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ESTRATÉGIAS PARA O ESTUDO DE MARCADORES MOLECULARES DA 

FERTILIDADE EM MODELOS ANIMAIS: PERFIL METABOLÔMICO DO 

PLASMA SEMINAL EM TOUROS E EXPRESSÃO DA INTEGRINA SUBUNIDADE 

BETA 5 NO ESPERMATOZOIDE, OÓCITO E EMBRIÃO BOVINO. 

 

 

RESUMO GERAL - Os metabólitos e as proteínas, incluindo as integrinas, são importantes 

na fisiologia reprodutiva de animais e seres humanos. Entretanto, ainda são desconhecidos os 

metabólitos do plasma seminal que estão associados com a fertilidade de touros e ainda não se 

sabe os possíveis papéis da integrina subunidade beta 5 (ITGβ5) na fecundação e no 

desenvolvimento embrionário de bovinos. Assim sendo, os objetivos do presente trabalho 

foram: (1) determinar o metaboloma do plasma seminal de touros com diferentes escores de 

fertilidades, (2) identificar metabólitos que demonstram ser potenciais marcadores de 

fertilidade em touros, (3) avaliar a expressão da ITGβ5 em espermatozoides, oócitos e embriões 

bovinos em fases iniciais de desenvolvimento e, (4) verificar a conservação evolutiva da ITGβ5 

por meio de ferramentas de bioinformática. No estudo 1 foi utilizada a técnica de cromatografia 

gasosa associada à espectrometria de massas (CG-EM) para determinar o metaboloma do 

plasma seminal de 16 touros com alta e baixa fertilidade. Em seguida, os dados foram 

submetidos a análise estatística multivariada e univariada. A partir destes resultados, análises 

de bioinformática foram realizadas a fim de identificar as vias metabólicas associadas com o 

metaboloma do plasma seminal desses touros. Sessenta e três metabólitos foram identificados 

no plasma seminal de touros com diferentes escores de fertilidade. A frutose foi detectada como 

o metabólito mais abundante, seguido pelo ácido cítrico, ácido lático, ureia e ácido fosfórico. 

Já androstenediona, 4-cetoglicose, D-xilofuranose, ácido 2-oxoglutárico e o ácido eritrônico 

foram os metabólitos menos abundantes do fluído seminal de touros. A Análise Discriminante 

por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) revelou uma separação distinta entre os touros de 

alta e de baixa fertilidade. Os metabólitos com as maiores pontuações de Importância da 

Variável na Projeção (VIP > 2) foram o ácido 2-oxoglutárico e a frutose. A análise do mapa de 

calor (heatmap), com base na pontuação de VIP, e as análises univariadas indicaram que o ácido 

2-oxoglutárico foi significativamente menor (P = 0,02) e a frutose foi significativamente maior 

(P = 0,02) em touros de alta fertilidade comparados aos touros de baixa fertilidade. O presente 

estudo foi o primeiro a identificar o perfil metabolômico do plasma seminal de touros 

empregando a CG-EM e o primeiro a mostrar o ácido 2-oxoglutárico e a frutose como 

potenciais biomarcadores de fertilidade em touros. No estudo 2, os níveis de expressão da 



 
 

proteína ITGβ5 em espermatozoide de touros foi avaliada pela técnica de western blotting. A 

reação de transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 

real (RT-qPCR) foi empregada para avaliar os níveis de expressão de transcritos da ITGβ5 em 

oócitos e embriões bovinos. Além disso, ferramentas de bioinformática foram utilizadas com o 

intuito de determinar a conservação evolutiva da proteína ITGβ5 entre várias espécies. Os 

resultados do western blotting confirmaram a presença da proteína ITGβ5 em espermatozoides 

de touros e, com base nas análises de RT-qPCR, foi observado que a ITGβ5 está presente nos 

óocitos e que os níveis dela são significativamente mais elevados nos embriões bovinos de 2 

células, seguidos pelos embriões de 8-16 células. As análises de bioinformática mostraram que 

a ITGβ5 é conservada em várias espécies. Desta forma, nossos resultados demonstram a 

presença da ITGβ5 em espermatozoides, bem como em oócitos e embriões bovinos em estágios 

iniciais se desenvolvimento, sugerindo um importante papel da ITGβ5 na fecundação e no 

desenvolvimento embrionário inicial desta espécie. 

 

 

Palavras-chave: fluido seminal, gametas, metabólitos, metaboloma, biomarcadores, ITGβ5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

STRATEGIES FOR THE STUDY OF MOLECULAR MARKERS OF FERTILITY IN 

ANIMAL MODELS: METABOLOMIC PROFILE OF SEMINAL PLASMA IN 

BULLS AND EXPRESSION OF INTEGRINA BETA SUBUNIT 5 IN BOVINE 

SPERM, OOCYTE AND EMBRYO. 

 

 

ABSTRACT - Metabolites and proteins including integrins are important in the reproductive 

physiology of animals and humans. However, seminal plasma metabolites that are associated 

with bull fertility are still unknown and the possible roles of the integrin subunit beta 5 (ITGβ5) 

in fertilization and embryonic development of bovine are not yet known. Therefore, the 

objectives of the present study were (1) to determine comprehensive metabolome of seminal 

plasma from Holstein bulls with differing fertility scores, and (2) to ascertain potential 

metabolites as biomarkers associated with bull fertility, (3) to evaluate expression of ITGβ5 in 

sperm, oocytes and early bovine embryos, and (4) to ascertain the evolutionary conservation of 

ITGβ5. In the study 1, chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was employed to 

determine seminal plasma metabolome from 16 Holstein bulls with two fertility scores. Soon 

after, data were evaluated using multivariate and univariate analyses. Bioinformatics analyzes 

were performed in order to identify metabolic pathways associated with bull’s seminal plasma 

metabolites. Our results showed that 63 metabolites were identified in bull seminal plasma. 

Fructose was the most abundant metabolite detected followed by citric acid, lactic acid, urea, 

and phosphoric acid. Androstenedione, 4-ketoglucose, D-xylofuranose, 2-oxoglutaric acid and 

erythronic acid were the least predominant metabolites found in bull’s seminal fluid. PLS-DA 

showed a distinct separation between high and low fertility bulls as regard to scores plot. 

Metabolites with the greatest VIP score (VIP > 2) were 2-oxoglutaric acid and fructose. Heat-

map analysis based on VIP score and univariate analysis indicated that 2-oxoglutaric acid was 

less (P = 0.02) and fructose was significantly greater (P = 0.02) in high-fertility bulls as 

compared to low-fertility bulls. To the best of our knowledge the current study is the first to 

identify the comprehensive metabolomic profiling of bull seminal plasma with differing fertility 

score and to present the potential of metabolites such as 2-oxoglutaric acid and fructose as 

biomarkers of bull fertility using GC-MS. In the study 2, expression levels of ITGβ5 protein in 

bull sperm were evaluated by western blotting. Real time-qPCR was carried out to evaluate the 

expression levels of ITGβ5 transcripts in oocytes and embryos from bovine species. In addition, 

bioinformatic tools were performed to determine to evolutionary conservation of ITGβ5 across 

species. Western blotting results showed the presence of ITGβ5 on bull spermatozoa. Moreover, 



 
 

RT-qPCR results demonstrated that ITGβ5 is present in bovine oocytes and that ITGβ5 levels 

were significantly higher in 2-cell embryos and 8-16 cell embryos. Bioinformatics analyses 

showed that ITGβ5 is conserved across species. Therefore, our results showed the presence of 

ITGβ5 in spermatozoa as well as oocytes and embryos in early stages of development, 

suggesting an important role of ITGβ5 upon fecundation and early embryo development in the 

bovine species.  

 

 

Key-words: seminal fluid, gametes, metabolites, metabolome, biomarkers, ITGβ5.
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 

A fusão dos gametas masculino e feminino é um dos eventos mais importantes para 

um desenvolvimento embrionário bem-sucedido. A interação do espermatozoide à zona 

pelúcida desencadeia a reação acrossômica e, logo em seguida, o espermatozoide adquire a 

capacidade de penetrar oócito, promovendo o início da embriogênese. Sendo assim, as 

biotecnologias reprodutivas utilizando embriões bovinos são importantes para a pecuária 

mundial, pois essas avançadas tecnologias permitem a produção de descendentes com maior 

mérito genético. A ocorrência de anormalidades durante os eventos de pré- e pós-implantação 

e/ou de defeitos moleculares em espermatozoides ou oócitos desencadeiam falhas no momento 

da fertilização e/ou durante o desenvolvimento embrionário inicial. Desta forma, existe a 

necessidade de determinação dos aspectos moleculares associados à capacidade fecundante do 

espermatozoide, à qualidade do oócito e, consequentemente, às fases de fecundação e 

desenvolvimento embrionário.  

A fertilidade do touro é uma das características que pode afetar os estágios dos distintos 

processos reprodutivos, e tem sido definida como a aptidão do animal de produzir 

espermatozoides capazes de fertilizar, ativar o oócito e, posteriormente, sustentar o 

desenvolvimento embrionário, produzindo uma descendência viva. Assim sendo, estudos sobre 

os índices de fertilidade são essenciais para a reprodução animal, pois o sêmen de um único 

reprodutor pode ser utilizado para inseminar inúmeras vacas. Atualmente, existem muitos 

métodos de rotina empregados a campo e em laboratório com o intuito de predizer a fertilidade 

dos animais. Dentre os principais métodos utilizados destacam-se o exame andrológico e a 

avaliação do sêmen. Apesar de úteis, os resultados obtidos por essas análises de rotina 

demonstram uma correlação limitada com a fertilidade dos animais. Além disso, sabe-se que 

alguns fatores como genéticos e epigenéticos, que regulam a qualidade seminal de touros e, 

assim, a fertilidade, são difíceis de serem detectados nos testes de rotina. Por esse motivo, nas 

últimas décadas, várias pesquisas têm sido realizadas com o objetivo de descobrir potenciais 

biomarcadores de fertilidade no sêmen de animais de produção.  

Um biomarcador ou marcador biológico é uma característica ou indicador quantificável 

e/ou mensurável, o qual representa um fenótipo funcional ou uma determinada patologia de um 

organismo vivo. Desta forma, diversos estudos empregando as abordagens “ômicas”, incluindo 

a genômica, a transcriptômica e a proteômica, têm demonstrado que inúmeras moléculas, tais 
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como: DNA, RNA e proteínas, presentes no plasma seminal, bem como, nos espermatozoides, 

podem ser potenciais biomarcadores de fertilidade masculina. Entre as proteínas identificadas 

e associadas a fertilidade de touros, estão as integrinas, as quais os estudos têm mostrado que 

podem participar de importantes etapas como a adesão, fusão do espermatozoide ao oócito e, 

consequentemente, durante o processo de fecundação. As integrinas são glicoproteínas 

transmenbranares de adesão e mediam a ligação celular à matriz extracelular e as interações 

célula-célula. Essas proteínas são formadas por heterodímeros α e β, sendo que nas células de 

vertebrados existem 18 subunidades α diferentes, as quais são a α1-11, αv, αllb, αE, αL, αM, 

αX, αD e oito subunidades β, β1-8. No testículo e no fluido do epidídimo humano, a integrina 

subunidade beta 5 (ITGβ5) já foi identificada e estudos mostraram evidências de que essa 

molécula está associada à fertilidade de touros. 

Recentemente, estudos têm sido conduzidos empregando outra análise “ômica”, a 

metabolômica. Esta abordagem consiste na identificação de todos os metabólitos (aminoácidos, 

carboidratos, ácidos graxos, nucleotídeos, entre outros), presentes em um fluido, célula, tecido, 

órgão e/ou organismo. A metabolômica vem sendo utilizada, pois esta técnica permite que se 

tenha uma maior compreensão do fenótipo, revelando mais informações sobre mudanças nas 

reações metabólicas que ocorrem no organismo e possibilitando, assim, a identificação de 

potenciais biomarcadores. Na biologia da reprodução, a metabolômica vem sendo empregada 

em tecnologias de reprodução assistida e em estudos para identificar biomarcadores de 

fertilidade feminina e masculina. 

Apesar dos avanços obtidos com o uso das abordagens “ômicas” na fisiologia 

reprodutiva, ainda não se conhece a identidade de metabólitos específicos presentes no plasma 

seminal e que influenciam a fertilidade de touros, bem como, estudos que identificam os 

metabólitos e os associam aos processos fisiológicos envolvendo a reprodução masculina e a 

fertilização ainda são escassos. Além disso, pesquisas sobre as possíveis funções da ITGβ5 na 

ativação de oócitos e no desenvolvimento embrionário de bovinos são essenciais para elucidar 

os mecanismos da fisiologia da reprodução nos quais essas moléculas estão envolvidas. Neste 

contexto, os objetivos do presente estudo foram determinar o metaboloma do plasma seminal 

de touros com diferentes escores de fertilidade, identificar metabólitos que se apresentam como 

potenciais marcadores de fertilidade em touros, avaliar a expressão da ITGβ5 em 

espermatozoides, oócitos e embriões bovinos em fases iniciais de desenvolvimento e, verificar 

a conservação evolutiva da ITGβ5.  
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2 CAPÍTULO I 

 

__________________________________________________________________________________ 

APLICAÇÕES DA METABOLÔMICA NA BIOLOGIA DA 

REPRODUÇÃO 

 

Applications of metabolomics in reproductive biology 

 

Referencial teórico 

 

(Capítulo publicado no livro: Animal models and human reproduction. ed.Hoboken, New 

Jersey : John Wiley & Sons Inc, 2016, p. 509-518.  

Velho ALC; Oliveira R; Dinh, T.; Moura A; Kaya A; Memili E)  
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Aplicações da metabolômica na biologia da reprodução 

 

RESUMO 

 

 

A metabolômica é o estudo de metabólitos como biomarcadores que representam um fenótipo 

em uma célula, tecido, organismo e/ou fluido. As redes de metabólitos são complexas e 

altamente interconectadas e, por isso, a metabolômica têm se mostrado uma abordagem 

poderosa para as pesquisas envolvendo a fisiopatologia da reprodução. Neste contexto, nos 

últimos anos, os estudos utilizando as abordagens metabolômicas quantitativas têm avançado e 

essas análises têm sido, também, utilizadas para o diagnóstico não-invasivo de patologias 

reprodutivas. Além disso, o advento de alguns desses novos métodos em biologia molecular 

estimulou, bem como, permitiu o progresso em pesquisas que objetivam identificar 

biomarcadores de fertilidade feminina e masculina. Embora, até o momento, os estudos 

utilizando análises metabolômicas na área de reprodução animal ainda sejam escassos, os 

resultados obtidos revelaram-se positivos. Deste modo, os objetivos desta presente revisão são 

mostrar a utilização da metabolômica na fisiopatologia da reprodução e apresentar o emprego 

desta análise em estudos utilizando animais de produção como modelos experimentais para 

pesquisas de reprodução humana. 

 

 

Palavras-chave: perfil metabolômico, pequenas moléculas, metabólitos, metaboloma, 

reprodução. 
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Applications of metabolomics in reproductive biology 

 

ABSTRACT 

 

 

Metabolomics is the study of metabolites as biomarkers that represent a phenotype in a cell, 

tissue, organism and/or fluid. The metabolites pathways are complex and highly interconnected. 

Therefore, metabolomics has been shown to be a powerful approach for research involving the 

pathophysiology of reproduction. In this context, in recent years, studies using quantitative 

metabolomics approaches have advanced and these analyzes have also been used for the 

noninvasive diagnosis of reproductive pathologies. In addition, the advent of some of these new 

methods in molecular biology stimulated as well as allowed progress in researches that aimed 

to identify biomarkers of female and male fertility. Although, studies using metabolomics 

analysis in the animal reproduction field are still scarce, the results obtained were positive. 

Thus, the objectives of this review are to present the use of the metabolomics approach in 

studies of the reproduction pathophysiology and demonstrate the promising use of this 

methodology in experiments involving production animals as experimental models for the study 

of human reproduction. 

 

Keywords: metabolic profiling, small molecules, metabolites, metabolome, reproduction. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

Os metabólitos são pequenas moléculas associadas aos produtos de reações metabólicas 

que participam de diversas vias bioquímicas (DUNN et al., 2011). Essas moléculas 

desempenham um papel essencial em processos biológicos e têm sido associadas como 

potenciais biomarcadores, os quais auxiliam a predizer e/ou detectar estágios de 

desenvolvimento, eventos fisiológicos, doenças ou fenótipos específicos. A fim de avaliar 

metabólitos endógenos, vários grupos de pesquisa têm como objetivo compreender as redes 

metabólicas por meio da abordagem metabolômica. Esta metodologia permite a identificação e 

quantificação de pequenas moléculas, tais como: aminoácidos, carboidratos, ácidos graxos, 

entre outras, em diferentes grupos celulares, tecidos, fluidos, órgãos e organismos (OLIVER et 

al., 1998; FIEHN, 2001, 2002; DUNN et al., 2005). Embora o termo “metaboloma” tenha sido 

introduzido em 1998 por Oliver et al. (1998), os estudos empregando esta abordagem  

começaram a serem realizados entre 1960 e 1970. Como exemplo, destaca-se a pesquisa 

desenvolvida por Pauling et al. (1971), na qual os autores empregaram a técnica de 

cromatografia líquida para separar e quantificar moléculas na urina humana. 

Nos últimos anos, um avanço significativo tem sido observado em estudos empregando 

diversas estratégicas metodológicas relacionadas à metabolômica, incluindo a metabonômica, 

impressão digital metabólica (metabolics fingerprinting), análise de metabólitos alvos 

(metabolite targeting) e o perfil metabólico (metabolic profiling). Assim sendo, a 

metabonômica é usada para mensurar as diferenças nos níveis de metabólitos resultantes de 

patologias, modificações genéticas e alterações causadas por toxinas e/ou pelo uso de drogas. 

Já a impressão digital metabólica é um método rápido para avaliar e classificar amostras 

biológicas ou biópsias. A análise de metabólitos alvos, por sua vez, é usada para identificar vias 

metabólicas específicas de um número limitado de metabólitos. Já o perfil metabólico é 

utilizado para avaliar um grupo de metabólitos, os quais participam de uma via metabólica 

específica (DUNN; ELLIS, 2005; HOLLYWOOD et al., 2006; HOLMES et al., 2008; DUNN 

et al., 2011; PATTI et al., 2012). 

A abordagem metabolômica pode ser realizada em associação a outros métodos 

“ômicos’, incluindo a genômica, transcriptômica e proteômica, como demonstrado em um 

interessante estudo empregando o método “Integrative Personal Omics Profile” (iPOP). Esse 

método foi utilizado para identificar marcadores moleculares de possíveis doenças. Nesta 

pesquisa, os autores sugeriram que o uso desta metodologia, a qual associa diferentes 

abordagens “ômicas”, pode facilitar a prevenção, bem como, auxiliar no diagnóstico precoce 



30 
 

de determinadas doenças, tais como: a diabetes mellitus tipo 2, anemia aplástica, infecção pelo 

rinovírus humano e infecção pelo vírus sincicial respiratório (CHEN et al., 2012).  

Embora a metabolômica ainda seja uma abordagem considerada complementar as 

outras análises "ômicas", esse método tem sido promissor, pois permite identificar e quantificar 

os produtos do metabolismo associados ao estado fisiológico de um indivíduo, bem como, à 

diferentes patologias. Neste contexto, a identificação de possíveis biomarcadores associados 

aos processos fisiológicos ou às alterações patológicas ocorridas em um organismo (FIEHN, 

2001, 2002; GOODACRE et al., 2004; DUNN et al., 2005; HOLLYWOOD et al., 2006; PATTI 

et al., 2012), pode auxiliar nas pesquisas básicas relacionadas a fisiopatologia da reprodução 

em animais e seres humanos. Sendo assim, os objetivos desta revisão são apresentar o emprego 

da abordagem metabolômica em estudos da fisiopatologia da reprodução e demonstrar o uso 

promissor desta metodologia em experimentos envolvendo animais de produção como modelos 

experimentais para o estudo da reprodução humana. 
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2.2 METABOLÔMICA E O ESTUDO DA REPRODUÇÃO 

 

Em associação com outros estudos inovadores, métodos mais avançados e sensíveis são 

vitais para abordar questões importantes na área da biologia e biotecnologia, incluindo as 

relacionadas com tecnologias de reprodução assistida. Um exemplo dessa aplicação, é que 

usando técnicas proteômicas, os pesquisadores têm mostrado que as proteínas presentes no 

plasma seminal melhoram a capacidade fecundante dos espermatozoides e podem auxiliar o 

desenvolvimento embrionário inicial na espécie bovina (MOURA et al., 2006; GONÇALVES 

et al., 2007; MOURA et al., 2007; MONACO et al., 2009). Sabe-se, também, que os metabólitos 

e suas funções em vias e eventos fisiológicos específicos, entre eles a fertilização, implantação 

e desenvolvimento embrionário, são essenciais para o sucesso reprodutivo. Assim sendo, nos 

últimos anos, algumas técnicas metabolômicas têm sido utilizadas em estudos de biologia 

reprodutiva. Entre esses métodos, pode-se destacar a espectrometria de massas (EM), 

geralmente associada a métodos cromatográficos, ressonância magnética nuclear (RMN), 

Raman, espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (EIVTF) e espectrometria 

de infravermelho próximo (NIR) (Tabela 1) (SINGH; SINCLAIR, 2007; SELI; ROBERT; et 

al., 2010; KOVAC et al., 2013; MUÑOZ, M et al., 2014; MUÑOZ, M. et al., 2014; PAIVA et 

al., 2015; ZHOU et al., 2016).    
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Tabela 1. Principais abordagens metabolômicas em reprodução (continua). 

Abordagem Vantagens Limitações 
Aplicações e estudos 

na reprodução 

Espectrometria 

de massas (EM) 

Alta sensibilidade; 

Rápida; 

Podem ser utilizadas 

amostras mais 

complexas; 

Pode ser realizada 

isolada ou associada a 

outras técnicas, como a 

cromatografia gasosa e 

a cromatografia líquida, 

as quais melhoram a 

identificação e 

quantificação dos 

metabólitos. 

 

 

Requer uma 

grande preparação 

de amostras, o que 

pode resultar em 

perda de 

metabólitos; 

Alto custo. 

 

 

 

Perfil metabolômico do 

plasma sanguíneo de 

mulheres com pré-

eclâmpsia (KENNY et 

al., 2010; ODIBO et al., 

2011) 

Impressão digital 

metabólica do plasma 

sanguíneo e da urina de 

mulheres com diabetes 

mellitus gestacional 

(DUDZIK et al., 2014) 

Perfil metabolômico da 

urina de homens 

inférteis 

normozoospérmicos 

(ZHANG; MU; et al., 

2014) e 

oligozoospérmicos 

(ZHANG; HUANG; et 

al., 2014) 

Perfil metabolômico de 

espermatozoides 

humanos (PAIVA et al., 

2015) 

Perfil metabolômico do 

plasma sanguíneo de 

homens inférteis com  

disfunção erétil e com 

anormalidades seminais 

(ZHOU et al., 2016) 
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Tabela 1. Principais abordagens metabolômicas em reprodução (continuação). 

Abordagem Vantagens Limitações 
Aplicações e estudos 

na reprodução 

Ressonância 

magnética 

nuclear (RMN) 

A preparação da 

amostra é simples; 

Analisa várias 

moléculas 

simultaneamente; 

Fornece informações 

estruturais, as quais 

podem ajudar a 

identificar metabólitos; 

Alta reprodutibilidade; 

Não é invasiva. 

 

Baixa 

sensibilidade; 

Pode requerer a 

utilização de um 

grande número de 

amostras; 

Equipamento 

caro. 

 

Análise de metabólitos 

no plasma seminal de 

homens com 

azoospermia 

(HAMAMAH et al., 

1998) 

Perfil metabolômico do 

meio de cultura de 

embriões humanos 

(SELI et al., 2008) 

Análise metabolômica 

da urina (DIAZ et al., 

2011; MAITRE et al., 

2014), do plasma 

sanguíneo (DIAZ et al., 

2011) e do fluido 

aminiótico de mulheres 

gestantes (GRACA et 

al., 2010) 

Perfil metabolômico do 

fluido folicular humano 

(WALLACE et al., 

2012; O'GORMAN et 

al., 2013) 

Metaboloma do fluido 

folicular de porcas 

(BERTOLDO et al., 

2013) 

Identificação de 

metabólitos no plasma 

seminal e no soro 

sanguíneo associados à 

fertilidade de touros 

(KUMAR et al., 2015) 

Perfil metabolômico de 

espermatozoides 

humanos (PAIVA et al., 

2015) 
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Tabela 1. Principais abordagens metabolômicas em reprodução (conclusão). 

Abordagem Vantagens Limitações 
Aplicações e estudos 

na reprodução 

Raman 

Não é necessária a 

preparação da amostra; 

Vários metabólitos 

podem ser analisados 

simultaneamente; 

Baixo custo; 

Mede principalmente 

componentes não-

polares; 

Não é sensível à água, 

o que facilita a análise 

de biofluidos. 

Não identifica 

metabólitos 

específicos; 

Pode produzir 

espectros de baixa 

intensidade. 

Metaboloma do meio 

de cultura de embriões 

humanos (SELI et al., 

2007) 

Análise metabolômica 

do plasma seminal de 

homens 

astenozoospérmicos 

(GILANY et al., 2014) 

Espectroscopia 

infravermelho 

com 

transformada de 

Fourier (EIVTF) 

Pouco preparo de 

amostra; 

Identifica grupos 

funcionais; 

Alto rendimento; 

Não é invasiva. 

Requer 

desidratação de 

amostras; 

Fornece 

informações 

estruturais 

limitadas. 

Análise metabolômica 

do meio de cultura de 

embriões (MUÑOZ, M 

et al., 2014; MUÑOZ, 

M. et al., 2014) e do 

plasma sanguíneo de 

receptoras bovinas 

(MUÑOZ, M. et al., 

2014) 

Espectrometria 

de infravermelho 

próximo (NIR) 

 

Não requer preparação 

da amostra; 

Não é invasiva; 

Pode analisar muitas 

moléculas 

simultaneamente; 

Rápida. 

Sensível à água 

Não é possível 

identificar 

metabólitos 

específicos. 

Metaboloma do meio 

de cultura de embriões 

humanos (SELI et al., 

2007; SELI; 

VERGOUW; et al., 

2010) 
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2.2.1 Utilização da metabolômica nas tecnologias de reprodução assistida e no estudo da 

reprodução feminina 

 

Atualmente, os métodos metabolômicos têm sido empregados como abordagens não-

invasivas para melhorar as avaliações da qualidade de embriões em tecnologias de reprodução 

assistida (SINGH; SINCLAIR, 2007; BROMER; SELI, 2008; NAGY et al., 2008). Um 

exemplo desta aplicação, foi a utilização da técnica de RMN para comparar os perfis 

metabolômicos de meios de cultura de embriões humanos implantados e não implantados. Essas 

análises mostraram que os níveis de glutamato estavam associados ao potencial reprodutivo de 

embriões implantados, levando, assim, a gestações bem-sucedidas (SELI et al., 2008). O NIR, 

o Raman e o RMN, empregados como técnicas metabolômicas para analisar meios de cultura 

de embriões humanos, também, revelaram que estas abordagens são importantes para 

determinar o sucesso reprodutivo após a fecundação in vitro (FIV), no momento da 

implantação, como, também, durante a gestação (SELI et al., 2007; SELI et al., 2008; SELI; 

VERGOUW; et al., 2010). Pesquisas anteriores empregaram outra abordagem metabolômica, 

a EIVTF, para determinar o gênero de embriões bovinos (MUÑOZ, M et al., 2014; MUÑOZ, 

M. et al., 2014). Os autores desses estudos demostraram que o EIVTF pode ser um outro método 

eficaz e não-invasivo para determinar a viabilidade embrionária. Sendo assim, o EIVTF pode 

ser utilizado para seleção de embriões superiores. Adicionalmente, o EIVTF foi utilizado para 

avaliar o metaboloma do plasma sanguíneo de vacas receptoras, com intuito de selecionar 

animais e obter ótimos resultados de gestação (MUÑOZ, M. et al., 2014). 

Análises do perfil metabolômico de fluidos foliculares de vacas e novilhas em lactação, 

por cromatografia gasosa associada à espectrometria de massa (CG-EM), identificaram níveis 

mais elevados de ácidos graxos saturados no fluido de vacas quando comparado ao fluido das 

novilhas. Os autores desse estudo sugerem que elevados níveis de ácidos graxos no fluido 

folicular podem ter efeitos negativos sobre a fertilidade de vacas (BENDER et al., 2010). Em 

outro estudo, avaliando o metaboloma do fluido folicular de porcas por RMN, a fim de 

comparar a capacidade de desenvolvimento dos oócitos em relação ao tamanho dos seus 

folículos, foi demonstrado que os metabólitos acetato, lactato, hipoxantina, inositol, 

trimetilamina e aminoácidos estavam elevados no fluido folicular de pequenos folículos quando 

comparado ao fluido presente em folículos maiores. Em contraste, os níveis de glicose foram 

encontrados elevados no fluido de grandes folículos. Sendo assim, os autores desse estudos 

sugeriram que os metabólitos, acima citados, podem estar relacionados à qualidade dos oócitos 

em porcas (BERTOLDO et al., 2013). Em vacas leiteiras, também, foi identificada a presença 
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de elevadas concentrações de glicose no fluido folicular de grandes folículos. Além disso, foi 

demonstrada uma forte correlação entre os níveis de glicose no soro sanguíneo e no fluido 

folicular de folículos em diferentes estágios de desenvolvimento, sendo que essa correlação foi 

ainda mais evidenciada no fluido de grandes folículos (SHABANKAREH et al., 2013). Assim 

sendo, os resultados obtidos por Shabankareh et al. (2013) demonstram evidencias que existe 

uma relação entre os metabólitos presentes no soro sanguíneo e no fluido dos folículos 

ovarianos.  

 

 

2.2.2 Aplicação da abordagem metabolômica no estudo da reprodução masculina 

 

Os métodos convencionais de avaliação de sêmen fornecem limitadas informações 

quanto ao diagnóstico de infertilidade. Com intuito de superar essas limitações, a abordagem 

metabolômica tem se mostrado uma poderosa ferramenta na avaliação de patologias 

reprodutivas masculinas, visto que esta abordagem auxilia na compreensão mais profunda dos 

mecanismos e vias metabólicas relacionados com a fertilidade masculina (DEEPINDER et al., 

2007; AITKEN, 2010). Deste modo, a metabolômica é um método promissor para identificar 

possíveis biomarcadores de fertilidade e infertilidade masculina (DEEPINDER et al., 2007; 

KOVAC et al., 2013). A presença, ausência e/ou alterações de metabólitos específicos podem 

estar relacionadas à fisiologia dos espermatozoides, e tais informações podem permitir um 

diagnóstico precoce associado a um melhor tratamento da infertilidade (AITKEN, 2010).  

Após análises por RMN, biomarcadores associados à fertilidade foram encontrados no 

plasma seminal e no soro sanguíneo de touros de alta e baixa fertilidade. Alguns metabólitos, 

incluindo o citrato, triptamina, taurina e leucina foram identificados como possíveis 

biomarcadores de fertilidade no plasma seminal dos touros. Já outros metabólitos, como a 

asparagina, glicogênio, citrulina e isoleucina, foram identificados no plasma sanguíneo desses 

animais (KUMAR et al., 2015). Utilizando a técnica de RMN, Hamamah et al. (1998) 

observaram um aumento das proporções de colina e citrato, colina e lactato e 

glicerolfosforilcolina e colina no plasma seminal de homens com falha na produção 

espermática, comparado a homens com azoospermia obstrutiva. Após análises com 

cromatografia líquida associada à espectrometria de massa (CL-EM), em combinação com 

análises de bioinformática e análises multivariadas, diversos marcadores moleculares foram 

identificados na urina de homens com infertilidade normozoospérmica. Neste estudo, o 

leucotrieno E4, a 3-hidroxipalmitoilcarnitina, o aspartato, a xantosina e o metoxitriptofano 
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foram descritos como potenciais biomarcadores de infertilidade masculina (ZHANG; MU; et 

al., 2014). Adicionalmente, em outro estudo realizado por Gilany et al. (2014) foi proposto um 

modelo para classificação de pacientes com astenozoospermia por meio de análises do plasma 

seminal utilizando-se a espectroscopia Raman. Neste contexto, os estudos têm evidenciado que 

técnicas metabolômicas podem ser empregadas para identificar possíveis marcadores 

moleculares de fertilidade em homens e nos animais domésticos. 

 

 

2.2.3 Outros empregos da metabolômica na biologia reprodutiva 

 

A abordagem metabolômica tem sido utilizada para predizer problemas reprodutivos 

em mulheres e para monitorar a saúde materna e fetal durante a gestação (HORGAN et al., 

2009). Sun et al. (2012), por meio da análise metabolômica empregando a técnica de RMN, 

demonstraram diferenças no metaboloma do plasma sanguíneo de mulheres com síndrome do 

ovário policístico (SOP). Os autores observaram baixas concentrações de creatinina, colina, 

glicerofosfocolina/fosfocolina, citrato e alguns aminoácidos e altas concentrações 

dimetilamina, lactato, creatina e N-acetil no plasma de pacientes com SOP. O RMN demonstrou 

ser uma excelente ferramenta para determinar marcadores metabólicos de malformações fetais, 

uma vez que essa técnica permite detectar alterações significativas em alguns metabólitos, tais 

como: ascorbato, isoleucina, serina, treonina, N-metilnicotinamida, hipoxantina, ácido 3-

hidroxibutírico e acetona no plasma sanguíneo, urina e líquido amniótico de mulheres gestantes 

que possuem fetos com má-formação (GRACA et al., 2010; DIAZ et al., 2011). Além disso, as 

análises metabolômicas de biofluidos maternos têm sido utilizadas para desenvolver métodos 

de diagnóstico precoce e para elucidar mecanismos envolvidos em distúrbios como diabetes 

mellitus gestacional, pré-eclâmpsia (GRACA et al., 2010; KENNY et al., 2010; ODIBO et al., 

2011), diminuição do crescimento fetal (MAITRE et al., 2014) e parto prematuro (GRACA et 

al., 2010; MAITRE et al., 2014). 
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2.3 ANIMAIS DE PRODUÇÃO COMO MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDOS 

REPRODUTIVOS EM SERES HUMANOS UTILIZANDO A ABORDAGEM 

METABOLÔMICA  

 

Os animais de produção têm sido utilizados como modelos para a pesquisa de 

fisiopatologias humanas devido às suas características fisiológicas específicas, semelhantes às 

de seres humanos. Além disso, algumas observações experimentais requererem um período 

prolongado de pesquisa, que muitas vezes não é possível quando se utilizam apenas animais de 

laboratório, como ratos e camundongos. Outro aspecto em relação ao emprego de animais de 

produção como modelos experimentais, é que os animais de laboratório geralmente possuem 

uma elevada percentagem de endogamia, não apresentando, portanto, a diversidade genética 

que é comumente observada em grandes animais e em humanos. Desta forma, animais de 

produção, incluindo bovinos, caprinos, ovinos e suínos têm se mostrado modelos adequados 

para a pesquisa em diversos campos da saúde humana. Entre estes campos, podem-se citar a 

utilização de xenotrasplantes, proteínas recombinantes, medicamentos e alimentos e, emprego 

de tecnologias reprodutivas, incluindo a transgênese, clonagem e produção in vitro (PIV) de 

embriões (KUES; NIEMANN, 2004; BAHR; WOLF, 2012). 

No campo da biologia reprodutiva, o uso de animais de produção como modelo para 

estudos em seres humanos tem se mostrado uma ferramenta poderosa, visto que as pesquisas 

com animais domésticos têm permitido avanços notáveis na aplicação de abordagens 

moleculares em reprodução e biotecnologias reprodutivas (BENDER et al., 2010; BERTOLDO 

et al., 2013; SHABANKAREH et al., 2013; MUÑOZ et al., 2014; MUÑOZ et al., 2014; 

KUMAR et al., 2015). Associado a estes avanços, nos animais domésticos de grande porte, 

principalmente em bovinos, as taxas de fertilização têm sido bem controladas e existem 

constantes pesquisadas para melhorar a produção desses animais, o que os tornam excelentes 

modelos para o estudo da fertilidade humana (SUTOVSKY et al., 1996; KUES; NIEMANN, 

2004). Embora os estudos de reprodução em seres humanos utilizando abordagens 

metabolômicas tenham avançado, essa metodologia requer uma grande amostragem 

homogênea, o que limita os estudos empregando esta técnica. Desta forma, os estudos 

metabolômicos empregando animais de produção podem ser vantajosos, devido a facilidade de 

aquisição de amostras, as quais podem ser obtidas em fazendas e abatedouros, bem como, 

devido à disponibilidade de dados fenotípicos relacionados à reprodução desses animais 

(DUNN et al., 2011). 

 



39 
 

2.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Avanços recentes na biologia molecular permitiram a descoberta de biomarcadores 

associados a condições fisiológicas e patológicas. Adicionalmente, esses avanços têm auxiliado 

no progresso de estudos com medicamentos e seus efeitos tóxicos, técnicas de diagnóstico não 

invasivo em tecidos, biofluidos (sangue, urina, fezes, plasma seminal, saliva, bile, fluido 

folicular) e culturas celulares. Embora a aplicação da metabolômica seja encorajadora na 

biologia reprodutiva, o estado atual desta abordagem ainda tem várias limitações, 

particularmente para a análise de grandes conjuntos de dados usando métodos estatísticos 

apropriados e programas de bioinformática. Além disso, os estudos com metabolômica têm 

ajudado a identificar inúmeras classes de substâncias associadas a diferentes vias metabólicas, 

o que leva a desafios na interpretação dos resultados (GOODACRE et al., 2004; SINGH; 

SINCLAIR, 2007; NOACK; WIECHERT, 2014). Desta forma, se faz necessária a realização 

de pesquisas básicas e aplicadas para aumentar a sensibilidade e a versatilidade dos métodos 

empregados, permitindo o avanço de pesquisas no campo da biologia e biotecnologia. Apesar 

de atualmente a metabolômica estar sendo mais aplicada em estudos de biologia reprodutiva 

humana do que de animais domésticos, como os bovinos, essa abordagem oferece uma grande 

oportunidade para desenvolver soluções científicas com o intuito de aumentar a eficiência da 

produção animal e dos seus subprodutos. Além disso, os grandes animais podem ser 

considerados modelos adequados para estudos metabolômicos em seres humanos, devido à 

disponibilidade de amostras e dados fenotípicos, bem como devido ao avançado uso de 

tecnologias reprodutivas in vivo e in vitro nos animais de produção. Em conclusão, a 

metabolômica poderá ser uma ferramenta essencial para compreender os potenciais de 

desenvolvimento de embriões pré-implantação, prever a fertilidade masculina e feminina, e 

diagnosticar os distúrbios reprodutivos masculinos e femininos precocemente nos animais e nos 

seres humanos.  
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Marcadores metabólicos de fertilidade no plasma seminal de touros 

 

RESUMO 

 

 

Os metabólitos desempenham papéis essenciais nos sistemas biológicos de animais domésticos. 

No entanto, o perfil metabolômico do plasma seminal de touros, sua importância e sua relação 

com a fertilidade destes animais ainda não são totalmente esclarecidos. Sendo assim, os 

objetivos deste estudo foram determinar o metaboloma do plasma seminal de touros com 

diferentes escores de fertilidades e identificar metabólitos que se apresentam como potenciais 

marcadores de fertilidade nesses animais. O metaboloma do plasma seminal de 16 touros com 

alta e baixa fertilidade foi determinado por meio de cromatografia gasosa associada à 

espectrometria de massas (CG-EM). Os resultados obtidos foram submetidos a análises 

estatísticas multivariadas e univariadas. Além disso, análises de bioinformática foram 

realizadas a fim de identificar as vias metabólicas associadas aos metabólitos do plasma seminal 

dos touros. Assim sendo, sessenta e três metabólitos foram identificados no plasma seminal dos 

touros. A frutose foi detectada como o metabólito mais abundante, seguido por ácido cítrico, 

ácido lático, ureia e ácido fosfórico. Já a androstenediona, 4-cetoglicose, D-xilofuranose, ácido 

2-oxoglutárico e o ácido eritrônico foram os metabólitos menos abundantes identificados no 

plasma seminal desses animais. A Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais 

(PLS-DA) demonstrou que houve uma separação distinta entre os touros de alta e de baixa 

fertilidade. Os metabólitos com as maiores pontuações de Importância da Variável na Projeção 

(VIP> 2) foram o ácido 2-oxoglutárico e a frutose. A análise do mapa de calor (heatmap), com 

base na pontuação de VIP, e as análises univariadas indicaram que o ácido 2-oxoglutárico foi 

significativamente menor (P = 0,02) e a frutose foi significativamente maior (P = 0,02) em 

touros de alta fertilidade quando comparados com touros de baixa fertilidade. Estes resultados 

são significativos, pois o presente estudo foi o primeiro a identificar o perfil metabolômico do 

plasma seminal do touro utilizando a técnica de CG-EM e o primeiro a mostrar o ácido 2-

oxoglutárico e a frutose como potenciais biomarcadores de fertilidade nesses animais. 

 

 

Palavras-chave: biomarcadores, metabolômica, metabólitos, reprodução masculina, sêmen. 
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Metabolomic markers of fertility in bull seminal plasma 

 

ABSTRACT 

 

 

Metabolites play essential roles in biological systems; however, detailed identities and 

significance of the seminal plasma metabolome related to bull fertility are not known. The 

objectives of this study were to determine comprehensive metabolome of seminal plasma from 

Holstein bulls with differing fertility, and to ascertain the potential of metabolites as biomarkers 

of bull fertility. The seminal plasma metabolome from 16 Holstein bulls with two fertility rates 

were determined by using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Multivariate and 

univariate analyses of the data were performed. From this, the pathways associated with the 

seminal plasma metabolome were identified using bioinformatics approaches. The results 

showed that 63 metabolites were identified in the seminal plasma of all bulls. Fructose was the 

most abundant metabolite detected, followed for citric acid, lactic acid, urea and phosphoric 

acid. However, androstenedione, 4-ketoglucose, D-xylofuranose, 2-oxoglutaric acid and 

erythronic acid were the least predominant metabolites found in this fluid. PLS-DA revealed a 

distinct separation between high and low fertility bulls, as regard to scores plot. The metabolites 

with the greatest VIP score (VIP > 2) were 2-oxoglutaric acid and fructose. Heat-map analysis, 

based on VIP score, and univariate analysis indicated that 2-oxoglutaric acid was less (P = 0.02) 

and fructose was significantly greater (P = 0.02) in high-fertility bulls than in low-fertility bulls. 

These findings are significant because the current study is the first to identify the comprehensive 

metabolomic profiling of bull seminal plasma and presented the potential of metabolites such 

as 2-oxoglutaric acid and fructose as biomarkers of bull fertility using GC-MS. 

 

 

Keywords: metabolomics, metabolites, biomarkers, male reproduction, semen.  
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A fertilidade do touro está relacionada com a habilidade deste animais em produzir 

espermatozoides com capacidade de fertilizar um oócito, resultando em uma descendência viva 

(PETHERICK, 2005). A fertilidade pode ser afetada por uma série de fatores, incluindo manejo, 

nutrição, doenças, estresse, idade e genética (PETHERICK, 2005; CHENOWETH, 2007; 

FERLIN; FORESTA, 2014). A redução da fertilidade de um touro pode afetar a taxa de 

concepção dos rebanhos, resultando na diminuição da produção e, portanto, da lucratividade 

dos criadores. Nesse contexto, a capacidade de predizer a fertilidade desses animais oferece um 

enorme benefício para o sucesso econômico da pecuária, devido à melhoria nas taxas de prenhes 

do rebanho (BRAHMKSHTRI et al., 1999; HOLROYD et al., 2002; PARKINSON, 2004; 

MOCÉ; GRAHAM, 2008). Desta forma, as abordagens "ômicas", tais como: genômica, 

transcriptômica e proteômica, têm sido empregadas para determinar os marcadores moleculares 

de fertilidade de touros. Como resultado, os estudos utilizando essas técnicas têm demonstrado 

que algumas moléculas encontradas no espermatozoide e no plasma seminal de bovinos estão 

significativamente associadas com a fertilidade desses animais (MOURA et al., 2006; MOURA 

et al., 2007; FEUGANG et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2013; BROMFIELD, 2016; REGO 

et al., 2016; WESTFALEWICZ et al., 2017).  

A metabolômica, a qual é outra abordagem “ômica”, tem sido aplicada para uma melhor 

compreensão dos processos biológicos relacionados à reprodução animal (SELI et al., 2010; 

GOODSON et al., 2012; KOVAC et al., 2013; MUÑOZ et al., 2014). Esta abordagem permite 

a identificação e a quantificação de pequenas moléculas, incluindo aminoácidos, peptídeos, 

ácidos graxos, carboidratos, entre outros, em uma determinada secreção, célula, tecido e órgão 

(OLIVER et al., 1998; FIEHN, 2001, 2002; DUNN et al., 2005). Revelando, portanto, 

informações sobre mecanismos moleculares e reações metabólicas, os quais podem ajudar a 

detectar biomarcadores de fenótipos que se tem interesse (FIEHN, 2001, 2002; GOODACRE 

et al., 2004; DUNN et al., 2005; HOLLYWOOD et al., 2006; PATTI et al., 2012). Deste modo, 

a abordagem metabolômica tem sido aplicada para identificar potenciais biomarcadores de 

fertilidade no plasma seminal de touros (KUMAR et al., 2015) e homens (HAMAMAH et al., 

1993; HAMAMAH et al., 1998; DEEPINDER et al., 2007; KOVAC et al., 2013; GILANY et 

al., 2014). 

 Além disso, um estudo recente revelou que a técnica metabolômica de cromatografia 

gasosa associada à espectrometria de massas (CG-EM) pode ser um método inovador para o 

diagnóstico rápido e não invasivo de infertilidade masculina (ZHOU et al., 2016). As análises 



49 
 

do plasma seminal humano, utilizando espectroscopia Raman, também, permitiram a 

identificação de metabólitos associados com a astenozoospermia (GILANY et al., 2014). Em 

outro estudo, a espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN) detectou menores 

concentrações de glicerofosfocolina, citrato e lactato no fluido seminal de homens 

azoospérmicos do que em indivíduos normozoospérmicos (HAMAMAH et al., 1993). Esses 

achados sugerem que as análises metabolômicas são ferramentas válidas para a identificação 

de muitas classes de moléculas que estão associadas a diversas vias metabólicas, essenciais ao 

sucesso reprodutivo (SELI et al., 2010; KOVAC et al., 2013; MUÑOZ et al., 2014). 

Embora as ferramentas metabolômicas venham sendo empregadas para estudar a 

fertilidade dos homens (HAMAMAH et al., 1993; HAMAMAH et al., 1998; DEEPINDER et 

al., 2007; GILANY et al., 2014; ZHOU et al., 2016), existe um número limitado de estudos 

utilizando essa abordagem em animais de produção. Desta forma, ainda existem muitas lacunas 

no conhecimento, incluindo a identidade dos metabólitos, suas concentrações no plasma 

seminal de touros, bem como os mecanismos moleculares nos quais eles estão envolvidos e que 

estão relacionados a fertilidade desses animais. Sendo assim, o presente estudo foi conduzido 

com o objetivo de determinar o perfil metabolômico do plasma seminal de touros empregando 

a CG-EM. Além disso, foi testada a hipótese de que existem diferenças no perfil metabolômico 

do plasma seminal de touros com diferentes taxas de fertilidades in vivo. 

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.2.1 Desenho experimental 

 

A ampla análise metabolômica do plasma seminal de touros (n = 16) com diferentes 

taxas de fertilidade in vivo foi realizada utilizando CG-EM. Por meio de ferramentas de 

bioinformática, esses metabólitos foram selecionados como potenciais biomarcadores em 

touros de alta (n = 8) e baixa (n = 8) fertilidade. 
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3.2.2 Coleta das amostras e determinação da fertilidade dos touros 

 

 

As amostras de plasma seminal de 16 touros com diferentes fenótipos de fertilidade 

foram fornecidas pela empresa Alta Genetics (Watertown, WI, EUA). O sêmen foi coletado 

com vagina artificial e, o plasma seminal foi separado dos espermatozoides por centrifugação 

(700 × g, 4°C, 10 min). O plasma seminal foi, então, transferido para um tubo de 2 mL e 

centrifugado novamente (10.000 × g, 60 min, 4°C), segundo a metodologia utilizada 

anteriormente (REGO et al., 2014). Após a segunda centrifugação, o plasma seminal foi 

transferido para um criotubo de 2 mL (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), dividido em alíquotas, 

congelado e armazenado em nitrogênio líquido e, posteriormente, transportado para a 

Mississippi State University (MSU). Na MSU, o plasma seminal foi imediatamente armazenado 

a -80°C até a preparação para CG-EM. 

Os touros utilizados para este estudo foram selecionados com base em seus escores de 

fertilidade (Tabela 1), conforme descrito anteriormente por Peddinti et al. (2008). Fatores que 

influenciam a fertilidade dos touros, como por exemplo, os fatores ambientais e o manejo dos 

rebanhos, foram ajustados utilizando modelos estatísticos, a fim de se determinar os escores 

confiáveis de fertilidade (ZWALD et al., 2004). A fertilidade dos touros foi calculada por meio 

do programa computacional Probit.F90 (CHANG et al., 2004), e esta foi expressa como a 

percentagem de desvio da taxa de concepção de cada bovino em relação a  taxa de concepção 

média de todos os touros. Com base nesse cálculo, o desvio da taxa de concepção em relação a 

população foi utilizado para classificar os touros. Deste modo, os touros com taxa de concepção 

acima da média foram classificados como alta fertilidade (AF), e os animais que apresentaram 

a taxa de concepção abaixo da média foram classificados como baixa fertilidade (BF). 
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Tabela 1. Fertilidade dos dezesseis touros. Os touros de 1 a 8 foram definidos como animais 

de alta fertilidade (AF) e os touros de 9 a 16 foram agrupados como baixa fertilidade (BF). A 

fertilidade de cada touro foi expressa como a percentagem de desvio da taxa de concepção de 

cada touro em relação à média de todos os touros. O software Probit.F90 foi usado para estimar 

a fertilidade. 

Número dos 

touros 
Grupos 

Número de 

inseminações 

Percentagem (%) de 

desvio da taxa de 

concepção do touro em 

relação à média 

1 AF 5293 5,42 

2 AF 825 5,1 

3 AF 2032 4,8 

4 AF 680 4,7 

5 AF 779 4,4 

6 AF 2487 3,59 

7 AF 5751 3,56 

8 AF 1488 3,5 

9 BF 1604 -3,75 

10 BF 2276 -4,06 

11 BF 967 -4,49 

12 BF 704 -5,6 

13 BF 747 -6,3 

14 BF 5603 -6,76 

15 BF 722 -7,5 

16 BF 674 -10,61 

 

 

3.2.3 Preparação das amostras para as análises de cromatografia gasosa associada à 

espectrometria de massas (CG-EM)  

 

A preparação das amostras do plasma seminal dos touros para as análises de CG-EM, 

foi realizada de acordo com o método descrito por Shi et al. (2015), com algumas alterações. 

Em resumo, uma alíquota de 100 μL de cada amostra ou padrão externo de referência (10 μM, 

Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foi descongelada e transferida para um microtubo de 
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polipropileno de 2 mL (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Em seguida, um volume de 150 µL de 

ácido heptadecanóico em metanol (1 mg/mL, padrão interno, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) 

e 350 µL de metanol foram, então, adicionados aos microtubos. Posteriormente, estas soluções 

foram agitadas com vortex vigorosamente durante 1 minuto e depois centrifugadas (12.000 x g, 

4°C, 10 min). Um volume de 100 μL de cada sobrenadante foi transferido para “vials âmbar” 

de 2 mL (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e o solvente foi evaporado com auxílio de 

um evaporador TurboVap® LV (Biotage, Charlotte, NC), por meio de um fluxo suave de 

nitrogênio a 45°C, até a secagem completa da mistura. Em seguida, foram adicionados 50 µL 

de cloridrato de metoxiamina em piridina (20 mg/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) aos 

extratos secos, os quais foram agitados com vortex vigorosamente durante 1 minuto e, em 

seguida, aquecidos em banho-maria a 70°C durante 1 hora. As amostras foram, então, 

derivatizadas por meio da adição de 100 μL de N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide com 

1% trimethylchlorosilane (BSTFA + 1% de TMCS; Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e 

aquecidas novamente em um banho-maria a 70°C durante 1 hora. Logo em seguida, os 

derivados dos metabólitos foram transferidos para “vials âmbar” com inserção fixa (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) para posterior análise na CG-EM. 

 

 

3.2.4 Análises de CG-EM 

 

As amostras e os padrões externos de referência foram analisados por meio de um 

cromatógrafo gasoso (Agilent 7890A GC System) acoplado a um espectrômetro de massas 

(Agilent 5975C inerte XL MSD) com detector de massas de três eixos, a um Agilent 7693 Series 

Autosampler e a uma coluna capilar DB-5MS (30 m × 0,25 mm i.d. x 0,25 μm; Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA). Um volume de 1 μL de mistura derivatizada foi injetada na 

entrada (inlet) aquecida a 280°C com uma razão de divisão (split) de 1:10. A purga do septo 

padrão foi realizada após a injeção da amostra em uma vazão de 3 mL/min e de gás 

transportador de hélio em uma vazão de 1 mL/min à um fluxo constante. A linha de 

transferência do EM, a fonte de íons e o quadrupolo foram aquecidos a 250°C, 230°C e 150°C, 

respectivamente. O forno do cromatógrafo gasoso foi programado, inicialmente, para ser 

mantido a 70°C por 4 minutos, seguido de rampa de aquecimento de 8°C/min até 300°C e, 

então, mantido a 300°C por 5 minutos. A ionização foi realizada em modo de impacto de 

elétrons a 70 eV. Os espectros de massas foram obtidos com um intervalo de 35-800 m/z à 
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10.000 uma/s e 10.3 scans/s (intervalos de 0.2 m/z). O tempo de atraso do solvente foi de 6 

minutos. 

Todos os compostos foram identificados baseados na comparação dos seus tempos de 

retenção, de um íon alvo e de dois íons quantitativos presentes nos seus espectros de massas, 

com os íons dos espectros de massas disponíveis na biblioteca NIST Mass Spectral Search 

Program (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Versão 2.0), e com os íons dos espectros de 

massas dos padrões externos de referência. Entre os metabólitos detectados, vinte e quatro 

foram autenticados através desses padrões externos de referência. Todos os metabólitos 

identificados foram categorizados de acordo com suas classes químicas. As abundâncias dos 

íons-alvo de cada metabólito foram divididas pela abundância do íon-alvo do padrão interno 

(ácido heptadecanóico) e as razões de abundância obtidas por esse cálculo foram utilizadas para 

a análise estatística (SHI et al., 2015). 

 

 

3.2.5 Análise estatística 

 

A análise estatística das razões das abundâncias foi realizada pela inserção dos dados 

no programa MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca) (XIA et al., 2015). A matriz de 

dados gerada foi normalizada pela soma constante e autoescalonada, e em seguida foram 

realizadas as análises multivariadas e univariadas. Nas análises multivariadas, foi utilizada a 

Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) seguida do cálculo da 

Importância da Variável na Projeção (VIP), baseada no modelo PLS-DA, a qual foi calculada 

para identificar os potenciais biomarcadores de fertilidade. Os metabólitos com VIP > 1,5 foram 

consideradas importantes para a separação dos grupos de alta (AF) e baixa fertilidade (BF) 

(XIA; WISHART, 2011; KUMAR et al., 2015; XIA et al., 2015). As análises univariadas foram 

realizadas utilizando-se um teste t de Student para identificar os metabólitos com diferença 

significativa (P < 0,05) entre os touros de AF e BF. A análise de correlação entre todos os 

metabólitos do plasma seminal dos touros foi determinada usando a correlação de Pearson (P 

< 0,05) (XIA; WISHART, 2011; XIA et al., 2015). 
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3.2.6 Análise in silico das redes metabólicas 

 

A bioinformática foi utilizada para visualizar redes e vias metabólicas. As redes 

metabólicas relacionadas aos metabólitos mais abundantes encontrados no plasma seminal dos 

touros, bem como, relacionadas aos dois metabólitos com os maiores escores de VIP, foram 

analisadas usando o programa computacional Metscape, versão 3.1.2, o qual é um plug-in do 

programa Cytoscape, versão 3.2.1 (http: /www.cytoscape.org). A Enciclopédia de Genes e 

Genomas de Kyoto (KEGG) foi usada para a identificação dos compostos (KARNOVSKY et 

al., 2012). 

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

 

3.3.1 Metaboloma do plasma seminal de touros 

 

Após a análise do plasma seminal dos touros utilizando a CG-EM, foi observado um 

total de 73 picos, independentemente dos escores de fertilidade. Destes picos, 63 metabólitos 

foram identificados e classificados de acordo com as suas principais classes químicas, incluindo 

aminoácidos, peptídeos e análogos; carboidratos e carboidratos conjugados; ácidos graxos e 

conjugados; esteroides e esteroides derivados; nucleosídeos, nucleotídeos e análogos, além de 

outros compostos orgânicos e inorgânicos (Tabela 2). Entre os 63 metabólitos identificados no 

presente estudo, 24 metabólitos foram autenticados pelos padrões externos de referências e 39 

foram identificados por comparação (match) com os espectros de massas encontrados na 

biblioteca NIST Mass Spectral Search Program. Desta forma, a tabela 2 apresenta todos os 

metabólitos identificados no plasma seminal dos touros com os seus tempos de retenção, íons 

alvos e os seus dois íons quantitativos e, a figura 1 mostra um cromatograma característico de 

CG do plasma seminal desses animais com a identificação de alguns picos de metabólitos 

importantes.  
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continua). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

 

Aminoácidos, peptídeos e análogos  

 
Amino-butirolactona    NIST 6,15 130 73 158 

L-alanina Padrão 9,12 116 73 147 

Ácido aminobutírico NIST 11,42 147 73 174 

Valina Padrão 11,46 144 73 218 

L-leucina Padrão 12,52 158 73 147 

L-isoleucina  Padrão 12,92 158 73 218 

Glicina Padrão 13,13 130 73 147 

Norvalina Padrão 13,58 232 73 144 

Serina Padrão 14,15 204 73 218 

L-treonina Padrão 14,62 218 73 117 

Beta-alanina  Padrão 15,20 174 73 147 
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continuação). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

Ácido aminomalônico NIST 15,96 147 73 218 

2-Pirrolidona-5-ácido carboxílico  NIST 16,19 84 73 147 

Ácido piroglutâmico Padrão 16,70 156 73 147 

L- ácido aspártico Padrão 16,74 232 73 147 

L-prolina Padrão 16,83 140 73 230 

DL-ornitina  Padrão 18,12 142 174 420 

Ácido glutâmico Padrão 18,20 246 73 128 

DL-fenilalanina   Padrão 18,27 218 73 192 

L-lisina Padrão 22,27 174 73 317 

L-tirosina   Padrão 22,48 218 73 147 

 

Carboidratos e seus conjugados 

 
Glicerol   Padrão 12,63 147 73 205 
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continuação). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

Meso-eritritol    NIST 16,66 147 73 217 

Ácido eritrônico NIST 17,47 147 73 292 

D-xilofuranosa NIST 17,51 82 73 110 

Ribitol    NIST 19,89 103 73 147 

D-psicofuranosa NIST 20,96 217 438 75 

D-fructopiranosa NIST 21,16 204 73 147 

D-frutose Padrão 21,90 103 73 217 

D-manitol    NIST 22,61 147 73 319 

D-sorbitol    NIST 22,70 147 73 319 

D-glicero-D-gulo-heptose    NIST 27,85 103 73 147 

Dulcitol    NIST 27,93 103 73 147 
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continuação). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

 

Ácidos graxos e seus conjugados 

 

Ácido metilmaleíco NIST 13,90 147 73 259 

Ácido málico NIST 16,25 147 73 233 

Ácido hexadecanóico Padrão 23,55 117 73 132 

Ácido esteárico NIST 25,77 117 73 341 

 

Esteroides e derivados 

 

Androstenediona NIST 29,01 147 73 91 

Colesterol   Padrão 34,53 129 73 207 

http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0000262
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continuação) 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

 

Nucleosídeos, nucleotídeos e análogos 

 

Inosina NIST 29,40 217 73 207 

5-Metiluridina NIST 29,77 217 73 147 

 

Outros compostos orgânicos 

 

Propileno glicol  NIST 6,81 117 73 147 

Pirrolidinona    NIST 7,55 99 71 152 

Ácido lático  NIST 8,21 117 73 147 

Pentano NIST 9,72 85 69 55 

Ácido oxálico NIST 9,93 147 73 133 

Ureia   Padrão 11,83 147 73 189 
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (continuação). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

Ácido benzoico  NIST 11,91 105 77 179 

Ácido butanedióico NIST 13,20 147 73 247 

Ácido fumárico NIST 13,78 245 73 147 

Creatinina enol  NIST 17,26 115 73 100 

Ácido 2-oxoglutárico  Padrão 17,55 147 73 75 

Amino-metil-propanediol    NIST 17,89 188 73 100 

Ácido aconítico NIST 19,98 229 67 375 

4-cetoglucose    NIST 20,05 89 59 392 

Ácido hipúrico  NIST 20,72 105 73 206 

Ácido cítrico  Padrão 21,10 147 73 273 

Ácido carbônico  NIST 22,82 71 58 147 

Mio-inositol    NIST 24,49 147 73 217 

Ácido úrico    NIST 24,53 442 73 457 

p-Tolyl-beta-D-glucuronide NIST 28,09 180 73 147 
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Tabela 2. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM. Os metabólitos identificados pelos padrões externos e pela 

biblioteca NIST foram classificados com base nas suas classes químicas. Os metabólitos foram identificados pelos seus tempos de retenção, por um íon 

alvo e por dois íons quantitativos (conclusão). 

Metabólitos e classes químicas Forma de identificação 
Tempo de retenção 

(minutos) 

Íon alvo 

(m/z) 

Íon quantitativo 1 

(m/z) 

Íon quantitativo 2 

(m/z) 

 

Compostos inorgânicos  

 

Borato NIST 11,00 221 73 248 

Ácido fosfórico  NIST 20,33 299 73 357 
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Figura 1. Cromatograma representativo de CG-EM do plasma seminal de touros. Os picos do ácido lático, glicerol, ácido fosfórico, ácido cítrico, 

frutose, ácido heptadecanóico (padrão interno) e colesterol são apresentados. 



63 
 
 

 

3.3.2 Classe química dos metabólitos 

 

A classe química dos aminoácidos, peptídeos e análogos apresentou o maior número de 

metabólitos no plasma seminal bovino. Nessa classe, foram detectados 21 compostos, incluindo 

ácido glutâmico, alanina, isoleucina, leucina e serina, entre outros. O segundo maior grupo, 

com 20 metabólitos identificados, foi o dos compostos orgânicos, os quais constituíram o ácido 

cítrico, ácido lático, ureia, ácido úrico e mio-inositol. Foram, também, identificados no plasma 

seminal dos touros, 12 carboidratos e seus conjugados, incluindo frutose, manitol, sorbitol, 

glicerol e ribitol. Além disso, foram detectados ácidos graxos e seus conjugados (ácido málico, 

ácido hexadecanóico, ácido metilmaleico e ácido esteárico); esteroides e seus derivados 

(androstenediona e colesterol); nucleosídos, nucleotídeos e análogos (inosina e 5-metiluridina) 

e compostos inorgânicos (borato e ácido fosfórico) (Tabela 2 e Figura 2). 

 

 

Figura 2. Número de metabólitos por classe química. Os metabólitos identificados foram 

categorizados de acordo com suas classes químicas, definidas como aminoácidos, peptídeos e 

análogos; carboidratos e seus conjugados; ácidos graxos e seus conjugados; esteroides e 

derivados; nucleosídeos, nucleotídeos e análogos; outros compostos orgânicos e compostos 

inorgânicos. 
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3.3.3 Metabólitos mais e menos predominantes do plasma seminal de touros 

 

Com base nas razões de abundância, a frutose foi o metabólito mais predominante 

identificado no plasma seminal de todos os touros. Seguida pelo ácido cítrico, ácido láctico, 

ureia e ácido fosfórico (Figura 3A). No entanto, a androstenediona, 4-cetoglucose, D-

xilofuranose, ácido 2-oxoglutárico e ácido eritrônico foram os cinco metabólitos menos 

predominantes encontrados no plasma seminal bovino (Figura 3B). 

 

 

Figura 3. Razões de abundância dos metabólitos mais (A) e menos (B) abundantes 

identificados no plasma seminal de touros. A razão de abundância dos metabólitos foi calculada 

por meio da divisão das abundâncias dos íons alvo de cada metabólito pela abundância do 

padrão interno. As barras verticais representam o erro padrão da média. 
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3.3.4 Associações entre os metabólitos do plasma seminal e a fertilidade dos touros 

 

A análise estatística multivariada do metaboloma do plasma seminal dos touros, 

realizada através da PLS-DA, indicou uma distinta separação entre os touros de alta e baixa 

fertilidade, conforme demonstrado pelo gráfico das pontuações (scores plot) do PLS-DA 

(Figura 4).  

 

 

Figura 4. Gráfico das pontuações de PLS-DA do plasma seminal de touros de alta (Δ AF) e 

baixa (+ BF) fertilidade.  

 

Os metabólitos com escore de VIP superior a 1,5 incluíram o ácido 2-oxoglutárico, 

frutose, ácido fosfórico, D-manitol, 4-cetoglucose, dulcitol e ácido eritrônico (Figura 5). Entre 

estes compostos, o ácido 2-oxoglutárico obteve o mais elevado escore de VIP (VIP = 2,17), 

seguido pela frutose (VIP = 2,1). O escore de VIP e o seu mapa de calor (heatmap) 

correspondente indicaram as concentrações mais elevadas ou as mais baixas de cada metabólito 

no plasma seminal dos touros de AF e BF. As concentrações do ácido 2-oxoglutárico, ácido 
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fosfórico, D-manitol e dulcitol foram menores nos touros de AF do que nos de BF. Contudo, a 

frutose, a 4-cetoglucose e o ácido eritrônico foram mais abundantes em touros de AF em 

comparação com os de BF. 

 

 

Figura 5. Escores de VIP dos metabólitos do plasma seminal de touros de alta (AF) e baixa 

fertilidade (BF). Os metabólitos com VIP > 1,5 foram selecionados. O mapa de calor (heatmap) 

com os quadrados vermelhos e verdes indica a concentração alta ou baixa, respectivamente, do 

metabólito correspondente nos touros de AF e BF. A pontuação VIP foi baseada no modelo 

PLS-DA. 



67 
 
 

 

Com base na análise estatística univariada, as razões de abundância dos metabólitos 

ácido 2-oxoglutárico (P = 0,02), ornitina (P = 0,03), L-leucina (P = 0,04) e D-manitol (P = 

0,04) foram menores em touros de AF do que em touros de BF. Enquanto que a razão de 

abundância da frutose foi maior (P = 0,02) em bovinos de AF, quando comparada com os de 

BF (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Gráficos de box plot das razões de abundância dos metabólitos ácido 2-oxoglutárico 

(A), frutose (B), ornitina (C), L-leucina (D) e D-manitol (E), identificados no plasma seminal 

de touros e que foram significativamente diferentes (P < 0,05) entre os touros de alta (AF) e 

baixa (BF) fertilidade.  
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A frutose foi correlacionada positivamente com os compostos amino-butirolactona (r = 

0,55, P = 0,005), ácido oxálico (r = 0,69, P < 0,0005) e ácido fumárico (r = 0,57; P < 0,005) e 

inversamente associado com o p- tolil- Beta-D-glucuronida (r = -0,51; P = 0,01), ácido lático 

(r = - 0,54; P = 0,006), ureia (r = - 0,52; P = 0,009), ácido 2-pirrolidona-5-carboxílico (r = - 

0.51; P = 0,001), ácido glutâmico (r = - 0,53; P = 0,008), ácido fosfórico (r = - 0,54; P = 0,007) 

e D-glicero-D-gulo- heptose (r = - 0,56; P = 0,004) (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Mapa de calor da correlação de Pearson entre os metabólitos identificados no plasma 

seminal de touros. O mapa de calor (heatmap) com os quadrados vermelho escuro e azul escuro 

indica uma alta correlação positiva e uma alta correlação negativa, respectivamente, entre os 

metabólitos identificados. 
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3.3.5 Redes metabólicas dos metabólitos do plasma seminal de touros 

 

As redes metabólicas foram determinadas para a frutose, ácido cítrico, ácido lático e 

ureia, os quais foram os metabólitos mais abundantes encontrados no plasma seminal dos 

touros, bem como para o ácido 2-oxoglutárico, que foi o metabólito com maior escore de VIP. 

Baseado na rede metabólica da frutose (Figura 8A), o D-sorbitol sofre uma reação reversível 

para produzir frutose, a qual é convertida em beta-D-frutose-6-fosfato e D-frutose-1-fosfato. O 

ácido cítrico pode ser convertido e reconvertido em cis-aconitato, isocitrato, acetato e 

oxaloacetato. Em seguida, reações não reversíveis produzem acetil-CoA e oxaloacetato (Figura 

8B). O ácido lático é sintetizado a partir do S-lactoilglutationa ou piruvato através de uma 

reação não reversível e uma reversível, respectivamente (Figura 8C). A ureia pode ser 

produzida a partir da L-arginina e do alantoato, os quais são convertidos em ureia e 

ureidoglicolato. A L-arginina pode ser hidrolisada em ureia e ornitina (Figura 8D). O ácido 2-

oxoglutárico está envolvido em diversas reações reversíveis e não reversíveis, uma vez que ele 

pode ser sintetizado a partir do L-glutamato, succinil-CoA, 2-hidroxigutarato, 2-metil-3-

oxopropanoato e 3-amino-2-metilpropanoato, entre outros. Ao mesmo tempo, ele pode ainda 

ser convertido em 3-carboxi-1-hidroxipropil-ThPP, succinato e peptídeo-3-hidroxi-L-aspartato 

(Figura 8E). 
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Figura 8. Redes metabólicas dos metabólitos frutose (A), ácido cítrico (B), ácido lático (C), 

ureia (D) e ácido 2-oxoglutárico (E), identificados no plasma seminal de touros: As redes 

metabólicas foram geradas usando o Metscape, versão 3.1.2, um plug-in do programa 

Cytoscape, versão 3.2.1 (http: /www.cytoscape.org). Os metabólitos inseridos no programa são 

mostrados em hexágonos vermelhos. Os compostos gerados pelo programa são representados 

como hexágonos cor-de-rosa, as reações reversíveis, como quadrados cinza com texto roxo e, 

as reações não reversíveis, como quadrados cinza com texto laranja. 
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3.4 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, nós realizamos análises utilizando a técnica de CG-EM para avaliar 

o metaboloma do plasma seminal de touros e identificar potenciais biomarcadores de 

fertilidade. Adicionalmente, nós utilizamos ferramentas de bioinformáticas para identificar 

interações e reações, as quais os metabólitos do plasma seminal desses animais estão 

envolvidos. Apesar de um estudo anterior ter investigado a composição de aminoácidos e de 

ácidos graxos no plasma seminal bovino por meio de CG-EM (HOLDEN et al., 2017), o 

presente estudo é, de fato, o primeiro a realizar uma avaliação mais abrangente do metaboloma 

do plasma seminal bovino, o qual incluiu não só a identificação de aminoácidos e ácidos graxos, 

mas também carboidratos, nucleosídeos, esteróides, compostos orgânicos e inorgânicos por 

CG-EM. Além disso, descrevemos a associação desses metabólitos específicos do plasma 

seminal com os escores de fertilidade de touros mensurados in vivo. 

Os metabólitos são produtos de reações metabólicas, apresentando-se em inúmeras vias 

bioquímicas (DUNN et al., 2011), adicionalmente eles têm sido relatados como potenciais 

biomarcadores de fertilidade masculina (DEEPINDER et al., 2007; KOVAC et al., 2013). Deste 

modo, pequenas moléculas, tais como: aminoácidos, peptídeos, carboidratos, ácidos graxos, 

esteróides e nucleosídeos, entre outras, estão relacionados a importantes fatores associados ao 

bom funcionamento da fisiologia espermática, incluindo a motilidade, a proteção da membrana 

e o controle do pH (KAMP; LAUTERWEIN, 1995; DEEPINDER et al., 2007; GILANY et al., 

2014; KUMAR et al., 2015). Como mostrado no presente estudo, após as análises por CG-EM, 

as principais classes químicas do plasma seminal bovino foram definidas como aminoácidos, 

peptídeos e análogos, seguidos por outros compostos orgânicos e pelos carboidratos e 

carboidratos conjugados.  

No presente estudo, foram identificados 21 metabólitos descritos como aminoácidos, 

peptídeos e análogos no plasma seminal bovino. Similarmente, em um estudo anterior foram 

detectados 20 aminoácidos (AL-HAKIM et al., 1970) e em um recente estudo foram 

identificados 23 aminoácidos (HOLDEN et al., 2017) no plasma seminal de touros utilizando a 

técnica CG-EM. Outros estudos relataram a presença de um elevado número de aminoácidos 

nos espermatozoides humanos (PAIVA et al., 2015) e no fluido epididimário de caprinos 

(PATEL et al., 1999). Sabe-se que além de desempenhar um papel essencial como constituinte 

básico das proteínas presentes nos espermatozoides (PAPP et al., 1983), os aminoácidos 

participam em eventos fisiologicamente importantes para as células espermáticas, incluindo 
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proteção e regulação das suas atividades metabólicas (PATEL et al., 1999). Além disso, têm 

sido sugerido que os aminoácidos protegem os espermatozoides ovinos durante a 

criopreservação, diminuindo a peroxidação lipídica e atuando contra lesões causadas pelos 

radicais livres (SANGEETA et al., 2015). 

Já a presença de carboidratos no plasma seminal de mamíferos é uma fonte essencial de 

energia para as células espermáticas, pois estas moléculas fazem parte de diversas vias de 

produção de energia (GRAVES; SALISBURY, 1966; WILLIAMS; FORD, 2001; JUYENA; 

STELLETTA, 2012). Uma delas é a via da glicólise, a qual os espermatozoides de mamíferos 

usam para obter energia. Nesta via, os carboidratos presentes no plasma seminal, entre eles a 

frutose, são necessários para a geração de trifosfato de adenosina (ATP), o que leva ao aumento 

da atividade respiratória dos espermatozoides, um evento importante para dar suporte a ótima 

motilidade e sobrevivência dessas células (MANN, 1946; MUKAI; OKUNO, 2004; FORD, 

2006). 

Nossos resultados mostraram que os metabólitos mais predominantes detectados no 

plasma seminal dos touros foram a frutose, o ácido cítrico, o ácido láctico, a ureia e o ácido 

fosfórico, enquanto a androstenediona, a 4-cetoglucose, a D-xilofuranose, o ácido 2-

oxoglutárico e o ácido eritrônico foram os menos abundantes. A análise estatística multivariada 

mostrou que a frutose contribuiu para a separação dos grupos e ela foi o metabólito com o 

segundo maior escore de VIP. Adicionalmente, a concentração de frutose foi significativamente 

maior em touros de alta fertilidade do que em animais de baixa fertilidade. Corroborando com 

estes achados, os estudos têm mostrado que a frutose é a principal fonte de energia para os 

espermatozoides de touros e, também, é o principal carboidrato presente no plasma seminal 

desses animais (MANN, 1946; KING; MANN, 1959; OEFNER et al., 1985; LIBERDA et al., 

2001).  

A frutose é um metabólito produzido nas vesículas seminais através de estimulação 

androgênica (KUMAR; FAROOQ, 1994; JUYENA; STELLETTA, 2012) e, além dela ser 

encontrada no plasma seminal de touros, ela tem sido observada no fluido seminal de outras 

espécies, incluindo búfalos (ANAND, 1973), caprinos (ANAND, 1973; MENDOZA et al., 

1989), ovinos (MATSUOKA et al., 2006), javalis (BARONOS, 1971) humanos (LEWIS-

JONES et al., 1996; ZÖPFGEN et al., 2000; JAYARAMAN et al., 2014) e coelhos (YOUSEF 

et al., 2005). Conforme revelado pelas nossas análises in silico, a frutose está envolvida em vias 

metabólicas fundamentais para a produção de energia para os espermatozoides. Uma delas, é a 

via em que a frutose é produzida a partir do sorbitol, presente na membrana das células 
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espermáticas, por meio de uma reação catalisada pela enzima sorbitol desidrogenase. Nesta via, 

logo após a sua produção, a frutose entra na célula e é, então, convertida em beta-D-frutose-6-

fosfato e frutose 1-fosfato (KING; MANN, 1959; CAO et al., 2009). A frutose pode, ainda, ser 

metabolizada em ácido lático, que é conhecida como a via da frutólise, a qual é dependente de 

alguns fatores, como pH e temperatura (MANN, 1946; KING; MANN, 1959). 

Estudos anteriores relataram que foram encontrados menores níveis de frutose no 

plasma seminal de homens inférteis idiopáticos, azoopérmicos e oligozoospérmico em 

comparação aos níveis presentes no plasma seminal de homens férteis (JAYARAMAN et al., 

2014). Yousef et al. (2005) sugeriram, ainda, que a diminuição nos níveis de frutose no plasma 

seminal de coelhos intoxicados com cloreto de alumínio pode ter sido um dos fatores para a 

redução da motilidade espermática observada nesses animais. Assim sendo, como a frutose é 

uma importante fonte de energia para os espermatozoides, baixos níveis deste metabólito no 

plasma seminal de touros poderiam reduzir o suprimento de energia para essas células, afetando 

o metabolismo das mesmas e consequentemente comprometendo a fertilidade desses animais. 

Como observado no plasma seminal de touros, o ácido cítrico também é encontrado no 

sêmen de outras espécies de mamíferos, tais como javali (BOURSNELL et al., 1972; KAMP; 

LAUTERWEIN, 1995), homem (HAMAMAH et al., 1993; JAYARAMAN et al., 2014) e 

coelho (WILLIAMS et al., 1990). O ácido cítrico é um metabólito que ajuda a controlar o pH 

do sêmen de javalis e desempenha um papel importante como uma molécula quelante de zinco, 

magnésio e cálcio (KAMP; LAUTERWEIN, 1995). As concentrações de zinco, magnésio e 

cálcio no plasma seminal humano e de seus quelantes podem influenciar o metabolismo do 

espermatozoide, afetando o transporte, a reação acrossômica e a fertilização dessas células 

(SØRENSEN et al., 1999). Um estudo anterior demonstrou que a presença de ácido cítrico no 

plasma seminal está associada à fertilidade dos touros, tendo potenciais efeitos sobre a 

capacitação espermática e reação acrossômica (KUMAR et al., 2015). O ácido lático, assim 

como a frutose e o ácido cítrico, é usado como outra importante fonte de energia para as células 

espermáticas (PAVENTI et al., 2015) e níveis baixos de ácido lático foram detectados em 

espermatozoides de touro com baixa viabilidade (DILLS et al., 1981). 

Como mostrado no presente estudo, nós ainda detectamos níveis elevados de ureia e de 

ácido fosfórico no plasma seminal dos touros. A ureia também já foi encontrada no fluido 

seminal humano (SRIVASTAVA et al., 1984), entretanto o papel que ela desempenha no sêmen 

ainda é desconhecido. Uma vez que a ureia é um produto final do metabolismo das proteínas 

(NEWAIRY et al., 2009) e que o líquido seminal tem elevados níveis de proteína, é possível 
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que a ureia, presente no fluido seminal, seja um produto da degradação proteica. No presente 

estudo foi observado, também, que o ácido fosfórico apresentou o terceiro maior escore de VIP, 

o que mostrou a associação deste metabólito com os menores escores de fertilidade dos touros. 

Nos espermatozoides, o ácido fosfórico pode ser um produto de uma reação catalisada pela 

enzima pirofosfatase inorgânica (PPA1). A PPA1 catalisa a hidrólise de uma molécula de 

pirofosfato inorgânico (PPi) para que ocorra a produção de duas moléculas de ácido fosfórico, 

levando à liberação de energia. O transporte do PPi dos espermatozoides para o plasma seminal 

pode ser regulado por uma proteína transmembrana, chamada proteína de anquilose progressiva 

(ANKH). Assim sendo, a energia produzida a partir da conversão de PPi em ácido fosfórico 

poderia ser utilizada para a motilidade espermática e, também, durante a fertilização (YI et al., 

2012).  

No presente estudo, o propileno glicol foi identificado no plasma seminal de touros e 

este resultado está de acordo com estudos anteriores, os quais mostraram que o propileno glicol 

está presente no espermatozoide humano (PAIVA et al., 2015), soro sanguíneo (PSYCHOGIOS 

et al., 2011) e urina (BOUATRA et al., 2013). Além disso, o propileno glicol, uma molécula 

sintética, é encontrado em produtos farmacêuticos e em alimentos que são rotineiramente 

utilizados para a alimentação animal, podendo ser usado como aditivo alimentar para o gado 

leiteiro (NIELSEN; INGVARTSEN, 2004). Assim sendo, nós acreditamos que a presença do 

propileno glicol no plasma seminal de touros não é resultado de uma contaminação, uma vez 

que este metabólito já foi, anteriormente, detectado em células e secreções humanas. No 

entanto, é possível que o propileno glicol derive, originalmente, de alimentos, o que também 

pode ser a razão pela qual ele tenha sido identificado tanto em amostras humanas, como 

animais. 

O componente identificado como ácido 2-oxoglutárico foi um dos metabólitos menos 

abundantes presente no plasma seminal dos touros, mas apresentou o maior escore de VIP, 

sendo encontrado em menores níveis nos fluidos seminais de touros de alta fertilidade em 

comparação com os touros de baixa fertilidade. Corroborando com os nossos resultados, um 

estudo anterior relatou que o ácido 2-oxoglutárico foi encontrado em níveis mais elevados no 

plasma seminal de pacientes com astenozoospermia quando comparados com os níveis desse 

metabólito em homens saudáveis (ZHANG et al., 2015). Sabe-se que o ácido 2-oxoglutárico 

pode ser sintetizado a partir do glutamato pela ação da enzima 2-oxoglutarato aminotransferase 

(LI et al., 2014), como, também, foi observado após a análise in silico realizada no presente 

estudo. No sêmen de javalis, a 2-oxoglutarato aminotransferase foi detectada principalmente 
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nos espermatozoides (VAN DER HORST, 1970) e, essa enzima foi liberada no meio 

extracelular em níveis mais altos pelas células espermáticas de javalis com baixa viabilidade, 

após o congelamento do sêmen (MOORE; HIBBITT, 1977). Outros estudos têm proposto que 

a alta atividade da 2-oxoglutarato aminotransferase no plasma seminal e sua liberação 

aumentada no fluido extracelular são indicadores de lesão da membrana espermática e baixa 

qualidade do sêmen em caprinos e touros (GRAHAM; PACE, 1967; VAN DER HORST et al., 

1979; TULI; HOLTZ, 1994). Assim sendo, todos esses achados poderiam explicar a ocorrência 

de maiores concentrações do ácido 2-oxoglutárico no plasma seminal de bovinos de baixa 

fertilidade observada no presente estudo.  

Em contraste com as investigações que demonstram que o ácido 2-oxoglutárico e a 2-

oxoglutarato aminotransferase estão associados à baixa qualidade reprodutiva de homens, 

caprinos e touros, um estudo relatou que a incubação in vitro de espermatozoides de ratos com 

o ácido 2-oxoglutárico protege essas células contra o estresse oxidativo causado por peróxido 

de hidrogênio (H2O2) (LI et al., 2010). Embora esses autores tenham sugerido que o ácido 2-

oxoglutárico possui atividade antioxidante, as comparações de tais resultados com os nossos 

devem ser feitas com cautela, uma vez que no estudo de Li et al. (2010), os espermatozoides de 

ratos foram incubados simultaneamente com H2O2 e ácido 2-oxoglutárico, em condições 

totalmente controladas. Além disso, o experimento foi conduzido com espermatozoides 

epididimários, os quais apresentam tanto atividades funcionais, quanto metabólicas 

significativamente diferentes daquelas observadas em espermatozoides ejaculados. 

 

 

3.5 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, foi demonstrado que a frutose, o ácido cítrico, o ácido láctico, a 

ureia e o ácido fosfórico são os metabólitos mais abundantes do plasma seminal de touros. 

Adicionalmente, foi detectada a separação dos perfis metabolômicos entre os touros de alta e 

de baixa fertilidade e foi determinado que a frutose e o ácido 2-oxoglutárico são candidatos a 

biomarcadores de fertilidade de touros. Desta forma, os achados do nosso estudo ajudarão a 

melhorar a compreensão atual dos processos multifatoriais e complexos que envolvem a 

fisiologia da fertilidade masculina. 
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Conservação evolutiva e dinâmica de expressão da Integrina Subunidade Beta 5 em 

gametas e embriões bovinos 

 

RESUMO 

 

 

A fecundação e a pré-implantação são fases críticas do desenvolvimento inicial dos mamíferos, 

as quais contribuem para o crescimento embrionário posterior e, subsequentemente para a 

produção de futuros descendentes. As integrinas atuam como receptores de sinalização e 

reconhecem principalmente ligantes da matriz extracelular na superfície do oócito. Entretanto, 

seus possíveis papéis na ativação de oócitos e desenvolvimento embrionário ainda não são 

claramente compreendidos. Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar a expressão 

da integrina subunidade beta 5 (ITGβ5) em espermatozoides, oócitos e embriões bovinos em 

fases iniciais de desenvolvimento e, verificar a conservação evolutiva da ITGβ5. Os níveis de 

expressão da proteína ITGβ5 em espermatozoide de touros foi avaliada pela técnica de western 

blotting. A reação de transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase quantitativa 

em tempo real (RT-qPCR) foi empregada para avaliar os níveis de expressão de transcritos da 

ITGβ5 em oócitos e embriões bovinos. Além disso, ferramentas de bioinformática foram 

utilizadas com o intuito de determinar a conservação evolutiva da proteína ITGβ5 entre várias 

espécies. Os resultados do western blotting confirmaram a presença da ITGβ5 em 

espermatozoides de touros. Com base nas análises de RT-qPCR, foi observado que os níveis de 

ITGβ5 foram significativamente mais elevados nos embriões bovinos de 2 células, seguidos 

pelos embriões de 8-16 células. No entanto, não foi observada diferença significativa nos níveis 

de expressão da ITGβ5 nos estágios de mórula e blastocisto em comparação com os oócitos. 

As análises de bioinformática demonstraram que a ITGβ5 é conservada em várias espécies. 

Desta forma, nossos resultados demonstram a presença da ITGβ5 em espermatozoides, bem 

como, em oócitos e embriões bovinos em estágios iniciais se desenvolvimento, sugerindo um 

importante papel da ITGβ5 na fecundação e no desenvolvimento embrionário inicial desta 

espécie. 

 

 

Palavras-chave: integrinas, gametas, proteína, transcrito, RT-qPCR, western blotting.  
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Evolutionary conservation and expression dynamics of Integrin Subunit Beta 5 in 

bovine gametes and embryos 

 

ABSTRACT 

 

 

Fertilization and pre-implantation are critical phases of early mammalian development, which 

set the stage for later growth and future offspring. Integrins have been shown to act as signaling 

receptors and they primarily recognize extracellular matrix ligands on the oocyte surface. 

However, their possible roles in oocyte activation and embryo development are not clearly 

understood. Thus, the objectives of this study were to evaluate expression of integrin subunit 

beta 5 (ITGβ5) in sperm, oocytes and early bovine embryos, and to ascertain the evolutionary 

conservation of ITGβ5. To accomplish these objectives, expression levels of ITGβ5 protein in 

bull sperm were evaluated by western blotting. Real time-qPCR was carried out to evaluate the 

expression levels of ITGβ5 transcripts in oocytes and embryos from bovine species. In addition, 

bioinformatic tools were performed to determine to evolutionary conservation of ITGβ5 across 

species. Western blotting results showed the presence of ITGβ5 on bull spermatozoa. Moreover, 

RT-qPCR results demonstrated that ITGβ5 were significantly higher in 2-cell embryos and 8-

16 cell embryos. No significant difference in expression levels were showed in morula and 

blastocyst stages as compared to bovine oocytes. Bioinformatics analyses showed that ITGβ5 

is conserved across species. Therefore, our results showed the presence of ITGβ5 in 

spermatozoa as well as oocytes and embryos in early stages of development, suggesting an 

important role of ITGβ5 upon fecundation and early embryo development in the bovine species.  

 

 

Keywords: integrins, gametes, protein, transcript, RT-qPCR, western blotting  
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

A fusão entre o espermatozoide e o oócito é regulada por diversas moléculas presentes 

em ambos os gametas masculino e feminino e, envolve a interação entre as células, bem como, 

entre as células e a matriz extracelular. A superfamília de receptores de adesão celular é 

chamada de integrinas, as quais reconhecem ligantes da matriz extracelular, localizados na 

superfície do oócito. As desintegrinas são ligantes das integrinas, perturbando a adesão mediada 

pelas integrinas na superfície das células espermáticas (GOULD et al., 1990). As integrinas 

servem como receptores estruturais permitindo a interação célula-célula e célula-matriz, bem 

como receptores de sinalização que regulam os íons intracelulares de cálcio (Ca2+), o pH, o 

inositol e a fosforilação de proteínas no oócito (SCHWARTZ, 1993; MCNAMEE et al., 1996).  

As integrinas são proteínas heterodiméricas constituídas por um domínio extracelular e 

um citoplasmático, formados pelas subunidades α e β (SHRIMALI; REDDY, 2000). Em 

diversas células de vertebrados, já foram identificadas 18 subunidades α (α1-11, αv, αllb, αE, αL, 

αM, αX, αD), as quais são mais longas, e 8 subunidades β (β1-8), que são mais curtas. As 

subunidades α e β se juntam para formar diferentes combinações, sendo que cada uma dessas 

associações tem sua especificidade de ligação (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999; EVANS, 

2001). Desta forma, as integrinas são uma família de receptores de superfície celular para 

vibronectina, laminina, fibronectina e colágeno (HYNES, 1987), o que pode indicar um papel 

na interação entre o espermatozoide e o oócito (FUSI; BERNOCCHI; et al., 1996). Takada et 

al. (2007) sugeriram que a fosforilação da tirosina no motivo NPxY/F pode ser o modo de 

interação das integrinas com outras proteínas de membrana. Assim sendo, como as integrinas 

podem mediar a adesão celular, elas podem ser, portanto, alvos importantes para o 

desenvolvimento de agentes terapêuticos (HUMPHRIES, 2000). 

Estudos anteriores demonstraram que a integrina alfa4-beta7 participa da aderência de 

linfócitos à fibronectina, à uma molécula de adesão de células vasculares 1 (VCAM-1) e à 

linfócitos de agrupamento de células homotípicas (RUEGG et al., 1992). Thys et al. (2009) 

mostraram que os espermatozoides bovinos expressam a integrina alfa5-beta1, a qual 

desempenha um papel importante na fertilização. Já Silva et al. (2015) mostraram a presença 

da integrina subunidade beta-5 (ITGβ5) testículo humano e no fluido do epidídimo. Além disso, 

polimorfismos nucleotídicos únicos na ITGβ5 foram associados à fertilidade de touros 

(FEUGANG et al., 2009).  
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Embora tenha sido demonstrado que as integrinas atuam como receptores de 

sinalização, as suas possíveis funções na ativação de oócitos e no desenvolvimento embrionário 

não são claramente compreendidas. Estas lacunas no conhecimento dos mecanismos 

moleculares que regulam estas moléculas dificulta a compreensão completa de todas as etapas 

cruciais envolvidas na fertilização e no desenvolvimento embrionário inicial de mamíferos. 

Neste contexto, os objetivos do presente estudo foram determinar a expressão da ITGβ5 em 

espermatozoides, oócitos e embriões de bovinos nas fases iniciais de desenvolvimento e, 

verificar a conservação evolutiva da ITGβ5. 

 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Determinação da fertilidade dos touros 

 

As amostras de sêmen criopreservado e os dados de fertilidade de oito touros com 

diferentes fenótipos de fertilidade foram fornecidos pela Alta Genetics (Watertown, WI, EUA). 

Os touros foram selecionados com base na sua fertilidade, como descrito anteriormente por 

Peddinti et al. (2008). Os fatores que influenciam o desempenho de fertilidade dos animais, tais 

como: fatores ambientais e de manejo de rebanho, foram ajustados por meio de modelos 

estatísticos semelhantes aos descritos por Zwald et al. (2004). A predição de fertilidade de cada 

touro foi obtida usando o software Probit.F90 (CHANG et al., 2004) e expressa como a 

percentagem de desvio da taxa de concepção de cada bovino em relação a  taxa de concepção 

média de todos os touros. A tabela 1 fornece a lista de touros e seus dados de fertilidade. 
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Tabela 1. Dados de fertilidade dos touros. O escore de fertilidade de cada touro foi obtido 

usando o software Probit.F90 e expresso como a percentagem de desvio das suas taxas de 

concepção em relação à média de concepção de todos os touros. 

Número dos touros 

Escore de fertilidade  

(Percentagem de desvio da taxa concepção 

do touro em relação à média) 

1 3,7 

2 2,6 

3 2,5 

4 -3,1 

5 -3,5 

6 -4,0 

7 -4,2 

8 -4,9 

 

 

4.2.2 Determinação dos níveis de expressão da ITGβ5 em espermatozoides de touros 

 

 

4.2.2.1 Extração e quantificação de proteínas espermáticas  

 

As proteínas das membranas plasmáticas das células espermáticas dos touros foram 

extraídas de acordo com o método descrito por Escoffier et al. (2015), com modificações. 

Resumidamente, as palhetas de sêmen criopreservado dos oito touros foram descongeladas em 

banho-maria a 37°C, durante 1 minuto e, os espermatozoides foram separados do diluidor por 

centrifugação (700 x g, 4°C, 5 min). Posteriormente, as células espermáticas foram lavadas duas 

vezes, por meio de centrifugação (700 x g, 4°C, 5 min), com tampão fosfato salino (PBS) 

contendo coquetel de inibidor de protease (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN). 

Em seguida, a contagem total de espermatozoides foi determinada utilizando um 

hemocitômetro. Aproximadamente 20 × 106 células foram ressuspensas em 100 μL de tampão 

de amostra Laemmli (2% de SDS, 10% de glicerol e 0,0625 M de Tris-HCl) sem β-

mercaptoetanol, foram agitadas com vortex durante 1 minuto e aquecidas a 98°C, durante 5 



90 
 
 

 

minutos. As amostras foram, então, centrifugadas a 10.000 x g, a 4°C, por 5 minutos e, os 

sobrenadantes contendo as proteínas espermáticas foram recuperados e transferidos para um 

novo tubo, onde 5% de β-mercaptoetanol foi adicionado. Logo em seguida, as amostras foram 

aquecidas à 98°C, durante 5 minutos e, imediatamente congeladas a -80°C, até posteriores 

análises.  

Após o descongelamento das amostras, a concentração das proteínas foi determinada 

em triplica utilizando o kit Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit 2 (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA). Posteriormente, as proteínas foram precipitadas com acetona fria a -20°C, 

durante 3 horas, seguida por centrifugação (10.000 x g, 4°C, 10 min). Os sobrenadantes foram 

descartados e os pellets foram ressuspensos em 30 µl de tampão de amostra Laemmli (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA) com 5% de β-mercaptoetanol e armazenados a -80°C. 

 

 

4.2.2.2 Análises por western blotting da ITGβ5 nos espermatozoides de touros 

 

Uma alíquota de proteínas espermáticas (20 μg) de cada amostra foi agitada com vortex, 

aquecida a 98°C, durante 10 minutos e separada por meio de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE 4-20%, gel Mini-Protean TGXTM, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA). Em seguida, as proteínas foram transferidas dos géis para uma membrana de 

PVDF (Immobilon®-P polyvinylidene difluoride difluoreto), durante 2,5 horas, utilizando um 

sistema de transferência semi-seco HEP-1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), ajustado 

a uma corrente de 46mA. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora com 

5% de albumina sérica bovina (BSA), diluída em PBS com 0,1% de Tween 20 (PBS-T), à 

temperatura ambiente. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas durante 1 hora, à 

temperatura ambiente, com anticorpos primários específico contra a ITGβ5, obtido de caprino, 

na diluição de 1:2.000 (sc-5402, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) e específico para 

tubulina beta 2C (TUBβ2C), obtido de rato, na diluição de 1:500 (sc-134230; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas), os quais foram diluídos em PBS –T com 1% de BSA. A 

TUBβ2C foi utilizada como controle interno. As membranas foram, então, lavadas três vezes 

com PBS-T durante 10 minutos cada. Em seguida, as membranas foram incubadas durante 1 

hora, à temperatura ambiente, com os anticorpos secundários conjugados com HRP (horse 

radish peroxidase), anti-IgG de caprino (sc-2768, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) e 

anti-IgG de rato (sc-134230, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) e com o reagente 
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Precision Protein ™ StrepTactin-HRP Conjugate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), 

diluídos de 1:10.000 cada, em solução de 1% de BSA em PBS-T. Após 3 lavagens com PBS-

T, as membranas foram incubadas com os reagentes de quimioluminescência Clarity™ Western 

ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). As bandas foram detectadas por meio do 

software Image Laboratory (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) com uma exposição de 30 

segundos. A intensidade da banda de ITGβ5 foi analisada pelo software ImageJ, versão 1.49 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).  

 

 

4.2.3 PCR em tempo real para determinar os níveis de transcritos da ITGβ5 em oócitos e 

embriões bovinos 

 

 

4.2.3.1 Primers 

 

Os primers foram desenhados utilizando o software Primer3Plus (UNTERGASSER et 

al., 2007) e a sequência de referência de RNAm da ITGβ5 contida no NCBI (National Center 

for Biotechnology Information; NM_174679). Os primers foram escolhidos com base nos 

seguintes critérios: número de pares de bases, percentagem de C-G e temperatura de melting 

(Tm). Os primers foram testados utilizando o software Primer Premier, o qual permitiu analisar 

o potencial para a formação de dímeros de primers, dímeros cruzados, priming falsos e 

grampos. Inicialmente, foram testados dois primers, o primeiro primer escolhido (181 ITGβ5) 

apresentou 20 bases de comprimento, Tm de 60ºC e percentual de C-G de 55% e o segundo 

primer (230 ITGβ5) exibiu 20 bases de comprimento, Tm de 60ºC e percentual de C-G de 45%. 

As condições dos primers foram testadas utilizando cDNA obtidos de blastocistos e 

células de oócitos de bovinos. Os primers foram ajustados utilizando-se um gradiente de 

temperatura de 56ºC-60ºC em 1,5 MgCl2 e, em seguida, uma condição de primer ótimo (181 

ITGβ5: 1,25 MgCl2 a 58ºC e 230 ITGβ5: 1,25 MgCl2 a 55,7ºC). A concentração de cDNA do 

blastocisto foi de 40 ng/μL, e a concentração de cDNA das células de oócitos foi de 55 ng/μL. 

As amostras foram colocadas em Eppendorf Mastercycler com um programa de PCR de 95ºC 

por 3 minutos, 95ºC por 1 minuto, 58ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto e 72ºC por 5 minutos. 

O gradiente de temperatura foi ajustado de 56ºC a 60ºC. As amostras foram, então, avaliadas 
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por meio de SDS-PAGE, empregando uma voltagem de 110 V, durante 90 minutos. Os 

resultados foram visualizados utilizando um transiluminador UV. 

 

 

4.2.3.2 Extração, quantificação e purificação do RNA e síntese do cDNA 

 

O RNA total foi obtido a partir de oócitos, embriões de 2 células, embriões de 8 a 16 

células, mórulas e blastocistos (SAGIRKAYA et al., 2006) utilizando o kit RNeasy Micro 

(Qiagen, Valência, CA) de acordo com o protocolo do fabricante. A quantidade e pureza de 

RNA isolado foi determinada utilizando um espectrofotômetro NanoDrop. A qualidade de 

RNA isolado total foi estimada utilizando o kit Agilent Bioanalyzer 2100 RNA 6000 picochip 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). O RNA de todos os grupos foi utilizado para a síntese 

de cDNA utilizando o kit RTR-qPCR SuperScript III Platinum de Two Stepss, de acordo com o 

protocolo do fabricante. As amostras foram incubadas a 25ºC por 10 minutos, 42ºC por 50 

minutos e 85º por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado em cada tubo 0,5 μL de RNase H de 

E. coli e as amostras foram incubadas a 37ºC por 20 minutos. 

 

 

4.2.3.3 Reação de Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia da Polimerase 

quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR) 

 

A reação de transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase quantitativa 

em tempo real (RT-qPCR) foi realizada para avaliar a abundância de transcritos da ITGβ5 em 

relação ao housekeeping GAPDH. A avaliação quantitativa da amplificação do RNA foi 

detectada por SYBR® GreenER ™ qPCR SuperMixes para iCycler. Uma mistura de primers foi 

preparada utilizando 5 µL do primer direto, 5 µL do primer reverso e 40 µL de água sem a 

presença de nuclease. Em seguida, 495 μL de SYER® GreenER ™ qPCR SuperMix para 

iCycler®, 19,8 μL de mistura de primers e 409,2 μL de água tratada com o reagente dietil 

pirocarbonato (DEPC) foram combinados em um tubo para a realização de um total de 66 

reações. Uma alíquota de 14 μL desta mistura foi colocada em cada poço da placa de PCR e 1 

μL de cDNA (volume total da mistura: 15 μL) foi adicionado a todos os poços das amostras, 

enquanto 1 μL de água bidestilada (ddH2O) foi adicionado aos poços do controle negativo. 

Posteriormente, a placa de PCR foi centrifugada (1000 x g, 4°C, 1 min) e, em seguida, colocada 
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no iCycler iQ Real-Time PCR. Os ciclos do RT-qPCR foram ajustados para 50ºC por 2 minutos, 

95ºC por 8,5 minutos, 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC, 40 ciclos de 30 segundos a 60ºC e 40 

ciclos de 30 segundos a 72ºC, seguido de 1 minuto a 95ºC e 1 minuto a 55ºC. A curva de melting 

foi ajustada para iniciar a partir de 55ºC com aumentos de 0,5ºC por 80 ciclos de 10 segundos. 

Os valores de expressão foram calculados utilizando o método da curva padrão relativa.  

 

 

4.2.4 Análise estatística 

 

Os resultados dos RT-qPCR foram analisados pelo programa SAS 9.1.3 (SAS Institute 

Inc. Carey, NC), por meio de análise de variância (ANOVA). A ferramenta do software de 

expressão relativa (REST - relative expression software tool) foi utilizada para comparar todas 

as amostras. (FEUGANG et al., 2010). 

 

 

4.2.5 Análises de bioinformática da proteína ITGβ5 

 

 

4.2.5.1 Alinhamento de sequências múltiplas de aminoácidos e avaliação da percentagem de 

identidade da proteína ITGβ5 de bovino em comparação com outras espécies 

 

As sequências de aminoácidos da proteína ITGβ5 do boi (Bos taurus), homem (Homo 

sapiens), camundongo (Mus musculus), babuíno (Papio cynocephalus), macaco-rhesus 

(Macaca mulata), cão (Canis lupus familiaris), carneiro (Ovis aries), cavalo (Equus caballus), 

gato (Felis catus), gorila (Gorilla gorilla), peixe-zebra (Danio rerio), porquinho-da-índia 

(Cavia porcellus), rã (Xenopus laevis), elefante (Loxodonta africana), peru (Meleagris 

gallopavo), galo (Gallus gallus) e porco (Sus scrofa domesticus) foram obtidas no programa 

Uniprot (http://www.uniprot.org/). Posteriormente, o alinhamento dessas sequências múltiplas 

da ITGβ5 foi gerado pelo programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), 

que está disponível on-line no Instituto de Bioinformática Europeu (http://www.ebi.ac.uk/).  

O programa Clustal Omega também foi usado para determinar a percentagem de 

identidade das sequencias de aminoácidos da proteína ITGβ5 de bovinos em comparação com 

http://www.uniprot.org/
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as das outras espécies (homem, camundongo, babuíno, macaco-rhesus, cão, carneiro, cavalo, 

gato, gorila, peixe-zebra, porquinho-da-índia, rã, elefante, peru, galo e porco). 

 

 

4.2.5.2 Análise de dottup de similaridade das sequências de aminoácidos da ITGβ5 entre 

bovino, humano e camundongo 

 

As comparações de similaridade das sequências de aminoácidos da proteína ITGβ5 

foram realizadas utilizando uma ferramenta dottup disponível on-line no European Molecular 

Biology Open Software Suite (EMBOSS) Pairwise Alignment Algorithms. As comparações 

utilizadas foram bovino vs. humano, bovino vs. camundongo, e humano vs. camundongo.  

 

 

4.2.5.3 Árvore filogenética da ITGβ5  

 

A árvore filogenética com as 17 sequências de aminoácidos da ITGβ5 de bovino, 

homem, camundongo, babuíno, macaco-rhesus, cão, carneiro, cavalo, gato, gorila, peixe-zebra, 

porquinho-da-índia, rã, elefante, peru, galo e porco foi obtida utilizando o programa MEGA 6. 

 

 

4.2.5.4 Domínios conservados da ITGβ5 

 

As sequências de aminoácidos da proteína ITGβ5 foram analisadas utilizando o banco 

de dados Conserved Domain Database (CDD) do NCBI/BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool). Os domínios conservados a partir do alinhamento das sequências foram determinados 

utilizando um software que faz parte do pacote MSAVIS (LINDEMAN et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 



95 
 
 

 

4.3 RESULTADOS 

 

 

4.3.1 Detecção da proteína ITGβ5 nos espermatozoides de touros 

 

Foi realizada a análise de western blotting para avaliar a expressão da proteína ITGβ5 

na membrana plasmática dos espermatozoides de touros com diferentes fertilidades in vivo. Os 

resultados mostraram que a proteína ITGβ5 está presente na membrana plasmática dos 

espermatozoides de todos os touros avaliados (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Níveis de expressão da proteína ITGβ5 na membrana plasmática das células 

espermáticas de touros. (A) Análise de western blotting da proteína ITGβ5 nos espermatozoides 

de touros (1-8) com diferentes escores de fertilidade. (B) Intensidades das bandas da proteína 

ITGβ5 nos espermatozoides de touros (1-8). MW: peso molecular. 
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4.3.2 Expressão de transcritos da ITGβ5 em oócitos e embriões bovinos 

 

Os níveis de expressão de transcritos da ITGβ5 foram determinados em oócitos, 

embriões de 2 células, embriões de 8 a 16 células, mórulas e blastocistos utilizando RT-qPCR. 

A maior abundância de transcritos de ITGβ5 foi detectada em embriões de 2 células (P < 0,05), 

seguido por embriões de 8-16 células. Não foi observada diferença significativa no número de 

transcritos nos estágios de mórula e blastocisto em comparação com os oócitos. A quantidade 

de transcritos de ITGβ5 em oócitos foi equivalente ao de embriões de 8 a 16 células. (Figura 2) 

 

 

Figura 2. Número de transcritos de ITGβ5 em oócitos, embriões de 2 células, embriões de 8 a 

16 células, mórulas e blastocistos bovinos. A análise por RT-qPCR foi realizada para avaliar a 

abundância de transcritos da ITGβ5. Os transcritos nos oócitos e embriões bovinos foram 

analisados estatisticamente utilizando uma análise de variância. Letras diferentes correspondem 

às diferenças significativas (P < 0,05) entre as amostras analisadas.  

 

 

4.3.3 Conservação evolutiva da ITGβ5 

 

Utilizando o programa EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms foram obtidos os 

índices percentuais de identidade da sequência de aminoácidos da proteína ITGβ5 de bovinos 

em comparação com a de outras espécies. A percentagem de identidade da ITGβ5 de boi versus 

carneiro foi de 96,5%, de boi versus homem foi de 90,55% e de boi versus camundongo foi de 
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89,41%. Os índices percentuais de identidade da sequência de aminoácidos da ITGβ5 de 

bovinos em comparação com a de outras espécies variaram de 96,5% para bovinos versus 

carneiros a 68,69% para bovinos versus rãs (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2. Percentagem de identidade da sequência de aminoácidos da proteína ITGβ5 de 

bovino versus 17 espécies. As percentagens de identidade foram obtidas por meio do programa 

Clustal Omega. 

Espécies 
Percentagem (%) de identidade da proteína 

ITGβ5 de bovino vs. outras espécies 

Carneiro 96,50 

Porco 95,00 

Cavalo 94,98 

Babuíno 92,67 

Elefante 92,02 

Gorila 90,77 

Gato 90,75 

Homem 90,55 

Macaco-rhesus 90,30 

Camundongo 89,41 

Porquinho-da-índia 88,53 

Cão 86,04 

Galo 76,54 

Peru 76,01 

Peixe-zebra 70,62 

Rã 68,69 
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A análise de dottup das sequências da proteína ITGβ5 de bovino, rato e humano mostrou 

uma conservação estrutural significativa com poucas lacunas entre as três sequências (Figura 

3). Adicionalmente, a árvore filogenética revelou que a proteína ITGβ5 apresenta uma 

conservação evolutiva entre as 17 espécies avaliadas. A árvore filogenética também mostrou 

que existe uma maior semelhança entre a sequência de aminoácidos da proteína ITGβ5 de 

bovinos e carneiros, do que entre a espécie bovina e as outras espécies estudadas (Figura 4). Os 

domínios conservados foram determinados por meio das análises de 17 sequências de 

aminoácidos a proteína ITGβ5 no banco de dados Conserved Domain Database (CDD) do 

NCBI/BLAST. Em todas as espécies avaliadas, os domínios conservados que foram encontrados 

incluíram o da superfamília do fator de Von Willebrand tipo A (vWFA), da integrina beta cauda 

e o domínio citoplasmático beta da integrina (Figura 5). 

 

 
Figura 3. Semelhanças das sequências de aminoácidos da proteína ITGβ5 entre bovino, 

humano e camundongo. A análise de dottup foi realizada para comparar a similaridade das 

sequências de aminoácidos da proteína ITGβ5 entre as espécies. Uma linha diagonal contínua 

indica semelhança entre as sequências e a ruptura da linha indica baixa similaridade. O tamanho 

da janela utilizada foi de 10. 
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Figura 4. Árvore filogenética da proteína ITGB5. A análise de comparação evolutiva da proteína ITGB5 entre as espécies de animais foi 

realizada pelo programa MEGA 6 e envolveu 17 sequências de aminoácidos. 
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Figura 5. Domínios conservados da proteína ITGβ5. Os domínios da ITGβ5 são a superfamília 

do fator de Von Willebrand tipo A (vWFA), integrina beta cauda e domínio citoplasmático beta 

da integrina.  

 

 

4.4 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, nós avaliamos a presença da proteína ITGβ5 em espermatozoides 

de touros por meio da técnica de western blotting. Nós analisamos, também, os níveis de 

expressão de transcritos da ITGβ5 em oócitos e embriões bovinos em estágios iniciais de 

desenvolvimento utilizando o método de RT-qPCR, a fim de se ter uma melhor compreensão 

do papel da ITGβ5 na ativação de oócitos, no desenvolvimento embrionário e nas redes 

moleculares responsáveis pela fertilidade de bovinos. Adicionalmente, nós utilizamos 

ferramentas de bioinformática para identificar as sequências e os domínios conservados da 

proteína ITGβ5 em diferentes espécies. Assim sendo, este estudo demonstrou, pela primeira 

vez, que a ITGβ5 está presente em espermatozoides de touros. Ele forneceu, ainda, evidências 

de que os transcritos da ITGβ5 estão presentes em oócitos e que os níveis de expressão desses 

transcritos são elevados em embriões bovinos em estágios iniciais de desenvolvimento. Além 

disso, as análises evolutivas da ITGβ5 mostraram que esta proteína é conservada em várias 

espécies e provavelmente deve estar presente em muitas outras.  

As integrinas mediam a adesão celular à vitronectina e provavelmente influenciam a 

interação entre espermatozoide e oócito (FUSI; BERNOCCHI; et al., 1996). Em homens, a 

vibronectina já foi relatada como sendo sintetizada durante a espermatogênese e liberada logo 

após a capacitação (FUSI et al., 1994). No entanto, um estudo anterior relatou que os receptores 

de integrina α e β em humanos apenas aparecem após a capacitação (FUSI; TAMBURINI; et 

al., 1996). Nossos resultados mostraram que a ITGβ5 é expressa nos oócitos e na membrana 

plasmática dos espermatozoides de bovinos. Estes achados estão de acordo com os observados 

por Finaz e Hammami-Hamza (2000), que demonstraram evidências de que a ITGβ5 está 

envolvida na fusão do espermatozoide e oócito e que ela está localizada na superfície de ambos 
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os gametas masculino e feminino de humanos. Os resultados do presente estudo, também, 

corroboram com estudos anteriores, os quais relataram que a proteína integrina β1 é expressa 

na superfície de espermatozoides de homens (GLANDER; SCHALLER, 1993; REDDY et al., 

1998; BARRAUD-LANGE et al., 2007) e com o estudo realizado por Feugang et al. (2009), 

no qual  foi observado uma diminuição da capacidade de fertilização do oócito pelas células 

espermáticas de touros incubadas com anticorpos anti-ITGβ5, o que demonstra a presença da 

proteína ITGβ5 na membrana dos espermatozoides bovinos.  

No presente estudo, nós mostramos, por meio de análises de bioinformática, que a 

proteína ITGβ5 é conservada em diversas espécies e que contem domínios de vWFA, os quais 

estão envolvidos no processo de adesão celular e de interação proteína-proteína. Em função 

disto, tem sido relatado que a expressão das integrinas, em ambos os gametas, está implicada 

na interação entre o espermatozoide e o oócito (BARRAUD-LANGE et al., 2007). Desta forma, 

uma vez que as integrinas, grandes glicoproteínas heterodiméricas, atuam como receptores de 

superfície celular para a matriz extracelular e podem participar da adesão entre células 

(WHITTAKER; HYNES, 2002), sugere-se que a expressão da ITGβ5 na membrana das células 

espermáticas e no oócito é importante nas etapas de adesão e fusão dessas células durante o 

processo de fecundação. 

 Sabe-se que logo após a fusão do espermatozoide e do oócito, é iniciada a clivagem 

celular (BRONSON et al. 2000) e que o desenvolvimento contínuo do embrião resulta, então, 

na produção do trofectoderma e da massa celular interna pluripotente (MITALIPOV; WOLF, 

2009). Assim sendo, em um estudo realizado em camundongos, por Miranda et al. (2011), foi 

sugerido que a transcrição de Nanog, ativada pelo gene da proteína priônica (PRNP) por meio 

da ITGβ5, pode regular essa pluripotência das células embrionária (MIRANDA et al., 2011). 

Neste estudo, os autores demonstraram que a inibição da ITGβ5, impede a expressão de Nanog 

e, consequentemente, inibe a pluripotência. Deste modo, pode-se acreditar que a pluripotência 

é dependente da ITGβ5, sendo assim, a baixa expressão desta molécula, transmitida pelos 

espermatozoides, poderia impedir o desenvolvimento embrionário inicial ou sua 

sustentabilidade, devido a incapacidade de clivagem das células, logo após a fertilização. 

Como tem sido demonstrado, as integrinas participam da comunicação entre o 

espermatozoide e o oócito, bem como, estão envolvidas no início das vias de sinalização 

intracelular (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999). Além disso, acredita-se que as integrinas 

influenciam o desenvolvimento de embriões em estágio inicial de desenvolvimento (TAGA; 

SUGINAMI, 1998). Neste contexto, um estudo anterior relatou que as integrinas facilitam a 
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ligação dos espermatozoides ao oócito e que seus níveis de expressão aumentam durante as 

fases de desenvolvimento embrionário inicial e implantação (SUEOKA et al., 1997). 

Corroborando com esses achados, nós encontramos, no presente estudo, níveis de expressão da 

ITGβ5 significativamente mais elevados nos embriões bovinos de 2 células, comparados aos 

de 8 a 16 células e à embriões em estágios de desenvolvimento mais tardios. A elevada 

expressão da ITGβ5 no estágio embrionário de 2 células, logo depois da fecundação, indica a 

importância desta molécula não somente no momento da ligação do espermatozoide ao oócito, 

mas também nas fases que ocorrem imediatamente após a fertilização. Desta forma, o aumento 

da expressão dos transcritos logo no início do desenvolvimento embrionário é indicativo de 

uma possível embriogênese dependente de ITGβ5. Isto poderia mostrar a interface molecular 

da fusão espermatozoide-oócito necessária para iniciar ou manter o desenvolvimento 

embrionário precoce. Sendo assim, todos esses achados indicam que as integrinas podem 

desempenhar múltiplos papeis nas fases de fertilização, embriogênese e implantação. 

 

 

4.5 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstram a presença da ITGβ5 em espermatozoides, bem como 

em oócitos e embriões bovinos em estágios iniciais se desenvolvimento. Além disso, as análises 

de bioinformática, mostraram que a proteína ITGβ5 é altamente conservada entre várias 

espécies. Diante do exposto, os resultados do presente estudo suportam a ideia de que ITGβ5 

pode ter um importante papel na fecundação e no desenvolvimento embrionário inicial na 

espécie bovina.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES 

 

 

No presente trabalho, foi determinado o metaboloma do plasma seminal de touros, 

sendo que o ácido 2-oxoglutárico e a frutose foram considerados marcadores moleculares 

candidatos de fertilidade nesses animais. Adicionalmente, foi mostrado que a ITGβ5 é expressa 

nos espermatozoides, oócitos e embriões bovinos em estágios iniciais de desenvolvimento e 

que a proteína ITGβ5 é conservada em diferentes espécies.  

O estudo metabolômico do presente trabalho é inédito e incluiu etapas iniciais e 

essenciais na investigação do metaboloma do plasma seminal bovino, uma vez que os 

metabólitos foram mapeados, quantificados e seus padrões foram identificados em touros com 

diferentes fenótipos de fertilidade. Desta forma, esta pesquisa foi fundamental, pois os 

metabólitos identificados no presente estudo como potenciais biomarcadores poderão ser 

futuramente utilizados para predizer a fertilidade de touros e melhorar a eficiência reprodutiva 

dos rebanhos. Além disso, futuros estudos poderão ser realizados para avaliar se a adição desses 

metabólitos em crioprotetores e diluidores seminais melhoram as taxas de fertilidade após a 

inseminação artificial. Esses metabólitos poderão, ainda, ser testados em sistemas de FIV, como 

estratégia para melhorar a eficiência na produção de embriões.  

Como pode ser observado pelo presente trabalho, integrada em uma abordagem de 

biologia de sistemas, a metabolômica pode ser combinada com outros ciências  “ômicas”, como 

a genômica, transcriptômica e proteômica, para proporcionar uma melhor compreensão da 

fisiologia da reprodução em animais e em seres humanos, como a identificação de classes 

específicas de moléculas, levando, assim, a diagnósticos e tratamentos moleculares 

personalizados. Além disso, o uso complementar dessas abordagens, pode ser uma importante 

ferramenta na compreensão e predição da fertilidade, através da determinação de biomarcadores 

associados a esta condição, podendo auxiliar no diagnóstico precoce de distúrbios reprodutivos 

masculinos e femininos. Apesar da metabolômica poder ser empregada junto com outras 

abordagens, ela tem uma vantagem em relação as outras análises  “ômicas”,  pois ela é um 

método poderoso e de confiança para a identificação de metabólitos totais presentes em 

diferentes sistemas biológicos e sob uma dada condição fisiológica e/ou patológica, as 

mudanças nos metabólitos e nas suas concentrações são  amplificados e podem ser maiores do 

que as observadas no transcriptoma e no proteoma.  Assim sendo, os achados do presente 

trabalho fornecem um alicerce para que sejam realizados futuros estudos sobre as redes 
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moleculares envolvidas na fertilidade e infertilidade e, consequentemente, nas etapas de 

fertilização e de desenvolvimento embrionário de animais  e seres humanos. 


