo para secagem. Uma vez secas, as amostras foram
armazenadas a -20°C até o momento da analise, quando foram ressuspensas em

metanol e cloroférmio.

4.4 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM ANTIOXIDANTES NA COMPOSICAO
LIPIDICA DO SEMEN

Para andlise de efeitos da administracdo de antioxidantes sobre as caracteristicas
lipidicas seminais, 9 touros Nelore previamente expostos as mesmas condi¢gdes
ambientais foram separados em dois grupos. Na primeira fase 4 animais
constituiram o grupo controle e 5 animais constituiram o grupo tratado. O grupo
tratado recebeu duas doses uma combinacdo de vitaminas A, D e E injetavel nos
dias 0 e 15. As coletas de sémen, nos dois grupos, foram realizadas nos dias 15, 30,
60 e 75. Na segunda fase os animais que faziam parte do grupo controle passaram
a compor o grupo tratado e vice-versa. Os animais do grupo tratado receberam duas
doses injetaveis de complexo A, D e E nos dias 90 e 105. As coletas de sémen

ocorreram nos dias 105, 120, 150 e 165. falta citar a figura 4 no texto.
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Figura 4 - Animais selecionados para o grupo controle (parte superior) e para o grupo tratado (parte
inferior) na 1° e na 2° fase das coletas. Os dias, indicados na parte superior de cada seta, mostram os
tratamentos com as vitaminas A, D e E e o dia de cada coletas dos sémens, parte inferior das setas

4

1° Fase 2°Fase

Animais Controle: 4 6 7 8 Animais Controle: 1 2 3 5§59

0 15 30 60 75
ADeE ADeE Coleta2 Coletad Coletad |ADeE ADeE Coletag Coleta7 Coleta8
Coleta 1 Coleta §

Animais Tratados: 1 2 3 5 9 Animais Tratados:

4.5 OBTENCAO DOS PERFIS LIPIDICOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS E
ANALISE DOS DADOS

Os espectros de massa das amostras de sémen foram obtidos por modo positivo de
aquisicdo, utilizando como matriz o &cido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB; 150mg/MlI em
metanol). Foi utilizado um MALDI-Q-TOF Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK), em
modo reflectron e faixa de m/z 700-1000. Os espectros foram processados utilizando o
software MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, UK). ApoOs suavizacdo, desotopisagdo e
normalizacdo, os ions mais intensos em cada modo foram selecionados e considerados
para atribuicdo dos lipideos correspondentes. Apds atribuicdo, as amostras com seus

by

valores correspondentes de m/z foram submetidas & analise de componentes principais
(PCA) utilizando o] software MetaboAnalyst 2.0

(http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/faces/Home.jsp), identificando lipideos

diferencialmente presentes entre as amostras submetidas ou ndo a extracéo lipidica, bem
como aqueles diferencialmente presentes entre animais que receberam ou ndo o0s

antioxidantes.
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4.6 ANALISES UTILIZANDO OS METODOS FORNECIDOS PELO METABOANALYST

Para obter uma analise analitica com maior rendimento metaboldmico, uitilizou-se os
métodos oferecidos pelo MetaboAnlyst 2.0. que tem como objetivo oferecer uma variedade
de procedimentos comumente utilizado para processamento de dados metabolémica,
normalizacdo, analise estatistica multivariada, bem como anotacdo de dados. A
implementacdo atual centra-se na descoberta de biomarcadores e de classificacdo para

binario ou multi-grupo de andlise de dados.

Os métodos utilizados para as analises foram:

e PCA (Principal Component Analysis) - E um método supervisionado que
utiliza técnicas de regressao multivariada para extrair através de combinacao
linear das variaveis originais (X) as informacfdes que podem predizer a
composicao de classe (Y).

« VIP (Variable Importance in Projection) - €uma média ponderada
da soma dos quadradosdas cargas PLS (Partial-Least Squares). Os
pesos sao baseados na quantidade de variancia explicada em
cada dimenséo Y. A medida da importancia é baseada na soma ponderada
de regressdodos coeficientes PLS.Os pesossdo uma funcéo da
reducao das somas de guadrados através do numero de
Componentes PLS.

« Teste-T — E um teste estatistico que permite a analise exploratéria de dados.
Os resultados séo representados por um grafico.

« Volcano Plot — Permite ver o resultado da analise em cada dimensdo. Cada
analise pode ser ajustada individualmente. Quanto mais longe a sua posi¢gao
de (0, 0), o mais significativo 0 recurso correspondente. Nota-se que ambos

0S €eixos x e y estdo em escala logaritmica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL LIPIDICO DE AMOSTRAS SUBMETIDAS OU NAO A EXTRACAO
LIPIDICA

A fim de investigar se ocorre interferéncia no perfil lipidico do sémen obtido
por MS a partir de amostras de espermatozoides analisadas diretamente (sem
extracdo) em comparacdo com amostras de espermatozoides submetidas a extracéo
lipidica pelo método Bligh-Dyer, amostras de sémen foram submetidas ou ndo a
extracdo lipidica, os espectros foram coletados (Figura 7) e os resultados
analisados. A analise de componentes principais (PCA) revelou que as amostras dos
grupos analise direta ou extracao lipidica separam-se claramente no grafico do PCA
(Figura 5), com 61,5% da variacdo dos dados correspondente ao componente
principal 1 e 17,8% da variagdo ao componente 2.

De modo a identificar e classificar os principais ions responsaveis pela
diferenciacdo entre os grupos analisados foram realizadas nas trés repeticdes dos
experimentos a identificacdo dos ions diferenciais pelo método VIP (Figura 6), que &
um método onde as principais variaveis sédo representadas por figuras, classificando

em ordem decrescente dos ions mais diferenciais

Os principais ions diferencialmente presentes e responsaveis pela diferenciacdo
entre 0s grupos estéo representados na figura 7.



42

Figura 5 - PCA demonstrando as separacdes através do perfil lipidico das amostras de sémen apds

andlise direta (vermelho) ou apés a extragéo lipidica (verde)
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Figura 6 - Pontuacdo VIP identificando os principais ions diferenciais entre os perfis lipidicos das
amostras de sémen obtidas por analise direta ou por extragéo lipidica
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Figura 7 - O espectro A representa o perfil lipidico da analise apos a extracao lipidica, e o espectro B
mostra o perfil lipidico da analise direta pelo método de Bligh e Dyer
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De acordo com os principais ions identificados pelo método VIP e observando
0s espectros, € possivel afirmar que os ions 701,4 e 792,5 aparecem mais intensos
no perfil lipidico gerado apés a extracao lipidica, enquanto que os ions 753,5; 790,5;
812,5 e 814,5 aparecem com maior intensidade no perfil lipidico gerado através da

analise direta.

No perfil lipidico da anélise apés a extracao lipidica, o ion 701, segundo Milne
et. al. (2006) pode ser classificado como esfingomielina. A esfingomielina tém uma
grande afinidade com o colesterol e sdo geralmente localizadas juntos em
determinadas regides das membranas e na superficie das particulas de lipoproteina,
além da possibilidade de seus picos se dividirem em duas ou trés fracdes. Isto é
devido as mudancas na hidrofobicidade resultante da ampla gama de comprimentos
das cadeia constituintes dos acidos graxos (CRISTHIE, 2010). O ion 792, também
identificado no perfil lipidico da analise apds a extracao lipidica, € classificado como

fosfatidiletanolamina como descrito por Milne et al. (2006).
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Quando observado o perfil lipidico das amostras realizadas pelo método
direto, os ions 790, 812 e 814 séo classificados por fosfatidilcolina, e o0 ion 753 é
classificado como esfingomielina, que, como descrito acima, tém uma grande
afinidade com o colesterol e sdo geralmente localizadas juntos em determinadas

regides das membranas (MILNE et al., 2006)

A partir dessas analises podemos afirmar que o método de andlise direta
além de ser um método mais simples e rapido, pode gerar um perfil lipidico tdo

significativo quanto o método de extracéo lipidica.

5.2 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM VITAMINAS A, D E E NO PERFIL
LIPIDICO DO SEMEN

A fim de descobrir se a suplementagcdo com vitaminas interfere com a
composicdo lipidica do sémen bovino foram analisados por espectrometria de
massas amostras de sémen de animais que receberam ou ndo suplementacéo de
vitaminas. Na primeira fase, composta pelas 4 primeiras coletas, o grupo Controle foi
composto pelos animais de numero: 4; 8; 6; e 7 enquanto que o grupo tratado era
composto pelos animais: 1; 2; 3; 5 e 9. Na segunda etapa, 0s grupos invertem,
sendo o grupo tratado composto pelos animais de numeros 4; 8; 6; e 7 e 0 grupo
controle pelos animais de numeros 1; 2; 3; 5 e 9.

A presenca de diferengas entre os grupos analisados foi verificada atraves de
analise de componentes principais (Figura 8) e os ions com maior diferenca de

intensidade entre as amostras foram buscados através de teste-t e de Volcano plot.

Para cada uma das coletas estdo apresentados os resultados da analise de
componentes principais e 0s ions responsaveis pela diferenciacdo entre 0s grupos
representados através dos resultados do test-t (Figura 9) e o Volcano plot (Figura
10).
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Figura 8 - PCAs demonstrando as separagdes através dos perfis lipidicos das amostras de sémens
de animais controle (vermelho) e tratados (verde). A- Primeira coleta; B- Segunda coleta; C- Terceira

coleta, D- Quarta coleta; E- Quinta coleta; F-Sexta coleta; G- Sétima coleta e H- Oitava coleta
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Figura 9 - A figura representa as caracteristicas importantes selecionados pelo t-testes com
nivel de significancia de 5%. Os circulos vermelhos representam ions acima do limiar. A-
Primeira coleta; B- Segunda coleta; C- Terceira coleta, D- Quarta coleta; E- Quinta coleta; F-
Sexta coleta; G- Sétima coleta e H- Oitava coleta
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Figura 10 - Os circulos vermelhos representam ions acima do limiar. O fold change e os valores de
p séo transformados em log. As posicdes mais distantes do (0,0) sdo mais significantes. A- Primeira
coleta; B- Segunda coleta; C- Terceira coleta, D- Quarta coleta; E- Quinta coleta; F-Sexta coleta; G-
Sétima coleta e H- Oitava coleta
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A figura 11 apresenta perfis lipidicos representativos dos animais expostos ou

ndo a suplementagdo com vitaminas.

Figura 11 - Os espectros representam os principais perfis lipidicos dos sémens de animais
controles (A e B) e de animais tratados (C e D). A- Animal 7; B- Animal 9; C- Animal 7 e D- Animal 2
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Os principais ions representativos encontrados pelos métodos test-t, Volcano

Plot e os ions identificados nos espectros sao descritos na quadro 1 abaixo.
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Quadro 1 - Principais ions e suas devidas classificacfes identificados no perfil lipidico do sémen
com suplementacédo de vitaminas A, D e E pelos métodos utilizados e representados pelos espectros

m/z

Classificacéo

744.713

PE (18:018:2) + H+

753.52

SM (18:0) + Na+

767.41

PC (H+)

769.47

PC (16:0/22:6)

790.59

PC 36:0

792.5

PC (16:0/22:6)

812.56

PC (16:/22:6)

814.499

PC 38:2

828.6529

PC (16:0/22:6) + Na

830.4969

PC 16:0/22:5 + Na+

840.626

PC 40:3

858.6059

PC (18:0/22:5) + Na+

866.6748

PC 42:4

909.7041

Pl (18:0/18:1)+ 2Na+

A partir da classificacdo acima, nota-se que o lipidio mais abundante durante

as coletas foi a fosfotidilcolina. Em menor proporcao € possivel também identificar o

fosfatidilinositol, representado pelo ion 909.7 e a esfingomielina, representado pelo

ion 753.5. O fosfatidilinositol € um lipidio muito importante tanto como um

componente da membrana como um participante de processos metabdlicos e as

esfingomielinas podem ser encontradas nos espermatozoides, que podem conter

cadeias muito longas de acidos graxos poliinsaturados (CHRISTIE, 2010).

O fosfatidiletanolamina, representado pelo ion 744.7

muito importante formado pela

também é um lipidio

reacdo enzimatica de etanolamina com a
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fosfatidilserina e esté localizada principalmente na camada interna da membrana
celular e tem uma variedade de funcdes estruturais e regulatorias, como por
exemplo, modula a atividade dos receptores, canais ibnicos, enzimas e moléculas de

sinalizacdo e esta envolvido na membrana que regulam a fluidez (CHRISTIE, 2010).

Através destes resultados analisados € possivel observar um perfil lipidico
muito semelhante entre animais controles e tratados. Assim, a suplementagdo com
vitaminas vitaminas A, D e E néo gera alteracdes identificaveis nos perfis lipidicos

dos espermatozoides.

5.3 ANALISE DO PERFIL LIPIDICO POR ANIMAL DURANTE O PERIODO DE
COLETAS

A fim de descobrir se ocorrem alteracbes no perfil lipidico dos
espermatozoides ao longo do tempo, amostras de espermatozoides de um mesmo
animal foram avaliadas agrupando-as de acordo com o periodo, ou seja, quando o
animal havia sido tratado com suplementacdo de vitaminas ou quando o animal
pertencia ao grupo controle.

Para a classificacdo dos principais ions responsaveis pela diferenciagcéo entre
0s grupos analisados foram realizadas analises utilizando o PCA (Figura 12), o

meétodo test-t (Figura 13) e o Volcano plot (Figura 14).

Os ions responsaveis pela diferenciacao entre 0os grupos representados pelos
meétodos PCA, test-t, Volcano plot e os ions identificados nos espectros (Figura 14)

estéo listados conforme o quadro 2.



Figura 12 - PCAs demonstrando as separagdes através dos perfis lipidicos das amostras de
sémen de animais controle (vermelho) e tratados (verde). A- Animal 1; B- Animal 2; C- Animal 3,
D- Animal 4; E- Animal 5; F- Animal 6; G- Animal 7; H- Animal 8 e I- Animal 9
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Figura 13 - A figura representa as caracteristicas importantes selecionados pelo t-testes com
nivel de significAncia de 5%. Os circulos vermelhos representam ions acima do limiar. A- Animal
1; B- Animal 2; C- Animal 3, D- Animal 4; E- Animal 5; F- Animal 6; G- Animal 7; H- Animal 8 e I-
Animal 9
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Figura 14 - Os circulos vermelhos representam ions acima do limiar. O fold change e os valores
de p sao transformados em log. As posi¢cdes mais distantes do (0,0) sdo mais significantes. A-
Animal 1; B- Animal 2; C- Animal 3, D- Animal 4; E- Animal 5; F- Animal 6; G- Animal 7; H-
Animal 8 e I- Animal 9
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Figura 15 - Os espectros representam os principais perfis lipidicos dos sémens de animais
controles (A e B) e de animais tratados (C e D). A- Animal 1; B- Animal 9; C- Animal 4 e D-

Animal 6
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Os principais ions representativos encontrados pelos métodos test-t, Volcano

Plot e os ions identificados nos espectros sao descritos ha quadro 2 abaixo.

Quadro 2 - Principais ions e suas devidas classifica¢des identificados por animal durante o periodo

de coletas pelos métodos utilizados e representados pelos espectros

mi/z Classificacéo
700.4 PC 30:3
702.6 PC 30:2
760.3 PS (34:2)
766.3 PE 38:5
769.4 PC (16:0/22:6)
782.7 PC 36:4
812.5 PC 38:3
814.6 PC 38:2
828.5 PC (16:0/22:6) + Na
830.5 PC 16:0/22:5 + Na+
844.6 PC 40:1
909.7 Pl (18:0/18:1)+ 2Na+

Analisando o0s resultados obtidos pelos animais durante o periodo das

coletas, é possivel observar que a fosfatidilcolina esta presente no sémen de todos

0S animais, uma vez que ser um componente lipidico muito encontrado em

membranas (CHRISTIE, 2010), a fosfatidilcolina também é capaz de proporcionar
fluidez na membrana e isso ajuda a controlar os niveis de colesterol encontrados na
membrana (JAGER et al., 2007).

A esfingomielina foi encontrada em maior intensidade em quatro animais,

sendo eles os animais 1, 4, 5 e 9. Segundo Cristhie (2010), a esfingomielina e o



56

colesterol ttm uma grande afinidade entre eles e sdo geralmente localizados juntos
em determinadas regides das membranas e na superficie das particulas de

lipoproteina, além de controlar a distribuicéo do colesterol nas células.

Os animais 1, 4 e 7 apresentaram maior intensidade do ion classificado por
fosfatidiletanolamina que também esta comumente presente nas membranas
celulares e que pode ser formado pela reacdo enzimatica de etanolamina com

fosfatidilserina, ou por reacilacéo de lisofosfatidiletanolamina (CHRISTIE, 2010).

No animal 2 observou-se a presenca de fosfatidilinositol que é considerado
um lipidio importante encontrado nas membranas por transporte vesicular ou através
de proteinas de transferéncia. O fosfatidilinositol também tem papel crucial na
ligacao interfacial de proteinas e na regulacéo da
proteinas na interface celular (CHRISTIE, 2010).

O fosfatidilserina foi um lipidio encontrado apenas no amimal 9. O
fosfatidilserina esta localizado principalmente na camada interna da membrana
celular e tem uma variedade de funcdes estruturais e regulatorias, como por
exemplo, modular a atividade dos receptores, canais ibnicos, enzimas e moléculas
de sinalizacdo e esta envolvido na membrana que regulam a fluidez (CHRISTIE,
2010).

Sendo assim, da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas no perfil lipidico dos animais ao longo do tempo, o que demonstra que
a suplementacdo com vitaminas A, D e E néo levou a alteragcdes na composicao

lipidica dos espermatozoides.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

O método de analise direta além de ser um método mais simples e rapido, pode

gerar um perfil lipidico tdo significativo quanto o método de extracao lipidica.

E possivel observar um perfil lipidico muito semelhante entre animais controles e
tratados e a suplementacdo com vitaminas A, D e E néo interfere nas

caracteristicas dos perfis lipidicos dos espermatozoides.

N&o foram observadas diferencas entre 0 mesmo animal ao longo do tempo, o que
demonstra que a suplementacdo com vitaminas A, D e E ndo levou a alteraces na

composicao lipidica dos espermatozoides.
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