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RESUMO

BERGQVIST, R. R. Biomarcadores lipidicos de congelabilidade no sémen
equino . (Lipid biomarkers fo freezeability on stallion semen) 2012. 61 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo, 2012.

A inseminacdo artificial utlizando sémen criopreservado de garanhdes
apresenta uma baixa utilizagdo, principalmente pela variabilidade dos
resultados e aumento dos custos relacionados a inseminacdo. Os lipideos
presentes nas membranas plasmaticas dos espermatozéides participam de
diversos eventos associados a fertilizacdo e por sofrerem alteracées quimicas
e estruturais durantes os processos necessarios a congelacdo podem estar
relacionados a congelabilidade dos ejaculados. Este trabalho foi composto por
dois experimentos. O experimento | utilizou amostras de espermatozéides de
seis garanhdes e seis touros e objetivou avaliar a possibilidade de analise
direta das amostras de espermatozoéides e o efeito do armazenamento em
metanol por um periodo de 45 dias a -80°C. As amostras foram coletadas,
“lavadas” por centrifugacfes sucessivas e armazenadas nos seguintes meios:
PBS Ca"™ Mg"" Free, Metanol padrdo-HPLC e solucéo 1:1 PBS Ca™ Mg"" Free
e Metanol padrdo-HPLC. As amostras em PBS foram analisadas ap0s extracéo
lipidica ou adicdo de metanol padrdo-HPLC previamente a andlise. Foi
confirmada a possibilidade de andlise direta da composic¢éo lipidica em MALDI-
TOF, sem necessidade de extracdo. O armazenamento em metanol ou solucéo
contendo 0 mesmo néo resultou em degradacdo no periodo observado, no
entanto 0 armazenamento de amostras previamente extraidas por longos
periodos resultaram em resultados alterados. O experimento |l utilizou
amostras de 16 garanhdes, armazenadas em solugdo 1:1 PBS Ca'™ Mg*" Free
e Metanol padrao-HPLC. Os ejaculados de origem destas amostras foram
submetidos a congelacdo e os resultados de analise in vitro de motilidade e
morfologia espermatica foram relacionados com os dados de composicédo
lipidica através da analise dos componentes principais (PCA). N&ao foi
observada nenhuma relacéo entre os resultados de analise seminal in vitro e a
composicdo lipidica, apesar de alguns autores encontrarem tal relagéo,
principalmente quanto a relacdo de determinados &cidos graxos e conteudo



total de fosfolipideos. Estes autores utilizaram técnicas complexas,
impossibilitando a aplicacdo na rotina veterinaria a campo. A facilidade de
preparo das amostras para MALDI-TOF torna esta técnica viavel para analise
de composicéo lipidica, no entanto novos testes devem ser realizados incluindo

um maior nimero de amostas e dados de fertilidade a campo.

Palavras-chave: Garanhdo. Congelabilidade. Lipideos.



ABSTRACT

BERGQVIST, R. R. Lipid biomarkers of frezzeability on stallion semen
(Biomarcadores lipidicos de congelabilidade no sémen equino). 2012. 61 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Artificial insemination with stallions’ frozen semen have not been widely used,
mainly due to the high variability of field results and the increased cost
associated with it. Sperm cell membrane lipids play an important role on several
events associated with fertilization. These cells go through structural and
chemicals changes during freezing and might participate in the freezeability of
ejaculates. This work was composed by two experiments. In Experiment |
sperm samples from six bulls and six stallions were collected, “washed” through
centrifugation and stored at -80° in the following mediums: PBS Ca™ Mg™" Free,
Methanol HPLC-standard and a solution 1:1 PBS Ca*™ Mg"* Free and Methanol
HPLC-standard. The samples on PBS were analyzed immediately after lipid
extraction or after the addition of methanol. These samples were evaluated on
the day after collection and 45 days later for evaluation of the possibility of a
direct analyses with methanol and the effect of long periods of storage with
methanol on lipid degradation. The possibility of an extraction-free direct
MALDI-TOF analysis was confirmed. The storage with methanol did not
resulted in lipid degradation for the period studied, however the storage of
previously extract samples resulted on irregular spectrums. In Experiment Il 16
sperm samples from stallions were collected and frozen. An aliquot of 500pl
from each sample was washed through centrifugation and stored with a 1:1
PBS Ca'™ Mg"™ Free and Methanol HPLC-standard solution. In vitro sperm
analysis of motility and morphology were studied for relations with the lipid
profile through a principal components analysis (PCA). It was not observed
relation between lipid profile and sperm motility and morphology, as previously
reported by others authors. However, these authors methodology were highly
complex , making it difficult for field application. MALDI-TOF sample preparation

its easy and fast and new test with a larger number of samples and field fertility



results may prove this is a viable tool for improving field results with frozen

semen artificial insemination.

Keywords: Stallion. Freezeability. Lipids.
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1 INTRODUCAO

As biotécnicas reprodutivas apresentam importante papel na
preservacdo de espécies ameacgadas, melhoramento genético de animais de
producdo ou performance atlética, e superacao de problemas de fertilidade em
humanos e animais. Estas técnicas estdo em constante desenvolvimento pela
comunidade cientifica, sendo muitas destas empregadas na rotina da
reproducdo de animais domésticos a campo, como inseminacao artificial (I1A),
transferéncia de embrides (TE), fertilizacao in vitro (FIV) e criopreservacado de

sémen.

Esta ultima técnica se tornou possivel a partir do trabalho de Polge et al
(1949), atingido larga utilizacdo no manejo reprodutivo de animais de producéo,
inclusive equinos. Apesar dos estudos constantes, a |IA com sémen
criopreservado de garanhdes ainda apresenta fertilidade significantemente
inferior a IA com sémen fresco (LOOMIS; GRAHAM, 2008). A baixa fertilidade
€ consequéncia de perda da viabilidade de espermatozoides e diminuicdo da
funcionalidade dos sobreviventes (WATSON, 2000), resultantes principalmente
do intenso estresse osmoético e choque térmico durante o processo de

congelacéo.

Historicamente, considera-se que menos da metade dos garanhdes
apresentam resultados satisfatorios em testes laboratoriais pos-descongelacéo
(LOOMIS; GRAHAM, 2008). Entre os testes laboratoriais de anédlise de sémen
in vitro, os parametros de motilidade espermatica pos-descongelacdo sdo os
mais utilizados como critério de avaliacdo, no entanto diversos autores
falharam em demonstrar correlacdo com fertilidade (SAMPER; HELLANDER,;
CRABO, 1991; DIGRASSIE et al, 2000). Outro parametro de analise seminal in
vitro, a integridade de membrana demonstra correlacdo com fertilidade de
sémen criopreservado de garanhdes (WILHELM, GRAHAM; SQUIRES, 1996;
CHRISTENSEN et al, 2000), porém sem correlacdo com valores de motilidade
e velocidade (BLACH ET al, 1989).
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A correlacdo entre fertilidade e integridade da membrana
plasmatica é facilmente entendida quando nos atentamos as observagfes de
participacdo desta estrutura em processos como capacitagdo espermatica e
reacdo acrossomal (GADELLA et al, 2001). Esta importante participacdo nos
processos fisioldgicos celulares corroboram as teorias de que a fluidez da
membrana € um pré-requisito para a funcao celular normal (LENZI et al, 1996).
Sendo assim, a composicdo desta membrana e suas acgles fisiologicas
constituem importantes topicos dos estudos na area de fertilizacdo em

mamiferos.

A fluidez e flexibilidade das membranas celulares dependem
principalmente de suas contitui¢des lipidicas (LENZi et al, 1996). A composicéo
lipidica da membrana plasmatica de espermatozoéides de garanhdes ja foi
descrita por diversos autores (MANN; LEONE; PARKES 1956; KOMAREK e al,
1965; PARKS; LYNCH, 1992), utilizando diferentes métodos de cromatografia e
mais recentemente espectrometria de massas devido a sua alta sensibilidade e
resolucdo de massa. A utilizacdo deste intrumento permite um conhecimento
mais preciso da constituicdo das membranas celulares e consequentemente de

sua atuacao nos eventos da fertilizacéo.

Acreditamos que o importante papel dos lipideos de membrana nas
funcdes espermaticas, assim como a possibilidade de aprofundamento do
conhecimento dos componentes celulares pela técnica de espectrometria de
massas, constituem uma via promissora para a optimizacao da fertilidade de
garanhdes. Portanto, este trabalho objetiva estudar a relacdo entre
congelabilidade de espermatozoides de garanhdes e a composicéo lipidica de
suas membranas plasmaticas, assim como o entendimento do efeito dos meios
de conservacdo das amostras sobre os resultados da espectrometria de

massas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacao de sémen

A preservacdo de gametas e embribes por longos periodos € uma
biotécnica essencial para programas de melhoramento genético, preservacao
de espécies ameacadas, controle de doencas sexualmente transmissiveis e
tratamentos de infertilidade. O desenvolvimento destas técnicas iniciou-se
ainda no século XVIIl com o padre italiano Spallanzani (1729-1799), avancou
com a formulacdo das primeiras teorias de criopreservacao por outro padre,
B.J. Luyet, e tornou-se possivel apds a descorberta da capacidade
crioprotetora do glicerol por Polge et al (1949). No entanto, apesar dos mais de
60 anos deste marco historico e dos demais avancos relacionados a
criopreservacdo de gametas e embrides, a inseminacao artificial utilizando
sémen criopreservado ainda apresenta resultados significativamente inferiores

ao uso do sémen fresco em diversas espécies (WATSON, 2000).

Os resultados insatisfatorios do sémen criopreservado sao associados
principalmente a lesbes celulares ocorridas devido a uma intensa pressao
osmotica e formacédo de cristais de gelos intracelulares (SIEME; HARRISON;
PETRUNKINA, 2008). Estas lesGes, ao contrario do que se pensava
inicialmente, ndo ocorrem durante o armazenamento em nitrogénio liquido (-
196°C), e sim em temperaturas intermediarias durante a congelagdo e
aguecimento das células (MAZUR, 1984). Durante a congelacédo, a formacéo
de cristais de gelo no meio extracelular eleva a osmolaridade do meio,
promovendo saida de agua da célula, e 0 mesmo ocorrendo de forma inversa
durante a descongelacdo (MAZUR, 1984). A entrada e saida de agua da célula
devem ocorrer de forma limitada, evitando-se que as altera¢cdes do volume
celular consequentes deste processo ndao causem perda da integridade da
membrana plasméatica e funcdo celular (SIEME; HARRISON; PETRUKINA,
2008).
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Na tentativa de evitar ou reduzir a ocorréncia destas lesdes, chamadas
de crioinjurias, novos protocolos de congelagdo sdo desenvolvidos
constantemente, principalmente quanto a utilizagdo de diferentes substancias
crioprotetoras (SQUIRES; KEITH, GRAHAM, 2004; ALVARENGA et al, 2005;
PAPA et al, 2011; RODRIGUEZ et al, 2011; PILLET et al, 2012), reduc&o ou
eliminacdo dos efeitos deletérios da centrifugacdo (ALVARENGA et al, 2012;
KNOP et al, 2005; BLISS et al, 2012) e taxa de refrigeracdo (BRUEMMER et al,
2008; SALAZAR et al, 2011).

Paralelamente a estes estudos, outras técnicas alternativas aos
protocolos de congelacdo habituais estdo sendo estudadas, na tentativa de
preservacdo do potencial fertilizante de espermatozoides por longos periodos.
Recentemente, Choi et al (2011) produziram potros a partir de amostras de
sémen liofilizado associadas a técnica de injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI). Uma outra técnica alternativa, a vitrificacao surgiu como
uma tentativa de evitar a formacao de cristais de gelo intracelulares (Isachenko
et al, 2004), porém estudos recentes demonstraram que estas estruturas nao
se formam em espermatozoides durante o processo de congelacdo (MORRIS,
2006; MORRIS et al, 2007).

Na espécie equina, a inseminacdo artificial a partir de amostras de
sémen criopreservado foi aprovada por quase todas as associacfes de racas,
porém seu uso ainda € limitado. A expansao da técnica esbarra principalmente
nos baixos indices de fertilidade, aumento dos custos com veterinario e
alojamento dos animais e a falta de padronizacdo da técnica (LOOMIS;
GRAHAM, 2008). Os garanhdes apresentam como caracteristica uma grande
variabilidade dos resultados, resultantes de uma selecédo genética baseada em
pedigree, performance atlética, ou outra caracteristica fenotipica, ignorando a
capacidade reprodutiva como fator de selecdo (BRITO, 2007; SIEME;
HARRISON; PETRUKINA, 2008).

Os padrdes de selecéo citados acima resultaram em uma populacéo de
garanhdes onde menos da metade dos individuos apresentam resultados
satisfatorios pés-descongelacédo quando um Unico protocolo de criopreservacao
é utilizado (revisado por LOOMIS; GRAHAM, 2008). Alguns autores relatam
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resultados de até 90% de ejaculados satisfatorios, porém estes resultados
somente foram alcancados apO6s uma intensa selecdo de garanhdes e
ejaculados (VIDAMENT, 2005). No entanto, vale ressaltar que estes dados séo
referentes a motilidade pds-descongelacdo e este parametro ndo apresenta
uma correspondéncia consistente com a fertilidade a campo destas amostras
(KUISMA ET al, 2006).

2.2 Viabilidade e Fertilidade do Sémen Criopreserv  ado de Garanhdes

A determinacdo do potencial de fertilidade de um garanh&o ou ejaculado
ainda ndo pode ser determinada por um unico teste laboratorial (KUISMA et al,
2006), apesar deste ser um topico recorrente de pesquisa nas Ultimas décadas.
Os principais fatores limitantes para o desenvolvimento de um teste confiavel
para determinacao do potencial de uma amostra, assim como a otimizacédo dos
resultados comerciais com sémen congelado, sdo o custo e tempo necessarios
para a realizacéo de testes de fertilidade a campo (KIRK; SQUIRES; GRAHAM,
2005), e a falta de padronizacdo da técnica de congelacdo e avaliacdo do
sémen (VIDAMENT, 2005, LOOMIS; GRAHAM, 2008). Estas condicdes
determinam menores indices de fertilidade e uma baixa aceitacdo entre os
criadores, ocasionando uma utilizacdo em maior escala do sémen refrigerado
(LOOMIS, 2001). A variabilidade dos resultados com sémen criopreservado
pode ser observada na tabela 1. Estes dados demonstram também a
variabilidade nas técnicas de inseminacdo e dose inseminante utilizadas na

rotina a campo.

As publicacfes de dados de fertilidade a campo s&o poucas e por muitas
vezes incompletas, resultantes da organizagdo do mercado equestre em
diversos paises, como Brasil e Estados Unidos. Estes paises compartilham

algumas das barreiras ao desenvolvimento do uso de sémen congelado, como
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a auséncia de um centro nacional de reproducdo ou auséncia de uma rede de
centrais privadas (LOOMIS, 2001). Alguns paises da europa, como a Franca,
apresentam centros nacionais de reproducdo, permitindo uma maior
padronizacdo dos protocolos de congelacdo e facilitacdo da comercializacao
das doses.

Tabela 1 — Taxa de prenhez de éguas inseminadas com sémen criopreservado utilizando
diferentes técnicas de inseminagédo, dose e volume inseminante.

) DOSE VOLUME TAXA DE
FONTE TECNICADEIA INSEMINANTE  INSEMINANTE PRENHEZ (%)
(10°) (mL)
FEO et al. CuU 250-350 4 8/25 (32%)
IP 32/48 (66%)
ALVARENGA et IPGH 100-150 1 34/62 (54%)
al.
SQUIRES et al. CcuU 800 2 (11A) 12/20 (60%)
CcuU 400 1 (2IA) 11/20 (55%)
CcuU 200 0.5 (2IA) 10/20 (50%)
IP 200 0.5 (21A) 4/20 (20%)
SIEME et al. cu 100 0.5 16/37 (43%)
IP 100 0.5 17/38 (44%)
IPGH 100 0.5 22/48 (45%)
Cu 800 12 9/21 (42%)

Adaptado de SIEME, 2011. CU = corpo uterino; IP = inseminag¢do profunda guiada por
palpacgéo transretal; IPGH = Inseminacao profunda guiada por histeroscopio.

Essa caracteristica do mercado francés permite uma avaliacdo dos
resultados do sémen criopreservado a campo, assim como uma analise da
evolucdo da técnica e identificacdo de pontos marcantes deste processo. Em
uma retrospectiva do uso de sémen criopreservado na Franca no periodo entre
1985 e 2005, Vidament (2005) consegue descrever a evolugcdo do uso do
sémen congelado em seu pais e principalmente, estabelecer algumas relacdes
entre os testes laboratoriais e dados de fertilidade a campo. Apos a analise dos
dados referentes a este periodo, percebeu-se uma correlacédo entre motilidade
rapida (p<0.01) e velocidade média progressiva (VAP) (p<00,1) pOs-
descongelacéo e fertilidade. No entanto, como pode ser observado nas tabelas
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2 e 3, 0 aumento em 42% no numero de ejaculados que apresentavam
motilidade rapida superior ao limite minimo estabelecido (35%) entre 1995 e
2004 resultaram em apenas 3% de aumento da taxa de prenhez por ciclo.

Tabela 2 — Evolucéo da taxa de ejaculados criopreservados aceitos pelo National Stud frances
para inseminacao artificial no periodo de 1985-2004.

ANO N° de GARANHOES TAXA DE EJACULADOS
ACEITOS (%)

1985 06 58

1990 41 35

1995 64 46

2000 141 78

2004 114 88

Adaptado de VIDAMENT, 2005.

Tabela 3 — Evolucdo da taxa de prenhez/ciclo em inseminacdos artificiais com sémen
criopreservado no periode de 1985-2004, National Stud frances.

ANO N° de EGUAS TAXA DE PRENHEZ/CICLO
INSEMINADAS (%)

1985 93 29

1990 248 28

1995 307 43

2000 1326 49

2004 1990 46

Adaptado de VIDAMENT, 2005.

Em um programa comercial de reproducdo equina no Brasil (dados
pessoais ndo publicados), em um total de 57 inseminacbes com sémen
criopreservado de 12 garanhdes diferentes, ocorreu prenhez ao primeiro ciclo
ou recuperacdo embrionaria 32 vezes (56,1%). No entanto, ao analisarmos 0s
resultados apenas dos dois garanhdes mais utilizados (42 inseminacdes), estes
apresentam 64,2% de prenhez ao primeiro ciclo ou embrido recuperado, contra
33,3% dos demais. Estes resultados demonstram que 0 sémen criopreservado
pode apresentar resultados satisfatorios, porém apenas para aqueles animais
que apresentam ejaculados de maior resisténcia ao processo de congelacéao.
Sendo assim, 0 estudo das caracteristicas seminais e sua associagdo com a
sobrevivéncia e manutencdo da funcionalidade, ap6s o processo de
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congelacdo, possibilita a identificacdo destes animais de congelabilidade
superior e das alternativas para melhor aproveitamento daqueles que néao

apresentam resultados satisfatérios.

2.3 Membrana Plasméatica

Espermatozdides sdo ceélulas altamente diferenciadas, polarizadas e
compartimentalizadas, com uma alta relacdo membrana:citoplasma (PAZ et al,
2003). A membrana plasmatica do espermatozoide, conhecida como
plasmalema, € uma estrutura dindmica que circunda a célula por completo,
desempenhando importante papel na fisiologia espermética e interacdo
espermatozoide-odcito. Alteragdes estruturais da membrana plasmética séo
necessarias para que o espermatozoide adquira a habilidade de realizar a
reacao acrossomal e demais eventos da fertilizacdo. Este processo € chamado
de capacitacdo espermatica e envolve alteracbes da composicdo externa de
proteinas, localizacdo de antigenos, carga e potencial de membrana,
composicao lipidica, assimetria dos fosfolipideos da membrana, pH intracelular,
entre outras (FLORMAN; DUBICELA, 2006).

O plasmalema € uma estrutura inerte metabolicamente, pois a célula
espermatica ndo € capaz de sintetizar novos componentes, como proteinas e
lipideos, devido a perda de organelas e fatores de transcricdo de DNA durante
a espermatogénese (FLESCH; GADELLA, 2000). No entanto, durante alguns
eventos fisiolégicos e em consequéncia a manipulacdo in vitro, a membrana
sofre alteragbes estruturais (revisado por LEAHY; GADELLA, 2011) que podem
ser visualizadas por microscopia de luz, microscopia eletronica (TOSHIMORI,
2011) e imunofluorescéncia (NEILD et al, 2003). A composi¢cdo da membrana
também sofre alteracbes, por absorcédo de novos componentes como proteinas
e lipideos (NIKOLOPOULO; SOUCEK; VARY, 1985; HINKOVSKA-
GALCHEVA; PETKOVA; KOUMANOV, 1989; LEAHY; GADELLA, 2000).
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Inicialmente, acreditava-se que esta membrane seguia 0 modelo do
mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson (1972) para as membranas
bioldgicas, compondo-se de uma bicamada lipidica, associada principalmente a
proteinas. No entanto, a membrana plasmatica espermatica apresenta uma
estrutura complexa com assimetria lateral e transmembrana (CARDULLO;
WOLF, 1990). Esta também € uma estrutura dindmica, onde 0os componentes
lipidicos apresentam uma grande mobilidade associada com importantes
processos fisiologicos e biotécnicas como capacitacdo espermatica (GESTEL
et al, 2005), maturacao epididimaria (SCOTT; VOLGMAYR; SETCHELL, 1967;
NIKOLOPOULO; SOUCEK; VARY,, 1985), morte celular (LADHA et al, 1997) e
criopresevacao (CHAKRABARTY et al, 2007) demonstrando o importante papel

dos lipideos da membrana plasmatica na viabilidade celular.

2.4 Composicdao lipidica da membrana plasmética

A composicdo lipidica do plasmalema ja foi descrita para diversas
espécies (JOHNSON; PURSEL; GERRITS, 1972; PARKS; LYNCH, 1992;
SURAI et al, 2000; FUCHS et al, 2009; TEUBER et al, 2011). Os fosfolipideos
representam a fracdo lipidica mais abundante (MANN, 1964 MANN?;
LUTWAK-MANN, 1981 apud LENZI et al, 1996, p. 251), correspondendo a 57%
dos lipideos presentes na membrana (GADELLA et al, 2001). Em garanhdes,
estes fosfolipideos séo representados aproximadamente em 48% por
fosfocolineglicerideos, 16% por fosfoetanolamineglicerideos, 15% por
fosfatidilserina e cardiolipina, 13% por esfingomielinas, 5% por fosfatidilglicerol
e 3% por fosfatidilinositol (GADELLA et al, 2001).

A relacdo entre os componentes da membrana parecem determinar a
funcionalidade da mesma em diferentes aspectos da fisiologia da célula,
influenciando a fertilidade e os parametros de avaliacdo seminal in vitro em

diversas espécies. Em suinos, o conteudo total de lipideos e o percentual de

1MANN, T. The biochemistry of semen and of the male reproductive tract. METHUEN, UK: London, 1964. 439 p.
2MANN, T.; LUTWAK-MANN, C. Male reproductive function and semen. SPRINGER-VERLAG, Germany: Berlin, 1981.
495 p.
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colesterol, fosfolipideos, acidos graxos poliinsaturados (PUFA), &cido
docohesandico e n-3 PUFA correlacionam positivamente com motilidade,
viabilidade, morfologia e integridade de membrana (AM-IN et al, 2011).

Em garanhdes a relagdo entre lipideos de membrana e fertilidade
também pode ser observada, como na relacdo colesterol:fosfolipideo. Esta
representa um aspecto determinante na capacitacdo espermatica (DAVIS,
1981), devido ao efluxo de colesterol da membrana durante este processo
(EHRENWALD; PARKS; FOOTE, 1988). Brinsko et al (2007) demonstraram a
importancia desta relacdo na fertilidade de garanhdes. Os autores encontraram
uma razdo molar colesterol:fosfolipideos maior em 2.5 vezes no plasma
seminal (p<0.09) e 1.9 no sémen total (p<0.009) para garanhdes subférteis e
férteis, respectivamente. A relacdo entre os componentes lipidicos também
apresentam influencia na sobreviéncia ao processo de criopreservacao. Garcia
et al (2011) identificaram diferencas significativas na relacdo do plasmalogénio
C16 (75% de sensibilidade e 79.9% de especificidade) e do acido graxo C18
(70% de sensibilidade e 62,5% de especificidade) com o conteudo total de

fosfolipideos em garanhao “bons” e “maus’congeladores.

Uma particularidade na composicéo lipidica da membrana plasmética de
espermatozoides € o grande conteuddo de acidos graxos altamente
poliinsaturados (WHATES et al, 2007). Estes componentes garantem a fluidez
necessaria a membrana em eventos associados a fertilizacdo (FLESCH,;
GADELLA, 2000), no entanto tornam a célula altamente sensivel a stress
oxidativo (JONES; MANN; SHERINS, 1979). As injurias ocorridas devido a
peroxidacdo afetam o estado fusogénico da membrana e sua habilidade de
suportar importantes enzimas, como as ATPases (WHATES et al ,2007). A
composicdo de 4&cidos graxos ainda apresenta forte correlagdo sobre
caracteristicas espermaticas como motilidade (r= 0.50, p< 0.0001), morfologia
(r=0.28, p<0.01) e concentracdo espermatica (r=0.35, p<0.002), principalmente

guanto a quantidade de acido docohexadico (AKSQOY et al, 2006).

Estes resultados demonstram a participacdo dos lipideos de membrana

em processos essenciais a fertilizacédo, no entanto a realizagdo de pesquisas a
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respeito do tema ainda esbarram na complexibilidade e variabilidade das

técnicas de determinacéo do perfil lipidico.

2.5 Técnicas de determinacdo da composicao lipidi  ca

Lipidébmica pode ser definida como uma caracterizagdo completa das
espécies moleculares de lipideos e de seus papéis biologicos (SPENER et al,
2003). Estudos nesta area ganharam grande importancia nas ultimas décadas
devido a descoberta de que cada classe lipidica apresenta uma funcgdo
biologica altamente especifica, independente de seu papel como fonte
energética ou estrutural em membranas (CHRISTIE, 2009). Os avancos nesta
area permitiram a compreensdo da participacdo dos lipideos presentes na
membrana plasmatica de espermatozoides nos processos fisioldgicos citados
anteriormente, permitindo uma nova visdo sobre a participacdo do gameta

masculino nos eventos da fertilizacao.

Inicialmente as pesquisas em lipidémica na reproducdo animal, mais
especificamente associadas aos espermatozoides, utilizaram diferentes
técnicas de cromatografia, como a cromatografia de camada fina e
cromatografia gasosa (KOMAREK et al, 1965; PARKS; LYNCH, 1992), no
entanto estas técnicas se mostraram insuficientes para responder o0s
questionamentos a respeito dos papéis fisiologicos e origem das classes
lipidicas (IVANOVA et al, 2009). Esta limitacdo ocasionou na utilizacdo de

técnicas mais complexas como a espectrometria de massas.

Esta técnica destaca-se diante das demais devido a sua sensibilidade, limite
de deteccdo, velocidade e diversidade de aplicacbes (HOFFMANN;
STROOBRANT, 2007). A espectrometria de massas necessita que 0s ions
estejam na fase gasosa para que possam ser detectados de acordo com seus
valores de m/z individuais (WATSON; SPARKMAN, 2007). Inicialmente, a
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ionizacdo gasosa dos componentes tinha origem em diferentes métodos como
ionizacdo por campo elétrico, electrospray, bombardeamento por atomos e
diversas outras técnicas. Apdés o0 desenvolvimento das técnicas de desorpgao
e ionizaca, tornou-se possivel a obtencdo de ions diretamentes de amostras na
fase condensada (WATSON; SPARKMAN, 2007) A desorpcao/ionizacdo a
laser assistida por matriz, conhecida como MALDI, surgiu em 1988 e desde

entdo vem crescendo na analise de proteinas e lipideos.

7z

O método MALDI é caracterizado pela facilidade de preparacdo das
amostras e grande tolerancia a contaminacao com sais, tampdes e detergentes
(HOFFMANN; STROOBRANT, 2007). Esta técnica é baseada na utilizacao de
uma matriz que absorve a energia do laser e media a geracdo de ions
(FUCHS; SUR.; SCHILLER, 2010). Estes ions podem ser separados e
identificados através da utilizacdo de um equipamento MALDI-TOF (Time-of-
Flight) onde os ions sdo submetidos a uma mesma forca cinética e podem ser
identificados pelo tempo de “viagem” entre a fonte de ions e 0 equipamento
detector (WATSON; SPARKMAN, 2007). Recentemente, foi demonstrada a
possibilidade de analise dos lipideos presentes em embrides e odécitos de
diferentes espécies através de analise direta em MALDI, sem necessidade de
extracao lipidica, tornando a técnica mais simples e rapida (FERREIRA et al,
2010). Este tipo de andlise apresenta boa sensibilidade, sendo capaz de
diferenciar embribes bovinos de acordo com sub-espécie e método (in vivo X in
vitro) (SUDANO et al, 2012). Estas caracteristicas permitiram a utilizagdo desta
tecnologia no estudo da composicdo lipidica de espermatozoéides e demais

estruturas de importancia na reprodugcéo humana e animal.
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3 Hipoteses

v

Amostras de sémen de garanhdes podem ser analisadas quanto a
composicao lipidica em MALDI-TOF, sem a necessidade de serem
submetidas a extragdo lipidica, desde que sejam mantidas em uma
solugdo contendo Metanol padrao-HPLC ou o0 mesmo seja

adicionado anteriormente ao momento da analise;

A composicdo lipidica dos espermatozoides de garanhdes
influenciam diretamente sua capacidade de sobrevivéncia e
manutencdo da funcdo apds a congelacdo, tornando possivel a

identificacdo de biomarcadores lipidicos de congelabilidade.
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Objetivos

4.1 Gerais

v ldentificar a relagdo entre os resultados de congelabilidade de

ejaculados de garanhdes e a composicao lipidica destes ejaculados;

4.2 Especificos

v Determinacdo do meio de conservacao de amostras de sémen em
freezer - 80° C que apresente maior facilidade de preparacéo das

amostras e melhor conservacao dos lipideos da amostra;

v Identificacdo da correlacdo entre a composicao lipidica de amostras
de espermatozoides de equinos e as caracteristicas seminas in vitro

de motilidade e morfologia.



CAPITULO | : Andlise direta da composicéo lipidica de amostras de

espermatozoides e efeito do armazenamento em

metanol padrdo HPLC a -80°C sobre a degradacédo
lipidica.

30
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5 INTRODUCAO

A utilizacdo das técnicas de espectrometria de massas no estudo dos
processos quimicos envolvidos na fisiologia reprodutiva de humanos e animais
tornou-se um assunto recorrente nos ultimos anos (WATES et al, 2007). No
entanto, a utilizagdo destas técnicas como ferramentas de diagnostico ainda
esbarra na variabilidade dos resultados e dificuldade do preparo das amostras.
Os equipamentos de MALDI-TOF permitem a identificacdo dos compostos
quimicos de uma amostra, associada a maior facilidade de preparo das
amostras em relacdo as demais modalidades de espectrometria de massas
(HOFFMANN; STROOBRANT, 2007). A aplicacdo desta técnica em
experimentos a campo tornou-se mais viavel apos a descoberta da
possibilidade de analise direta de embrides e odcitos de diferentes espécies
(FERREIRA et al, 2010). No entanto, a utilizacdo desta técnica associada a
experimentos a campo necessita de conservacdo das amostras, de forma que
nado ocorra alteracdo do perfil quimico. Este estudo tem como objetivo
identificar o meio de conservagéo ideal para armazenamento de amostras de

sémen a - 80°C para analise do perfil lipidico em MALDI-TOF.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Animais e coleta de sémen

Foram coletadas amostras de sémen de 06 (seis) touros da raca nelore e
06 (seis) garanhdes de racas variadas, alojados no campus de Pirassununga,
da Universidade de S&o Paulo (USP). Os touros eram mantidos a pasto com
agua e sal mineral ad libitum e foram submetidos a coleta de sémen através de
estimulacao por eletroejaculador. Os garanhées eram mantidos em cocheiras
com acesso livre a agua, sal mineral e capim, sendo ainda suplementados com
racdo comercial. A coleta de sémen destes animais foi realizada através de

vagina artificial com auxilio de um manequim.

6.2 Preparo das amostras

ApoOs a coleta de sémen, uma amostra de 100uL de sémen in natura
(ap0os filtragem do gel para garanhdes) para cada meio de conservagdo a ser
testado foi transferida para um microtubo e adicionadas de 1 mL de PBS Ca™"
Mg Free. Estas amostras foram submetidas a “lavagem” através de trés
centrifugacfes consecutivas a 3.000rpm/5 minutos. Apds a ultima centrifugacéo
as amostras foram ressuspendidas em uma dos seguintes meios: PBS Ca™"
Mg™* Free, Metanol padrdo-HPLC, solugdo na proporgdo de 1:1 de PBS Ca™
Mg** Free e Metanol padrdo-HPLC, ou ainda submetidas a extracao lipidica, e
armazenadas em freezer -80°C até o momento da analise. Para cada um dos
meios de conservacdo mencionados, foram preparadas amostras para

avaliacdo em do efeito da conservagcdo em metanol em quatro momentos
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diferentes: no dia seguinte a coleta (DO), 15 dias apés a coleta (D15), 30 dias

apos a coleta (D30) e 45 dias apods a coleta (D45).

As amostras DO foram analisadas no dia seguinte a coleta e as demais
45 dias apos o DO. Visando analisar o efeito do metanol e da extracéo lipidica
em amostras armazenadas por longos periodos, a cada 15 dias um grupo de
amostras foi submetido a lavagem do metanol por centrifugacdo e
ressuspendidas apenas em PBS Ca’™* Mg*" Free. Da mesma forma, um grupo
de amostras mantidas previamente em PBS Ca’™ Mg™ Free foi submetida a
extracao lipidica por um método de Bligh-Dyer modificado em que as amostras
foram ressuspendidas em 150 pl de agua ultrapura, adicionadas de 190 pL de
cloroférmio HPLC, 375 pL de metanol HPLC e misturadas em vortex por 2
minutos. Novamente foram adicionados 187,5 uL de cloroférmio HPLC e 150
uL de agua ultrapura. ApOs esse passo, as amostras foram centrifugadas
novamente e duas fases foram formadas, onde a inferior com os lipideos em
solvente foram cuidadosamente aspiradas e transferidas para um novo
microtubo. A fase lipidica foi secada por centrifugacdo a vacuo e os tubos

armazenados em freezer - 80°C.

6.3 Analise MALDI-TOF

As amostras foram distribuidas em espacos individuais da placa de
MALDI, secadas a temperatura ambiente e suas respectivas localizacdo
devidamente registradas. Anteriormente a andlise, 1 pL de 1.0 M de 2,5- acido
dihidroxibenzdico diluido em metanol puro foi depositado em cada espaco da
placa, de forma a cobrir por completo as amostras e permitidas secarem a

temperatura ambiente.

Os dados de MALDI-MS foram adquiridos nos modulos ions positivos e
reflecton , utilizando um espectrometro de massas Autoflex 1l MALDI time-of-
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flight (Brukers Daltonics, Bremen, Alemanha) equipado com tecnologia smart
beam laser. Os dados foram adquiridos utilizando uma variagéo de m/z de 700
a 1000, por uma média de 1500 tiros consecutivos de laser com uma
frequéncia de 200, até que os sinais da area de interesse fossem observados e
sumissem pelo consumo da amostra. O gas de colisédo utilizado foi o argonio.
Os espectro foram avaliados utilizando o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics). Os ions mais intensos que distinguiram-se claramente apds a
exclusdo dos picos isotopicos foram considerados para cada espectro e
utilizados como ponto de partida para correspondéncia entre lipideos e valores

de m/z.
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7 Resultados e Discussao

Os espectros resultantes da analise das amostras de sémen dos garanhdes
utilizados no experimento apresentaram grande semelhanca visual, indicando
nao haver necessidade de realizacdo de analise estatistica da variacdo dos
componentes principais. A figura 1 apresenta 0 espectro de amostras de
espermatozoides de touros mantidas em metanol. Como podemos observar, foi
possivel a identificacdo do perfil lipidico, sem necessidade de processamento
para extracao dos lipideos, tornando a técnica mais simples e possibilitando a

utilizacao desta técnica em experimentos aplicados a campo.

Ao analisarmos visualmente estes espectros, podemos observar que néo
houve diferenca entre 0s ions e suas respectivas intensidades quanto ao
periodo de armazenamento, ou mesmo 0 meio utilizado para conservagdo das
amostras a - 80°, como demonstrado na figura 2. Nas amostras submetidas a
extracdo lipidica e posterior armazenamento foram observados picos iGnicos
irregulares, provavelmente devido a corrosédo dos recipientes plasticos pelo
cloroférmio utilizado no processo, como observado na figura 3. Estes picos
elevados suprimiram a expressao dos restantes, impossibilitando a avaliacéo

da composicéo lipidica das amostras.
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Figura 1 — Espectros lipidicos por andlise direta de amostras de espermatozéides bovinos
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Figura 2 — Espectros lipidicos por andlise direta de amostras de espermatozéides bovinos
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Figura 3 — Espectros lipidicos ap6s extracédo lipidica e armazenamento a -80°C de amostras de
espermatozoéides bovinos. Os espectros correspondem aos seguinte periodos de
armazenamento ap6s a extracao: 15 dias, 30 dias, 45 dias e 1 dia.
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Estes resultados demonstram que é possivel manter amostras de
espermatozoides de garanhdes e touros por até 45 dias em freezer -80°, sem
comprometer a confiabilidade do resultado da analise da composicéo lipidica
pela técnica de MALDI-TOF, desde que nado seja realizada extracdo lipidica.
Estas amostras podem ser mantidas em PBS, Metanol, ou mesmo uma
solugdo de ambos na razdo de 1:1 e avaliadas de forma direta, somente

necessitando da adicdo de metanol no momento da analise para aquelas
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amostras armazenadas somente em PBS. Devido a facilidade de preparacéo
das amostras e possibilidade de armazenamento por semanas, a utilizacdo dos
meios contendo metanol, ou mesmo a adicdo do mesmo no momento da
analise, apresentam grande vantagem em relacdo a técnica de extracéo
lipidica, sendo o meio PBS:Metanol na razdo 1:1 selecionado para

armazenamento das amostras no experimento II.



CAPITULO 1l - Biomarcadores lipidicos de congelabil
garanhdes
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8 Introducao

A inseminacao artificial em equinos utiliza principalmente sémen fresco ou
refrigerado. Embora o sémen criopreservado apresente facilidades de manejo,
devido a possibilidade de armazenamento por longos periodos, os resultados
insatisfatorios a campo impedem sua utilizacdo em larga escala. Os constantes
estudos nesta area ainda falham em apontar um método confiavel de avaliacédo
da fertilidade de amostras de sémen congelado (KUISMA et al, 2006),
indicando uma falta de conhecimento em relacdo ao pré-requisitos

espermaticos necessarios a fertilizacao.

A membrana plasmatica foi identificada como um importante componente
dos processos fisiologicos que ocorrem ao espermatozoéide durante o processo
de capacitacdo do mesmo (FLESCH; GADELLA, 2000), sendo composta por
uma distribuicdo heterogénea de lipideos (CARDULLO; WOLF, 1990). Estes
lipideos participam ativamente de diversos processos celulares e apresentam
variacdo quanto a condicao corporal e qualidade espermatica (PYTTEL et al,
2012), e congelabilidade espermatica (GARCIA et al, 2011). A relacéo entre a
composicdo lipidica dos espermatozéides, em especial da membrana
plasmatica, e capacidade de sobrevivéncia ao processo de congelacao resulta
principalmente de um rearranjo dos lipideos durante o processo de congelacdo
(CHAKRABARTY et al, 2007), causando perda de fluidez e estabilidade da
membrana (DAVIS, 1981) . Sendo assim, este trabalho tem como objetivo
identificar a relagdo entre a variabilidade da composicéo lipidica do ejaculado

de garanhdes com a variabilidade de congelabilidade dos mesmaos.
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9. Materiais e Métodos

9.1 Animais e coleta de sémen

Foram utilizados 16 garanhfes de racas e idades variadas, alojados em
propriedades localizadas no estado de Sao Paulo. Todos os animais foram
mantidos em cocheiras, com acesso semanal a um piquete, alimentados com
racdo comercial e feno e acesso livre a agua e sal mineral. Os animais foram
submetidos a coleta de sémen por vagina artificial com auxilio de um
manequim ou uma fémea em estro. Os animais coletados em manequim foram

estimulados previamente através de contato visual com uma fémea em estro.

9.2 Analise in vitro e preparo das amostras

Apés a coleta, uma amostra de 100uL de sémen in natura (gel-free) foi
processada de acordo com o experimento | e armazenada em PBS:Metanol a -
80°C.

Os ejaculados foram imediatamente submetidos a avaliagdo subjetiva de
motilidade em microscopia de luz sob aumento de 100X.. Estes ejaculados
foram analisadas novamente apos congelacéo/descongelacao sob microscopia
de luz, e adicionalmente por um sistema computadorizado de analise da
motilidade espermética (CASMA) e morfologia espermatica em um microscopio

de contraste interfase diferencial.
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9.3 Congelacao das amostras de sémen

Apés avaliagdo, as amostras foram diluidas em meio Botu-sémen®
(Botupharma, Botucatu-SP) na propor¢ao 1:1 e concentradas por centrifugacao
(600g/10 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
formado re-suspendido em meio de congelacdo Botu-crio® (Botupharma,
Botucatu-SP) até atingir a concentracdo de 200 X 10° espermatozéides/ml. As
amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL e congeladas em
equipamento comercial de congelacdo de sémen (TK 3000, TK equipamentos,
Uberaba-MG) a — 0,5°C/min até 5°C, - 10°C/min até -80°C e - 20°C/min até -
120°C.

9.4 CASMA e Morfologia Espermatica

As amostras de sémen congelado foram descongeladas a 37° C por 30
segundos e mantidas em banho maria a 37° C durante a realizagdo dos testes
de avaliacdo. As amostras foram diluidas em meio Botucrio (Botucatu, S&o
Paulo) sem substancias crioprotetores, até que fosse atingida uma
concentracdo espermatica entre 25 e 50 x 10° espermatozoéides por mL. Uma
aliguota da amostra de sémen foi mantida em formolsalina at¢é o momento da

analise de morfologia espermatica.

A avaliacdo dos parametros de motilidade foram realizadas por deposicéo
de uma aliquota do ejaculado na camara de leitura (Leja® standart count,
SC20.01.FA, 20 micron) e esta inserida no equipamento modelo Ivos-Ultimate
(Hamilton Thorne Bioscience, Beverly, MA, Estados Unidos). O equipamento foi
ajustado de acordo com um setup especifico para garanhdes, conforme
descrito por Nascimento (2006) e um minimo de 5 campos foram selecionados

para a leitura e analise.
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A avaliacdo de morfologia espermatica foi realizada através de um
microscopio de contraste de interferéncia diferencial (Nikon® 80i, Tokio, Japao)
sob imersdo em aumento de 1000X. Foram avaliadas 200 células por amostra
e somente a alteracdo morfolégica de maior relevancia foi registrada para cada

célula.

9.5 Analise MALDI-TOF e PCA

A andlise das amostras em espectrometria de massas, modalidade MALDI-
TOF foi realizada de acordo com a descrigao do experimento |.

A andlise estatistica dos componentes principais de variagdo (PCA) foi
realizada utilizando o software Pirouette 3.11 (InfoMetrix, Bothell, Wa, Estados
Unidos). Os dados foram centrados na média e dois componentes principais
foram utilizados para avaliacdo dos espectros quanto aos parametros de
analise seminal. Os grupos de comparacdo foram determinados pela divisdo
entre a metade de resultado superior e a metade de resultado inferior para os
parametros de idade dos animais, percentual de variacdo da motilidade antes e
depois da congelacédo, motilidade progressiva pos-descongelagcéo, percentual
de espermatozoéides com defeito morfolégico e percentual de espermatozdides
com defeitos maiores de morfologia. A utilizagéo de trés ou mais componentes

nao determinou separacdo aparente dos grupos testados.
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10. RESULTADOS

Os resultados dos parametros analisados para determinacdo da
congelabilidade das amostras de sémen podem ser visualisados na tabela 4.

Tabela 4 — Dados referentes aos testes de andlises in vitro das amostras de sémen de
garanhdes.

ANIMAL MOT. MOT. PERDA DE DEFEITOS DEFEITOS
PROG. PROG. MOTILIDADE MORFOLOGICOS MORFOLOGICOS
RAP. (%) (%) MAIORES

(%)
02 43 56 16,66 24,0 18,5
03 26 28 50,0 24,5 17,5
04 11 13 83,33 69,0 67,0
05 19 21 75,0 42,5 20,5
06 52 61 16,66 52,5 42,5
07 71 85 21,43 20,5 18,0
08 22 23 25,0 51,5 47,0
10 20 25 40,0 31,5 25,0
11 19 20 83,33 70,5 59,5
12 25 30 12,5 34,0 32,5
14 47 51 22,22 23,5 19,5
15 04 04 75,0 52,0 28,0
18 62 72 9,09 23,0 18,0
23 62 69 30,77 32,5 20,5
25 42 48 20,0 37,0 25,0
26 72 82 21,43 38,0 20,5

Apés a determinagdo dos valores de andlise esperméatica e separacado dos
grupos, estes foram submetidos a andlise dos componentes principais. O

resultado do PCA para cada parametro avaliado pode observado nas figuras 4,
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5 6, 7 e 8. A figura 9 apresenta o agrupamento dos espectros de ions
utilizados para realizacdo do PCA. A figura 10 apresenta trés espectro
selecionados para representar 0s agrupamentos de amostras observados ap6s
o PCA.

Figura 4 — PCA para avaliacdo da relacdo entre a composicao lipidica das amostras de
espermatozoéides de garanhdes e a idade dos mesmos.
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Legenda: As identificacdes em vermelho (Grupo I) correspondem ao grupo de animais mais
jovens (n=8) e as identificacdes em azul (Grupo Il) ao grupo de animais mais velhos (n=8).
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Figura 5 — PCA para avaliacdo da relacdo entre a composicao lipidica das amostras de
espermatozoéides de garanhfes e a motilidade progressiva pds-descongelacéo
das amostras.

Lan]

|
(V8]
an]

||
= N
lam] [an]
»

EGrupol

A Grupo I

D

T A . 1
-60 -40 -20 20 40

A

[ |
[uEY
D
u

M
an]

(*8]
an]

Legenda: As identificacbes em vermelho (Grupo 1) correspondem aos animais de resultados
superiores (n=8) e as identificacdes em azul (Grupo IlI) correspondem aos animais de
resultados inferiores (n=8).

Figura 6 - PCA para avaliacdo da relagdo entre a composi¢do lipidica das amostras de
espermatozéides de garanhdes e a perda de motilidade progressiva apos o
processo de congelagédo/descongelacdo das amostras.
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Legenda: As identificacdes em vermelho (Grupo 1) correspondem aos animais de resultados
superiores (n=8) e as identificacbes em azul (Grupo ii) correspondem aos animais de
resultados inferiores (n=8).
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Figura 7 - PCA para avaliacdo da relacdo entre a composicdo lipidica das amostras de
espermatozéides de garanhdes e o percentual de células com defeitos
morfologicos.
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Legenda: As identificacdes em vermelho (Grupo 1) correspondem aos animais de resultados
superiores (n=8) e as identificacdes em azul (Grupo IlI) correspondem aos animais de
resultados inferiores (n=8).

Figura 8 - PCA para avaliacdo da relacdo entre a composicdo lipidica das amostras de
espermatozdides de garanhdes e o percentual de células com defeitos
morfoldgicos maiores.
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Legenda: As identificacdes em vermelho (Grupo 1) correspondem aos animais de resultados
superiores (n=8) e as identificacdes em azul (Grupo IlI) correspondem aos animais de
resultados inferiores (n=8).
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Figura 9 — Loadings dos ions utilizados para realizacdo do PCA para os diferentes pardmetros
testados.

Factort

Figura 10 — Espectros lipidicos representatiovos dos agrupamentos de amostras encontrados
através do PCA.
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11. DISCUSSAO

Os resultados da analise in vitro das amostras de sémen criopreservado
demonstram ndo haver grande variagdo quanto a localizagdo dos animais na
metade superior ou inferior, para cada parametro avaliado, resultando em
resultados bastante similares da analise seminal in vitro e do avalicdo dos

componentes principais de variacao lipidica.

Os dados de motilidade progressiva, parametro este utilizado em maior
escala para avaliacdo e classificacdo de amostras seminais de garanh&o,
demonstram que metade dos animais (n=8) apresentou resultado superior ao
limite utilizado na maior parte dos trabalhos de 35% de espermatozéides com
motilidade progressiva rapida. Este percentual de ejaculados aceitos esta bem
abaixo dos percentuais apresentados por Vidament (2006), em que desde o
ano de 1998, mais de 78% dos ejaculados apresentam motilidade progressiva
rapida pos-descongelacdo superior a 35%. Esta discordancia deve ter ocorrido
devido a grande diferenca no numero de ejaculados avaliados e
principalmente, pois este resultado do autor frances ter ocorrido apos selecéo
dos animais, enquanto em nosso experimento ndo houve quaquer tipo de pré-
selecdo dos animais quanto a congelabilidade. Loomis e Graham (2008)
utilizaram motilidade progressiva superior ou igual a 30% como parametro de
selecdo dos ejaculados e encontraram que 84,6% dos animais apresentavam
ejaculados superiores a este valor em pelo menos 25% dos ejaculados. Este
valor, também bastante superior ao encontrado em nosso experimento, foi
resultado de avaliacdo de um grande nimero de animais e de repetidas coletas
dos mesmos, enquanto além do numero limitado de animais, em nosso

experimento foi realizado apenas uma coleta de cada animal.

Loomis e Graham (2008) citam comunicacdes pessoais de Muller (1986) em
que o autor inclui os dados de morfologia espermatica associados aos dados
de motilidade pré e p6s descongelacdo. Este autor utilizou como parametros de
selecéo dos ejaculado motilidade inicial <60%, percentual de espermatozoéides

normais > 70% e motilidade pos-descongelacdo = 30%. Ao aplicarmos estes



51

parametros em nossos resultados, encontramos apenas 12,50% (2/16) dos
ejaculados com resultado superior em todos os parametros utilizados, contra
25% apresentado pelo autor citado. No entanto nossos dados de morfologia
correspondem a morfologia pés-descongelacdo, enquanto o autor utiliza

morfologia de amostras in natura.

Ao avaliarmos a variacdo dos componentes principais dos ions
apresentados na andlise da composicéo lipidica das amostras com os dados
de avaliacéo in vitro das amostras de sémen, ndo observamos a separa¢ao dos
grupos para os parametros testados, e sim a tendéncia a formacédo de um
grupo a esquerda do grafico com os animais 03, 08, 10 e 15, um grupo a direita
do grafico com os animais 04, 05, 06, 12, 18, 23 e 26. Os demais animais
aparecem de forma mais dispersa ao centro dos graficos. A possibilidade deste
resultado ter ocorrido devido a grande variacdo na idade dos animais utilizados
também foi testada, demonstrando n&o haver influencia significativa deste
parametro na composi¢do lipidica dos espermatozoides. A distribuicdo dos
valores médios dos ibns presentes nos espectros lipidicos de cada animal
demonstra uma aparente formacéo de trés grupos de animais, porém estes néao
correspondem aos grupos de animais superiores ou inferiores para cada um
dos parametros avaliados. A variacdo destes grupos, como podemos observar
na figura 09, ocorre principalmente quanto a faixa de m/z de 805 a 820. Esta
faixa corresponde as glicerofosfocolinas. Estes lipideos apresentam diversas
funcdes em diferentes tecidos corporeos e nos espermatozoéides estdo
associadas a capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal ( ZANETTI et al,
2010).

A auséncia de correlacdo entre a congelabilidade das amostras de sémen e
sua composicao lipidica discorda dos resultados apresentados por Garcia et al
(2011). Estes autores identificaram diferencas entre garanhdes “bons” e “maus”
congeladores quanto a composi¢cdo de acidos graxos e plasmalogénios. No
entanto, estes lipideos encontram-se fora da faixa de m/z utilizada em nosso
experimento, impossibilitanto a deteccao de resultados similares. Estes autores
utilizaram uma metodologia diferenciada na determinacdo de “bons” e “maus”
congeladores e na técnica de avaliacdo da composicao lipidica. Os modelos e

técnicas utilizados permitiram uma avaliacdo da propor¢cdo dos componentes
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lipidicos, encontrando diferencas principalmente quando utilizaram a relacao de
determinados lipideos com o conteudo total de fosfolipideos. A relacdo entres
determinados componentes lipidicos também apresentou correlagdo com
dados de motilidade total e progressiva pré e pos congelacao/descongelacéo
para Robalo Europeu (Dicentrarchus labrax) (MARTINEZ-PARAMO et al,
2012). Os métodos destes autores apresentaram éxito na identificacdo de
animais “bons” e “maus” congeladores, mas no entanto apresentam grande

complexibilidade, limitando sua aplicacao na rotina veterinaria a campo.
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12.DISCUSSAO GERAL

O presente estudo demonstrou a possibilidade de uma analise direta da
composicao lipidica de amostras de sémen de garanhdes sem a necessidade
de extracdo lipidica prévia. Esta possibilidade fortalece ainda mais a utilizagédo
da técnica de espectrometria de massas na analise da composicao lipidica de
estruturas bioldgicas, adicionando ainda mais velocidade e facilidade na
preparacdo das amostras para a técnica de MALDI-TOF. Ainda observamos
ndo haver alteracdo da composicdo lipidicas das amostras na presenca do
metanol padrdo-HPLC durante um periodo de armazenamento a - 80°C

maximo de 45 dias.

Nosso objetivo principal de identificar correlacao entre a composicéao lipidica
de amostras de espermatozoéides equinos e a congelabilidade das mesmas néo
foi alcancada. No entanto vale ressaltar que as técnicas de avaliagdo seminal
in vitro ainda ndo sao capazes de predizer fertiidade a campo, portanto
acreditamos que estudos futuros com um maior numero de amostras e
algumas adaptacdes nas técnicas utilizadas possam alcancar tal objetivo,
principalmente se dados de fertilidade a campo destas amostras possam ser

incluidas.
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13.CONCLUSOES GERAIS

v A hipotese de que amostras de sémen de garanh8es podem ser
analisadas de forma direta, sem a necessidade de extracdo lipidica,
desde que armazenadas em metanol padrdo-HPLC ou acrescidas do

mesmo anteriormente a analise foi suportada;

v" A degradacao dos lipideos das amostras devido ao longo periodo de

armazenamento em metanol ndo foi observada;

v" A hipétese de que a metodologia utilizada permitiria a identificacdo
de biomarcadores lipidicos de congelabilidade em espermatozoéides

de garanhdes nao foi sustentada.
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