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RESUMO

O plasma seminal, além de ser um importante meio carreador dos espermatozoides

ejaculados, relaciona-se com diversos metabólitos que exercem significativo papel em vários

eventos biológicos e têm sido vinculados a possíveis biomarcadores, auxiliando a predizer o

potencial reprodutivo de animais selecionados. Dessa forma, o presente estudo objetivou

avaliar os metabólitos do plasma seminal de touros Bos taurus indicus da raça Guzerá e suas

associações com a congelabilidade do sêmen. O sêmen de nove touros adultos foi colhido por

eletroejaculação e, em seguida, foi realizado o exame andrológico e a criopreservação.

Posteriormente, o sêmen foi descongelado e os parâmetros seminais foram avaliados pelo

CASA. As amostras do plasma seminal dos touros foram preparadas e, porteriormente,

analisadas com a utilização de cromatografia gasosa aliada à espectrometria de massas

(CG-EM) e análises multivariadas e univariadas dos dados obtidos. Os metabólitos do plasma

seminal e as suas respectivas vias foram identificados por bioinformática a partir dos

programas Xcalibur e Cytoscape com o plug-in Metscape e da plataforma MetaboAnalyst.

Sessenta e dois metabólitos foram identificados no plasma seminal dos touros. O

1,3-Dioxan-5-ol, ácido esteárico, miristato de colesterila, ácido 2-etilheptanoico e

isobutilamina foram os metabólitos mais abundantes enquanto que o ácido heptadecanoico,

pirrolidina, ácido não-adecanoico, 1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila foram os

metabólitos menos abundantes no plasma seminal. A análise estatística multivariada indicou

uma separação distinta entre os touros de alta e baixa congelabilidade. Os metabólitos com

maior pontuação de importância variável na projeção (VIP > 1,0) incluíram o ácido

propanoico, ribose, glicina, ácido heptadecanoico e ácido undecanoico. Entre os compostos, o

ácido propanoico (VIP = 3,5) e a ribose (VIP = 2,3) foram mais abundantes no grupo de alta

congelabilidade (AC) do que no grupo de baixa congelabilidade (BC). A análise do teste t

sugeriu que a concentração de ribose foi a única significativa (P = 0,014). Este metabólito

pode influenciar na redução do estresse oxidativo, na reparação de danos ao DNA e na

prevenção da apoptose celular, além de servir como possível fonte de energia para o

organismo. Desse modo, a ribose pode ser considerada um potencial biomarcador de

congelabilidade seminal em touros. Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a conduzir

uma avaliação dos metabólitos no plasma seminal de touros da raça Guzerá relacionados com

diferentes fenótipos de congelabilidade. As descobertas deste estudo servirão de auxílio para o

desenvolvimento de novas pesquisas e de uma melhor compreensão sobre os mecanismos de

criopreservação espermática.



Palavras-chave: Criopreservação. Plasma seminal. Metabolômica. Touros. Guzerá.



ABSTRACT

Seminal plasma, in addition to being an important carrier medium for ejaculated sperm, is

connected to several metabolites that play a significant role in many biological events and

have been linked to possible biomarkers, helping to predict the reproductive potential of

selected animals. The present study aimed to evaluate the seminal plasma metabolites of Bos

taurus indicus bulls of the Guzerá breed and their associations with semen freezability. Semen

from nine adult bulls was collected by electroejaculation, followed by andrological

examination and cryopreservation. Afterwards, the semen was thawed and the seminal

parameters were evaluated by CASA. Seminal plasma samples from bulls were prepared and

then analyzed using gas chromatography combined with mass spectrometry (GC-MS) and

multivariate and univariate analyzes. The seminal plasma metabolites and their respective

pathways were identified by bioinformatics from Xcalibur and Cytoscape programs and the

MetaboAnalyst platform. Sixty-two metabolites were identified in the seminal plasma of the

bulls. 1,3-Dioxan-5-ol, stearic acid, cholesteryl myristate, 2-ethylheptanoic acid and

isobutylamine were the most abundant metabolites, while heptadecanoic acid, pyrrolidine,

nonadecanoic acid, 1-ethyl-1-nitrosourea and ethyl lactate were the least abundant metabolites

in the seminal plasma. The multivariate statistical analysis indicated a distinct separation

between high and low freezability bulls. The metabolites with the highest score of variable

importance in the projection (VIP> 1.0) included propanoic acid, ribose, glycine,

heptadecanoic acid and undecanoic acid. Among the compounds, propanoic acid (VIP = 3.5)

and ribose (VIP = 2.3) were more abundant in the high freezability group (HF) than in the low

freezability group (LF). The t-test analysis suggested that only the concentration of ribose was

significant (P = 0.014). This metabolite can influence the reduction of oxidative stress, the

repair of DNA damage and the prevention of cellular apoptosis, in addition to serving as a

possible source of energy for the body. Thus, ribose can be considered a biomarker of seminal

freezability in bulls. As far as it is known, this is the first study to conduct an evaluation of the

metabolites in the seminal plasma of Guzerá bulls related to different freezability phenotypes.

The findings of this study will serve to assist the development of new research and a better

understanding of the mechanisms of sperm cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation. Seminal plasma. Metabolomics. Bulls. Guzerá.
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1 INTRODUÇÃO

O sêmen mamífero é um composto líquido que contém espermatozoides e

secreções dos órgãos acessórios e trato genital masculino (Hafez; Hafez, 2004). A porção

fluida deste composto, que é conhecida como plasma seminal (PS), é constituída por uma

mistura de secreções epididimárias, testiculares e secreções das glândulas acessórias (Juyena;

Stelletta, 2012). Além de ser um importante meio carreador dos espermatozoides ejaculados,

o PS é composto por diversos metabólitos, sejam eles carboidratos, aminoácidos, ácidos

graxos, dentre outros. É sabido que esses metabólitos exercem papel significativo em diversos

eventos biológicos e têm sido vinculados a possíveis biomarcadores, auxiliando na

identificação do potencial reprodutivo de animais selecionados (Oliver et al., 1998; Fiehn,

2001, 2002; Dunn et al., 2011). Dessa forma, diversos estudos, por meio de técnicas

metabolômicas, têm sido realizados com o objetivo de compreender a função e a participação

dessas moléculas nas diversas vias metabólicas da reprodução. Esses estudos se mostram

muito promissores, pois permitem tanto a identificação quanto quantificação de metabólitos

associados a um estado fisiológico, bem como alguma patologia ou defeito reprodutivo do

indivíduo (Hollywood; Brison; Goodacre, 2006; Patti; Yanes; Siuzdak, 2012).

Recentes pesquisas têm avaliado a relação entre os metabólitos e técnicas de

criopreservação. A criopreservação seminal é uma biotécnica reprodutiva importante, tendo

em vista que promove conservação e disseminação dos genótipos masculinos de boa

qualidade, por meio da inseminação artificial (IA), aperfeiçoando, assim, a produção animal

moderna. No entanto, devido a esse processo de criopreservação, os espermatozoides sofrem

modificações moleculares que causam efeitos nocivos na fisiologia do esperma e

consequentemente, perdas para a produção animal. Dentre essas modificações, podemos

observar o estresse oxidativo, danos à membrana, fragmentação de DNA, dentre outros

(O'connell; Mcclure. Lewis, 2002). Logo, é possível dizer que assim como alguns

componentes do plasma seminal têm influência positiva na criotolerância espermática, outros

componentes apresentam efeitos negativos.

Embora os estudos utilizando ferramentas metabolômicas estejam sendo cada vez

mais empregados para pesquisar a fertilidade, congelabilidade e outros aspectos da

reprodução nos homens e animais (Kumar et al., 2015; Gilany et al., 2014; Velho et al., 2018;

Menezes et al., 2019), ainda existe limitado número de estudos voltados para animais de

produção, especialmente relacionados à congelabilidade seminal. Desta forma, o presente

estudo objetivou a utilização de cromatografia gasosa aliado à espectrometria de massas
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(CG-EM) para avaliar os metabólitos do plasma seminal de touros Bos taurus indicus da raça

Guzerá e suas associações com a congelabilidade do sêmen.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO

2.1 Plasma seminal

O plasma seminal é um meio fluido complexo que contém espermatozoides

suspensos e secreções das glândulas acessórias e do trato genital masculino, atuando,

regularmente, como meio carreador que facilita a sobrevivência e o transporte do gameta

masculino (Hafez; Hafez, 2004; Juyena; Stelletta, 2012). Além disso, estudos sugerem que os

componentes do plasma seminal atuam em outros diversos eventos importantes para a

reprodução animal, como na função espermática e no desenvolvimento do embrião no trato

reprodutivo feminino (Tummaruk et al, 2000). A constituição do plasma seminal é definida

pelo tamanho, capacidade de armazenamento e produção de secreção de diferentes órgãos do

trato reprodutor masculino, podendo variar entre espécies (Mann, 1964; Killian; Chapman.

Rogowski, 1993). Estes constituintes podem ser açúcares, íons, compostos nitrogenados e

orgânicos, dentre outras substâncias (Juyena; Stelletta, 2012; Tabela 1).

Nas últimas décadas, vários estudos vêm sendo realizados com o intuito de

entender melhor as funções do plasma seminal e de seus componentes. Desse modo, autores

observaram que o plasma seminal está envolvido com a proteção dos espermatozoides da

fagocitose, regulação do transporte e eliminação do esperma, ativação e aumento da

motilidade dos espermatozoides e auxílio nas interações espermatozoides-óvulo (Desnoyers;

Manjunath, 1992; Alghamdi; Foster; Troedsson, 2004; Troedsson et al, 2005; Souza et al,

2008). Pesquisadores também relataram que a adição do plasma seminal, ou de seus

componentes, no sêmen pós-descongelado aumentou a captação de oxigênio, a motilidade dos

espermatozoides e os parâmetros gerais de qualidade seminal (White; Goh; Voglmayr, 1987;

Maxwell et al, 2007). No entanto, também pode-se observar que houve uma piora

significativa na motilidade pós-descongelamento de espermatozoides dialisadas com frações

de baixo peso molecular (LMWF) do plasma seminal (Garcia; Graham, 1987).

Pesquisas realizadas têm se concentrado principalmente nas proteínas seminais e

nas suas interações com os espermatozoides e com a fertilidade masculina (Moura et al.,

2006; Moura; Chapman; Killian, 2007). Porém, novas técnicas, como a utilização de

cromatografia gasosa e líquida acoplada à espectrometria de massa, vêm possibilitando uma

maior análise e entendimento sobre os metabólitos presentes no plasma seminal. (Zhang et al.,

2014; Velho et al., 2018).
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Tabela 1. Composição do plasma seminal de touro, carneiro, bode e búfalo (mg/dL)

Fonte: Adaptado de Juyena e Stelletta (2012).

2.2 Metabolômica e metabólitos

Os metabólitos são produtos químicos orgânicos e inorgânicos de baixo peso

molecular, dentre eles aminoácidos, carboidratos, ácidos graxos e esteroides, entre outros.

Logo, essas pequenas moléculas são encontradas em todos os sistemas biológicos, uma vez

que constituem a base de todas estruturas bioquímicas (Dunn et al., 2011). Ademais, os

metabólitos têm sido descritos como potenciais biomarcadores da fertilidade masculina e

congelabilidade espermática (Velho et al., 2018; Ugur et al., 2020). Com o objetivo de obter

uma melhor compreensão sobre essas moléculas e suas funções nas vias metabólicas da

reprodução animal, cada vez mais pesquisadores têm utilizado a metabolômica.
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A metabolômica é estabelecida como a identificação e quantificação não

direcionada de todos os produtos finais de baixo peso molecular do metabolismo, os

metabólitos (Nicholson; Lindon; Holmes, 1999). Essa técnica pode ser aliada a outros

métodos “ômicos”, como proteômica, lipidômica, genômica e transcriptômica (Chen et al.,

2012; Long, 2020). Em estudo recente, pesquisadores utilizaram cromatografia gasosa aliada

à espectrometria de massas (CG-EM) para determinar o metaboloma do plasma seminal de

touros com diferentes escores de fertilidades e identificar metabólitos que se apresentam

como potenciais marcadores de fertilidade. Os autores identificaram 63 metabólitos no plasma

seminal, em que a frutose, ácido cítrico, ácido lático, ureia e ácido fosfórico foram os

metabólitos predominantes no PS de touros. Adicionalmente, a frutose e o ácido

2-oxoglutárico foram considerados potenciais biomarcadores de fertilidade de touros (Velho

et al., 2018). A frutose é uma importante fonte de energia para o espermatozoide de touro, já o

ácido 2-oxoglutárico é formado a partir do ácido glutárico e não possui função definida no

sêmen, porém estudos revelam que no plasma seminal de homens com astenozoospermia há

uma maior concentração deste metabólito do que em homens saudáveis (Mann, 1946; Zhang

et al., 2015). Em outro estudo, foi observada maior concentração de triptamina, taurina e

leucina e menor concentração de citrato e isoleucina no plasma seminal de touros de alta

fertilidade (Kumar et al., 2015). Com isso, sabemos como os metabólitos são importantes para

variados eventos reprodutivos como a capacitação, reação acrossômica e fertilização.

2.2.1 Metabólitos associados à membrana espermática

A estrutura básica da membrana plasmática do espermatozoide é semelhante ao

modelo mosaico fluido e é formado por duas camadas de lipídios, intercaladas com várias

proteínas, que representam pouco mais de 50% do peso da maioria das membranas (Singer;

Nicolson, 1972; Amann; Pickett, 1987; Figura 1). As organelas e as componentes

intracelulares são mantidas unidas por essa membrana que circunda toda a célula. A

integridade estrutural é responsabilidade dos lipídios, já as proteínas são importantes para a

sobrevivência do espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e para a fixação do

mesmo à membrana plasmática do óvulo no momento da fertilização. Os carboidratos

geralmente são encontrados apenas no lado extracelular das membranas plasmáticas e tendem

a atrair e se ligar fracamente proteínas ou glicoproteínas no meio ao redor do espermatozoide

(Amann; Pickett, 1987).
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Figura 1. Membrana plasmática do espermatozoide

Fonte: Henry; Echeverri, 2013.

A composição de lipídios da membrana plasmática pode variar entre diferentes

espécies mamíferas, porém, no geral, contém aproximadamente 70% de fosfolipídios, 25% de

lipídios neutros e 5% de glicolipídios (Mann; Lutwak-Mann, 1981). Além disso, estudos

mostraram que, em carneiros e javalis, mudanças na concentração de fosfolipídios podem

afetar a estrutura da membrana e a sobrevivência dos espermatozoides no trato reprodutivo

feminino (Grogan; Mayer; Sikes, 1966; Scott; Voglmayr; Setchell, 1967).

O ácido palmítico (16:0), ou ácido hexadecanoico, possui um alto teor nos fosfolipídios

extraídos dos espermatozoides testiculares, enquanto que nos fosfolipídios dos

espermatozoides ejaculados, o teor de ácido palmítico diminui e o de ácido mirístico (14:0)

aumenta. Essas diferenças de aumento e/ou a diminuição de ácidos graxos influencia as

características das membranas lipoproteicas dos espermatozoides e podem estar relacionadas

à permeabilidade dessas, esclarecendo o porquê dos espermatozoides testiculares serem mais

resistentes ao “choque de frio” da criopreservação do que as células ejaculadas (Scott;

Voglmayr; Setchell, 1967; Voglmayr et al. 1967). Estudos mais recentes relataram que os

espermatozoides defeituosos continham esse metabólito em excesso e que essa má qualidade

dos espermatozoides frequentemente se correlacionava com altos níveis de ácidos graxos

saturados (AGS) na membrana espermática. Isso ocorre porque a membrana espermática se

torna mais rígida devido aos AGS de cadeia longa, podendo obstruir a fusão

espermatozoide-ovócito (Khosrowbeygi; Zarghami, 2007; Garcia et al., 2011). Da mesma

forma, relata-se que os espermatozoides e o plasma seminal de homens com

astenozoospermia exibem aumento nos níveis de ácido palmítico, oleico (C18:1 n-9),
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mirístico e esteárico (18:0), podendo causar um possível distúrbio no metabolismo da

membrana espermática (Aksoy et al., 2006; Tavilani et al., 2007; Tang et al., 2017).

2.2.2 Metabólitos associadas à capacitação e reação acrossômica

Pode-se entender a capacitação espermática como uma série de mudanças

bioquímicas e funcionais ocorridas no trato reprodutivo feminino que tornam o

espermatozoide capacitado para a fertilização. Uma vez no ovário, os espermatozoides

capacitados podem se ligar à zona pelúcida do oócito (Dunbar et al., 1994; Tulsiani,

Yoshida-Komiya; Araki, 1997). Já a reação acrossômica é um processo extremamente

necessário para que ocorra a fecundação. Neste contexto, a reação acrossômica libera uma

variedade de enzimas hidrolíticas e proteolíticas essenciais para a penetração do

espermatozoide na zona pelúcida do oócito (Patrat; Serres; Jouannet, 2000).

O ácido gama-aminobutírico (GABA) é um neurotransmissor inibitório

encontrado no sistema nervoso de variadas espécies. É o principal neurotransmissor inibitório

do sistema nervoso central dos vertebrados e estima-se que 20–50% de todas as sinapses no

cérebro dos mamíferos são GABAérgicas. (Roberts; Frankel, 1950; Sieghart, 1992; Chebib;

Johnston, 1999). Esse metabólito induz a capacitação espermática por meio de um mecanismo

intracelular dependente do influxo de cálcio e do acúmulo de CAMP. Além disso, o efeito do

GABA parece ser mediado pelo receptor GABA A; portanto, sugere-se a existência de uma

ligação entre a ativação de um receptor GABA A e um canal de Ca2 + envolvido no

desenvolvimento da reação acrossômica (Ritta et al., 2004; Puente et al., 2011). O GABA

induz a capacitação de espermatozoides de carneiros, ratos e touros e reação acrossômica em

bovinos (de las Heras; Valcarcel; Perez, 1997; Ritta et al., 2004; Jin et al., 2009; Puente;

Tartaglione; Ritta, 2011). Além disso, pesquisas recentes identificaram esse ácido no plasma

seminal e espermatozoides de touros (Velho et al., 2018; Menezes et al., 2019).

O lactato é a base conjugada do ácido lático, resultante da desprotonação do grupo

carboxi. Este metabólito é uma importante fonte de energia para o espermatozoide de

humanos, touros e cavalos (Piomboni et al., 2011; Visconti, 2012; Darr et al., 2016). Uma

pesquisa recente identificou uma maior concentração de lactato no espermatozoide de touros

de alta fertilidade (AF) em comparação com touros de baixa fertilidade (BF) (Menezes et al.,

2019). Como é sabido que as mitocôndrias dos espermatozoides compensam a baixa energia

produzindo lactato, autores sugerem que touros de AF utilizam de forma mais eficiente a
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glicólise anaeróbica do que touros de BF (Du Plessis et al., 2015; Paventi et al., 2015). O

dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADH) e o fosfato de dinucleótido de nicotinamida e

adenina (NADPH), gerado pela glicose-6-fosfato desidrogenase, promovem a capacitação em

espermatozoides humanos, podendo atuar como uma coenzima espermática responsável por

produzir O2. (Aitken et al., 1995; de Lamirande et al., 1998). Dessa forma, a lactato

desidrogenase pode participar da conversão do piruvato em lactato para obter equivalentes

redutores intracelulares a serem usados para a capacitação espermática (O'flaherty; Beorlegui;

Beconi; 2002; Odet et al., 2011; Menezes et al., 2019). Outro estudo mostrou que a adição da

lactato desidrogenase A humana ao citoplasma restaurou a capacitação espermática (Tang et

al., 2013). De acordo com esses dados, é importante ressaltar também, que a indução in vitro

da capacitação e reação acrossômica também causaram um aumento na atividade da lactato

desidrogenase (Zhu et al., 2018).

Outro metabólito que também se sugere estar envolvido na reação acrossômica é o

ácido nonanóico (C9: 0), que é um ácido graxo com nove átomos de carbono e também é

conhecido como ácido pelargônico. O ácido nonanoico e um receptor conhecido do mesmo, o

OR51E1, foram detectados, respectivamente, no espermatozoide de touros e na capa

acrossomal de espermatozoides humanos. Dessa forma supõe-se que o ácido nonanoico

contribua para a maturação dos espermatozoides e que esteja envolvido na reação

acrossômica, auxiliando a fosforilação da proteína tirosina durante a capacitação do esperma

(Adipietro; Mainland; Matsunami, 2012; Flegel et l., 2016; Hu et al., 2018; Menezes et al.,

2019).

2.2.3 Metabólitos associados ao metabolismo energético

Existem também metabólitos utilizados como fonte de energia para as células

espermáticas (Mann; White, 1957; Paventi et al., 2015; Velho et al., 2018) como a frutose, o

ácido lático e o ácido cítrico. A frutose é um monossacarídeo de seis carbonos, isômero da

glicose e é a principal fonte de energia para os espermatozoides de touros (Mann, 1946;

Liberda et al., 2001; Velho et al., 2018). Além de ser encontrada no espermatozoide e no

plasma seminal de touros, a frutose tem sido observada no fluido seminal de caprinos, ovinos

e humanos (Matsuoka et al., 2006, Jayaraman et al., 2014, Sousa et al., 2020). Além disso, o

ácido lático, convertido da frutose pela via da frutólise, disponibiliza energia para a

motilidade e sobrevivência anaeróbia dos espermatozoides (Mann, 1946).
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O ácido cítrico é um metabólito importante na via de todos os organismos

aeróbios. É o principal ácido orgânico no plasma seminal de touros, carneiros e cabras

(Humphrey & Mann, 1949; Juyena; Stelletta, 2012), fonte de energia para os espermatozoides

e pode ser encontrado no sêmen de outras espécies de mamíferos como homem e javali

(Costello; Franklin, 1991; Kamp; Lauterwein, 1995; Jayaraman et al., 2014). Além disso, o

ácido cítrico possui potenciais efeitos sobre a capacitação espermática e acrossômica (Kumar

et al., 2015).

Outro metabólito que contribui para o metabolismo energético da célula

espermática é o ácido fosfórico, que é produzido pela quebra de uma molécula de pirofosfato

inorgânico (PPi). Nesse processo há a liberação de energia na forma de trifosfato de adenosina

(ATP), que pode ser utilizada para a motilidade espermática e função acrossomal (Wallach et

al., 1980; Lundin; Baltscheffsky; Ronne, 1991; Yi et al., 2012). O ácido fosfórico foi

identificado em estudos recentes como um dos metabólitos mais abundantes no

espermatozoide e no plasma seminal de touros (Velho et al., 2018; Menezes et al., 2019)

2.3 Criopreservação seminal

Recentes pesquisas têm avaliado a relação entre os metabólitos e as técnicas de

criopreservação. A criopreservação seminal é uma biotécnica reprodutiva importante, tendo

em vista que promove conservação e disseminação dos genótipos masculinos de boa

qualidade, por meio da inseminação artificial (IA), aperfeiçoando, assim, a produção animal

moderna. O emprego dessa biotécnica proporciona rápida difusão do material genético de

qualidade mesmo entre diferentes regiões e/ou países; reduz os custos do produtor com

transporte e alimentação dos reprodutores; potencializa, mesmo depois de morto ou

incapacitado de realizar a monta, o uso de reprodutores considerados melhoradores de

rebanho; e minimiza o risco de difusão de doenças sexualmente transmissíveis (Traldi, 1994).

No entanto, devido a esse processo de criopreservação, os espermatozoides sofrem

modificações moleculares que causam efeitos nocivos na fisiologia do esperma e

consequentemente, perdas para a produção animal. Dentre essas modificações, podemos

observar estresse oxidativo, danos à membrana, fragmentação de DNA dentre outros

(O'connell; Mcclure. Lewis, 2002).

É possível dizer que assim como alguns componentes do plasma seminal têm

influências positivas na criotolerância espermática, outros componentes apresentam efeitos

negativos. Sangeeta et al. (2015) sugeriram que os aminoácidos L-glutamina e L-prolina
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diminuem a peroxidação lipídica e atuam contra lesões causadas por radicais livres,

protegendo, deste modo, os espermatozoides ovinos durante a criopreservação (Sangeeta et

al., 2015). Estudo realizado por Srivastava et al. (2012) demonstrou que o “sequestro” da

proteína Binder of Sperm Proteins 1 (PDC 109) proporciona melhora significativa nos valores

dos parâmetros seminais pré e pós-descongelamento de espermatozoides bovinos

criopreservados. Em pesquisa mais recente (Ugur et al., 2020), foi analisada a hipótese de que

os aminoácidos do plasma seminal estão associados com a congelabilidade espermática de

touros. Esses autores observaram que a fenilalanina foi mais abundante no grupo dos touros

com boa congelabilidade do que no grupo de touros com congelabilidade ruim e essa

correlação com a melhoria do processo de criopreservação pode ser atribuída a participação

deste aminoácido em diversas reações antioxidantes.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Desenho experimental

No presente estudo, foi utilizado o plasma seminal criopreservado de nove

animais da raça Guzerá (Tabela 2), oriundos de uma pesquisa realizada anteriormente (Rêgo

et al., 2016). Os animais, originários da Fazenda Canhotinho, situada no município de

Quixeramobim no Sertão Central do Ceará, apresentaram motilidade seminal mínima maior

que 70%, de acordo com os parâmetros preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução

Animal (CBRA, 1998). Os animais foram separados em grupos de alta e baixa

congelabilidade com base na cinética espermática pós-descongelamento (CBRA, 1998.

Felipe-Silva et al., 2011; Rêgo et al., 2016;).

Tabela 2. Características ponderais e de sêmen pré-criopreservação (média ± EPM) em grupos de touros Guzerá

com alta e baixa congelabilidade do sêmen. Não houve diferença significativa para os parâmetros avaliados (p >

0,05).

3.2 Coleta de sêmen e análises pré-criopreservação

As etapas de colheita, criopreservação e análises pré e pós-congelamento foram

realizadas por Rêgo et al. (2016). Resumidamente, o sêmen foi coletado por eletroejaculação

(Furman; Ball; Seidel, 1975), uma alíquota de 20 μL de amostra seminal de cada touro foi

avaliada em microscópio (100 x) quanto à motilidade massa (0 – 5) e outra alíquota passou

pelo mesmo procedimento para avaliar a motilidade (%) e vigor (0 – 5). Outra alíquota

seminal ainda foi diluída em solução formol-salina (1:200) e utilizada para estimar a

concentração espermática, utilizando uma câmara de Neubauer em microscópio (400 x).

Posteriormente, três esfregaços contendo sêmen fresco foram utilizados para cada touro e as

lâminas foram coradas de acordo com o método eosina-nigrosina de Barth; Oko (1989). Para
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a avaliação da morfologia espermática foram contadas duzentas células por lâmina em

microscópio (1000 x).

3.3 Criopreservação

Para a criopreservação seminal dos nove animais, uma alíquota de 1mL de sêmen

foi misturada com 10 µL de um cocktail de inibidores de protease, contendo AEBSF

(4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride), pepstatin A, E-64, bestatin, leupeptin and

aprotinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para futuras análises dos metabólitos do plasma

seminal. O restante do sêmen foi diluído em um meio crioprotetor contendo gema de ovo,

lactose, glicerol e antibióticos (Nagase et al., 1964) na quantidade adequada para chegar a

uma concentração final de 30 x 106 sperm/mL. Posteriormente, o sêmen foi colocado em

banho maria a 34 °C durante 10 minutos e depois envasado em palhetas de congelamento de

0,5 mL. As mesmas foram submetidas a uma taxa de resfriamento de -0,55 °C/min até atingir

a temperatura de 4° C, sendo mantidas nessa condição por 4 horas. Com isso, as palhetas

foram posicionadas a 5 cm acima do nitrogênio líquido, com uma taxa de congelamento de

-19,1 °C/min. Ao alcançar a temperatura de -153 °C, as palhetas foram imersas e mantidas no

nitrogênio até análises futuras (Rêgo et al., 2016).

3.4 Análises pós-criopreservação

Quatro palhetas de sêmen criopreservado de cada touro foram descongeladas em

banho maria por 30 seg a 37 °C e utilizadas para a avaliação da integridade da membrana

plasmática e da cinética espermática. Posteriormente, alíquotas de 5μl de sêmen foram

submetidas à avaliação em um microscópio de contraste de fases acoplado a uma câmera de

vídeo e ao sistema para Computer-assisted semen analysis (CASA), onde foram realizadas

análises de motilidade total e progressiva, velocidade real da trajetória espermática,

velocidade linear, velocidade média do percurso, linearidade e retilinearidade. Os grupos de

alta (motilidade total ≥ 30 %) e de baixa (motilidade < 30 %) congelabilidade foram separadas

com base na cinética espermática (Tabela 3). Além da cinética espermática, outros parâmetros

seminais pós-descongelamento também foram considerados para separação de touros em

grupos de alta e baixa congelabilidade, como motilidade progressiva e não-progressiva e

porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais (Felipe-Silva et al., 2011; Rêgo

et al., 2016).
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Tabela 3. Características seminais pós-criopreservação (média ± EPM), avaliadas pelo CASA, de touros Guzerá

com alta e baixa congelabilidade do sêmen. MOT = espermatozoides móveis; NORM = espermatozoides

morfologicamente normais; DM = defeitos espermático maiores; Dm = defeitos espermáticos menores;

ESTATIC = espermatozoides estáticos; NPROG = espermatozoides móveis não progressivos; PROG =

espermatozoides móveis progressivos; RAPID = espermatozoides rápidos; MED = espermatozoides médios;

LENT = espermatozoides lentos; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade

média da trajetória. Para cada parâmetro, na mesma linha, letras diferentes representam variações significativas

(p < 0,05).

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

espectrometria de massas (CG-EM)

Logo após a colheita de sêmen, uma parte do ejaculado destinado a

criopreservação foi centrifugada a 700 x g for 15 minutos a 4 °C para separação do plasma

seminal e dos espermatozoides, sendo ambos congelados a -20 °C (Rêgo, 2010). A preparação

das amostras do plasma seminal dos touros para as análises de CG-EM foi realizada de acordo

com o método descrito por Velho et al. (2018), com adaptações. Em resumo, uma alíquota de

50 μL de cada amostra foi descongelada e transferida para um microtubo de polipropileno de

1,5 mL. Em seguida, um volume de 75 μL de ácido heptadecanoico em 0,2 mg/mL de ribitol e

175 μL de metanol foram adicionados aos microtubos. Em seguida, estas soluções foram

agitadas com vortex durante 3 minutos e depois centrifugadas (14000 x g, 4 °C por 15 min).

Um volume de 150 μL de cada sobrenadante foi transferido para “vials âmbar” de 2 mL e o

solvente foi evaporado com auxílio de um SpeedVac. No dia seguinte, foram adicionados 25

μL de solução de cloridrato de metoxiamina dissolvido em piridina (20 mg/mL) aos extratos
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orgânicos secos. Em seguida, as amostras foram agitadas com vortex durante 3 minutos e

incubados em thermomix a 70 °C durante 2 horas. A derivatização foi realizada por meio da

adição de 30 μL de N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA), agitadas no

vortex durante 3 minutos e incubadas novamente em um thermomix a 70 °C durante 1 hora.

Logo em seguida, os derivados dos metabólitos foram “vortexados” mais uma vez durante 3

min e transferidos para “vials âmbar” para posterior injeção no EM-CG.

3.6 Análises de cromatografia gasosa associada à espectrometria de massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas no Departamento de Bioquímica e Biologia

Molecular da Universidade Federal do Ceará (DBBM-UFC) por meio de um cromatógrafo

gasoso acoplado a um espectrômetro de massas (GCMS-QP2010 Plus), um auto injetor

(AOC-20i) da Shimadzu e a uma coluna capilar Coluna RTX - 5MS (30 m × 0,25 mm i.d. x

0,25 μm). Antes das amostras já preparadas, um “vial” apenas com a solução derivatizante

(controle negativo) foi analisado no CG-MS para facilitar a distinção entre picos provenientes

da solução derivatizante e da própria amostra. Posteriormente, 1 μL de mistura derivatizada

foi posicionada no auto injetor com a entrada aquecida a 250 °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-1, com um fluxo

constante. A linha de transferência do espectrômetro e a fonte de íons foram aquecidos a 250

°C e 230 °C, respectivamente. O forno do cromatógrafo gasoso foi programado 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

10.000 uma/s e 10.3 scans/s (intervalos de 0.3 m/z). O tempo de atraso do solvente foi de 5

minutos.

Os compostos foram identificados baseados na comparação dos seus tempos de

retenção, no programa XCalibur com a biblioteca NIST Mass Spectral Search Program (Mass

Spectral Library, Versão 2.0). Todos os metabólitos identificados foram categorizados de

acordo com suas classes químicas com o auxílio da plataforma The Human Metabolome

Databse (HMDB).



32

3.7 Análise Estatística

A análise estatística da abundância dos metabólitos foi realizada utilizando o

programa MetaboAnalyst 5.0. Para isso, a matriz de dados gerada foi normalizada pela média,

transformada por log e escalonada pela centralização média, o que permitiu a realização das

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 congelabilidade. 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 alta congelabilidade (AC) e baixa congelabilidade

(BC). 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).

3.8 Análise das redes metabólicas

Por meio da bioinformática foi possível visualizar as redes e vias metabólicas. As

vias metabólicas relacionadas a um dos metabólitos mais abundantes encontrados no plasma

seminal dos touros (ácido esteárico) e aos metabólitos com pontuações VIP mais altas (ácido

propanoico, ribose e glicina) foram analisadas usando o programa computacional Cytoscape

com o plug-in Metscape1. A identificação dos compostos foi realizada pela Enciclopédia de

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) (Karnovsky et al., 2012).

1 http: /www.cytoscape.org
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4 RESULTADOS

4.1 Metaboloma do plasma seminal de touros

Após a análise do plasma seminal dos touros utilizando a CG-EM, foram

identificados e classificados de acordo com suas classes químicas 62 metabólitos. Esses

metabólitos foram identificados com o auxílio da biblioteca NIST Mass Spectral Search

Program. A Tabela 4 apresenta todos os metabólitos identificados, seus tempos de retenção e

abundância e na Figura 2 pode-se observar um cromatograma característico de CG do plasma

seminal desses animais com a identificação de alguns picos de metabólitos importantes.

Figura 2. Cromatograma GC-MS representativo do plasma seminal de touros.

Fonte: Adaptado do programa Xcalibur.

Tabela 4. Metabólitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM classificados com base nas

classes químicas e identificados de acordo com os tempos de retenção e abundância (%).

Metabólitos e classes químicas Tempo de Retenção
(minutos)

Abundância
(%)

Ácidos carboxílicos e derivados
Ácido propanoico 6,29 0,19
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Tianfenicol 6,40 1,14
2,4-diclorofenoxiacetato de isobutila 6,63 0,44
Lactato de etila 8,69 0,00
Mesoxalato dietílico 10,03 1,20
Ácido acético 12,19 0,11
4-Dimetilaminocinamaldeído 12,48 0,69

Ácidos graxos e conjugados
Ácido 2-oxobutanoico 7,64 0,21
Ácido 2-etilheptanoico 8,29 8,04
Oxaciclododecano-2-ona 11,40 0,11
Ácido ricinoleico 13,06 1,91
Ácido dodecanoico 13,78 1,31
Ácido nonanoico 14,06 0,06
Ácido decanoico 15,06 0,47
Ácido octanoico 15,20 1,20
Ácido cítrico 16,90 2,31
Ácido pentadecanoico 17,37 0,47
Ácido tetradecanoico 18,73 0,58
Ácido heptadecanoico 19,11 0,04
Ácido azelaico 20,69 0,20
Ácido não adecanoico 20,78 0,04
Hexanodioato de dioctilo 21,65 1,32
Ácido undecanoico 22,65 3,38
Ácido palmítico 23,35 0,05
Ácido octadecanoico 25,89 8,86
Ácido não adecanoico 26,85 0,19

Aminoácidos, peptídeos e análogos
Glicil-DL-alanina 5,58 0,58
Glicil-DL-alanina 7,00 0,07
Penicilamina 8,91 0,18
Glicina 9,95 0,07
Treonina 11,09 0,05
DL-treonina 14,68 2,56

Carboidratos e conjugados de carboidratos
D-Ribose 11,35 0,07
1,3-Dioxan-5-ol 12,70 15,96
d-Arabinose 14,77 2,25
Xilose 17,52 0,41
1,2:5,6 Dianidrogalactitol 27,98 0,37

Esteroides e derivados de esteroides
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Enantato de testosterona 20,07 1,96
Miristato de colesterila 23,68 8,47
Acetato de hidrocortisona 27,20 0,84
Beclometasona 27,62 0,75
Colesterol 29,42 2,46
Colest-5-en-3-ol (3β)-, tetradecanoato 34,67 0,17

Outros Compostos Orgânicos
Acetona cianohidrina 7,54 0,33
1-etil-1-nitrosoureia 8,98 0,01
Isobutilamina 9,19 5,39
Etil butilcarbamato 9,55 0,20
Pirrolidina 10,55 0,04
1-cloropentano 10,64 0,66
Ácido 3,4-diclorobenzoico 11,90 0,30
Benzoato de metila 12,06 2,93
Naftaleno-2,3-diamina 13,00 3,05
Trealose 14,22 2,67
4,5-diamino-6-metil-2-tiopirimidina 18,05 1,50
Pentadecano 19,27 0,38
Hexadecano 19,58 0,12
Ácido giberélico 20,89 0,58
Prodiamine 22,81 1,03
Heptadecano 25,18 0,35
Heneicosano 32,77 0,21
Tetracosano 33,11 0,10
Eicosano 33,20 0,09

Vitaminas
Ácido retinoico, éster metílico 12,60 3,70
Betacaroteno 23,20 0,63
Retinol 23,52 0,35
Ácido retinóico, éster metílico 25,64 2,80

4.2 Classe química dos metabólitos

A classe química dos ácidos graxos e conjugados e dos compostos orgânicos

apresentam maiores números de metabólitos no plasma seminal bovino. Nessas classes foram

detectadas 18 e 19 compostos, respectivamente. O terceiro maior grupo foi o dos ácidos

carboxílicos e derivados, com sete metabólitos identificados, incluindo ácido propanoico e
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ácido acético. Com seis metabólitos, temos em quarto lugar as classes os esteroides e

derivados de esteroides. Em quinto lugar, temos a classe dos carboidratos e seus conjugados,

com 5 metabólitos identificados, incluindo ribose, arabinose e xilose. Foram também

identificados quatro aminoácidos, peptídeos e derivados e três vitaminas (Figura 3 e Tabela

4).

Figura 3. Número de metabólitos seminais de acordo com as classes químicas. Os metabólitos identificados

foram categorizados de acordo com as classes químicas, definidas como aminoácidos, peptídeos e análogos;

ácidos carboxílicos e derivados; ácidos graxos e seus conjugados; carboidratos e seus conjugados; esteroides e

derivados de esteroides e outros compostos orgânicos.

4.3 Predominância dos metabólitos no plasma seminal de touros

A abundância foi estabelecida pelo programa Xcalibur por meio do valor da área de

intensidade do pico dos metabólitos, encontrada no cg. O metabólito mais abundante

encontrado no plasma seminal de ambos grupos de touros foi o 1,3-Dioxan-5-ol. Outros

metabólitos com grande abundância foram o ácido esteárico, miristato de colesterila, ácido

2-etilheptanoico e isobutilamina (Figura 4A). Enquanto isso, os metabólitos com menos

abundância foram o ácido heptadecanoico (padrão interno), pirrolidina, ácido não-adecanoico,

1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila (Figura 4B).

Figura 4. Abundância dos metabólitos mais e menos predominantes no plasma seminal de touros. (A) Os cinco

metabólitos mais abundantes foram 1,3-Dioxan-5-ol, ácido octadecanoico, miristato de colesterila, ácido

2-etilheptanoico e isobutilamina. (B) Os metabólitos com menos abundância foram o ácido heptadecanoico,

pirrolidina, ácido não-adecanoico, 1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila
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4.4 Associações entre os metabólitos e a congelabilidade do plasma seminal dos

touros

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

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

congelabilidade, de acordo com o gráfico das pontuações do PLS-DA (Figura 5). Os

metabólitos com escore de VIP superior a 1,0 foram selecionados. Esses metabólitos incluem

o ácido propanoico, ribose, glicina, ácido heptadecanoico e ácido undecanoico (Figura 6). A

pontuação VIP foi baseada no modelo PLS-DA. Entre os compostos, o ácido propanoico

obteve o VIP escore mais elevado (VIP = 3,5), seguido pela ribose (VIP = 2,3). As

concentrações do ácido propanoico, da ribose e da glicina foram maiores nos touros de alta

congelabilidade. Por outro lado, o ácido heptadecanoico e o ácido undecanoico foram mais

predominantes em touros de baixa congelabilidade em comparação com os de alta (Figura 7).

Houve, também, correlações significativas entre os metabólitos individuais (Figura 8), como a

concentração de treonina foi positivamente correlacionada com o ácido butanoico (P-valor:

0,0042), heneicosano positivamente correlacionado com o pentadecano (P-valor: 0,0085) e a

concentração de glicil-dl-alanina foi positivamente correlacionada com o heptadecano

(P-valor: 0,0009). Além disso, a análise univariada (teste t) nos auxiliou a detectar um

metabólito com diferença significativa (P < 0,05) entre os touros de AC e BC (ribose).

Figura 5. Pontuações de PLS-DA associadas aos metabólitos identificados através de GC-MS/MS no plasma

seminal de touros de alta (AC) e baixa (BC) congelabilidade do sêmen.
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Figura 6. Escores VIP relacionados aos metabólitos do plasma seminal de touros de alta (AC) e baixa
congelabilidade (BC). O mapa de calor com os quadrados vermelhos e verdes indica a concentração alta ou
baixa, respectivamente, do metabólito correspondente nos touros de AC e BC. A pontuação VIP foi baseada no
modelo PLS-DA e considerou-se como determinantes para os fenótipos AC e BC os metabólitos com VIP > 1,0
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Figura 7. Box plot da abundância dos metabólitos identificados no plasma seminal de touros e que obtiveram
VIP escore > 1,0. Ácido propanoico (A), ribose (B), glicina (C), ácido heptadecanoico (D) e ácido undecanoico
(E)
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Figura 8. Correlações de Pearson entre os metabólitos identificados no plasma seminal de touros. (A) Mapa de
calor das correlações de Pearson entre os metabólitos. (B) Matriz de correlação das concentrações dos
metabólitos no plasma seminal (valor de P); caixas destacadas em amarelo representam P < 0,05.
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4.5 Redes metabólicas

As redes metabólicas foram determinadas para o ácido propanoico, ribose e glicina, os

quais foram os metabólitos com maior escore de VIP, bem como para o ácido esteárico, que

foi o metabólito mais abundante encontrado no plasma seminal dos touros. De acordo com as

análises in silico, baseado na rede metabólica do ácido octadecanoico, ou ácido esteárico,

(Figura 9A), a estearoil-CoA sofre uma reação reversível para produzir o ácido

octadecanoico. Além disso, esse metabólito pode ser originado do ácido palmítico, que é

precursor do mesmo. O ácido propanoico sofre uma reação irreversível para produzir

adenilato de propanol (Figura 9B). A glicina pode sintetizar e ser sintetizada por várias

reações reversíveis e não reversíveis, dando origem, por exemplo, à arginina,

araquidonil-CoA, sarcosina, guanidinoacetato etc. (Figura 9C). A ribose sofre uma reação

irreversível e sintetiza ribose-5-fosfato (Figura 9D).

Figura 9. Vias metabólicas associadas às moléculas seminais mais abundantes (ácido esteárico) e com maiores

pontuações VIP (Ácido propanoico, ribose e glicina), de acordo com a plataforma MetScape, com o plug-in

Cytoscape. (A) ácido octadecanóico, (B) ácido propanoico, (C) glicina e (D) ribose. Os metabólitos são

mostrados em hexágonos vermelhos. Quadrado cinza: Nó de reação com ID de reação; Hexágono vermelho

claro: nó composto; Quadrado verde: nó da enzima; Círculo azul: nó do gene
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5 DISCUSSÃO

No presente estudo, foi realizado análises empregando a técnica de cromatografia

gasosa aliada com espectrômetro de massas (CG-EM) para analisar o perfil metabolômico do

plasma seminal de touros da raça guzerá de alta e baixa congelabilidade espermática.

Complementarmente, foi utilizado ferramentas bioinformáticas na identificação de interações

e reações as quais os metabólitos encontrados fazem parte. É importante salientar que todos

os touros apresentavam status reprodutivo normal para a utilização destes animais em monta a

campo (Quirino et al., 2004; Torres-Junior; Henry, 2005). O estudo desses metabólitos, sejam

carboidratos, peptídeos, ácidos graxos, esteroides, aminoácidos, entre outros, nos auxiliam a

compreender melhor os processos biológicos relacionados à reprodução animal. Contudo, as

contribuições dos metabólitos do plasma seminal para a criopreservação espermática ainda

são um pouco desconhecidas. Como podemos ver em estudos anteriores (Jobim et al., 2004;

Rêgo et al., 2016), apesar dos animais possuírem semelhantes características seminais no

momento anterior à criopreservação, os mesmos reagem de forma diferente ao procedimento

de congelabilidade.

Os metabólitos mais abundantes encontrados no plasma seminal dos touros foram

1,3-Dioxan-5-ol, ácido octadecanoico, miristato de colesterila, ácido 2-etilheptanoico e

Isobutilamina; enquanto o ácido heptadecanoico, pirrolidina, ácido não-adecanoico,

1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila foram os metabólitos menos abundantes (Figura 4). O

ácido octadecanoico, também conhecido como ácido esteárico ou 18:0, é um ácido graxo de

cadeia longa, além de ser uma molécula muito hidrofóbica. O ácido palmítico (C16) é

produzido na via de biossíntese dos ácidos graxos e é o precursor do ácido esteárico (C18).

Essa reação ocorre fora da mitocôndria, no espaço intracelular (Figura 9A). O excesso de

ácidos graxos no espermatozoide humano pode antecipar o estresse oxidativo que é observado

na infertilidade masculina; porém, o ácido esteárico não produz espécies reativas do oxigênio

(ERO) (Aitken et al., 2006). Alguns autores observaram que o nível de ácido esteárico foi

significativamente maior em grupos de homens com astenozoospermia,

astenoteratozoospermia, oligoastenoteratozoospermia e oligozoospermia do que em homens

com normozoospermia (Zalata et al., 1998; Aksoy et al., 2006; Tavilani et al., 2006;

Khosrowbeygi; Zarghami, 2007). Já em outro estudo o nível de ácido esteárico em homens

inférteis diminuiu consideravelmente em relação ao grupo de homens saudáveis (Gulaya et

al., 2001). Em amostras normozoospérmicas, correlações positivas foram encontradas entre a
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atividade de superóxido dismutase (SOD) e o ácido esteárico e de alguns ácidos graxos

poli-insaturados (Calamera et al., 2003; Tavilani et al., 2008).

Em estudos realizados com javalis e hamsters, os autores observaram que os

ácidos graxos saturados, ácidos esteáricos, assim como os ácidos palmítico, lignocérico,

láurico e mirístico falharam em estimular a reação acrossômica do esperma nesses animais

(Hossain et al., 2007; Meizel; Turner, 1983). Relativo à motilidade espermática,

Martínez‐Soto; Landeras; Gadea (2013) observaram que os parâmetros de motilidade pré e

pós-congelamento estavam relacionados ao ácido esteárico e ao ácido docosahexaenoico. Foi

também observado uma correlação negativa entre alguns ácidos graxos saturados, incluindo o

ácido esteárico, na membrana espermática com os parâmetros seminais pós descongelamento

(Martínez-Soto; Landeras; Gadea; 2013). A predominância do ácido esteárico entre os ácidos

graxos saturados encontrados no plasma seminal, conforme relatado em pesquisas anteriores

(Jain; Anand, 1976; Martínez-Soto, Landeras; Gadea, 2013; Diaz et al., 2013), são suportados

por nosso estudo.

Outro ácido graxo encontrado no nosso estudo, foi o ácido propanoico. O ácido

propanoico, também conhecido como ácido propiônico, é um ácido monocarboxílico acíclico

comumente conhecido como ácido graxo de cadeia curta ou ácido graxo volátil. Nos

ruminantes, os ácidos graxos saturados de cadeia curta são encontrados em altas

concentrações no pré-estômago e são uma importante fonte de energia para esses animais

(Bugaut, 1987). Além disso, a digestão de pectinas, fibras dietéticas encontradas na parede

celular das plantas, dá origem principalmente ao ácido propanoico (Bezard; Bugaut, 1986).

Depois de entrar na célula, este metabólito é convertido em adenilato de propanol via

propionil-CoA sintetase e acetil-CoA sintetase. O adenilato de propanol é então convertido

em propionil coenzima A através do mesmo par de enzimas. Propionil-CoA é um composto

relativamente comum que pode surgir da quebra metabólica de ácidos graxos e de alguns

aminoácidos (Figura 9B) (MacFabe et al., 2007). O glicerol e o propilenoglicol, in vitro, são

fermentados e alterados em ácido propiônico. In vivo, o ácido propanoico é convertido em

glicose, que serve de energia para o animal (Rémond; Souday; Jouany, 1993; Bergman, 1990;

Francisco et al., 2002). Ademais, o ácido propanoico possui atividades antibacterianas e

conservantes (Harrison, 1992). Logo, supõe-se que este ácido possa atuar como fonte de

energia para os espermatozoides, e como componente antimicrobiano no plasma seminal, o

que favorece a melhora nos parâmetros pós-descongelamento.

Considerando o valor do escore de VIP maior que 1, os metabólitos que se

destacaram foram o ácido heptadecanoico, undecanoico, no grupo de baixa congelabilidade, e
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o ácido propanoico, ribose e glicina no grupo de alta congelabilidade. A glicina é um

aminoácido não essencial, simples e apolar, que está envolvida em diferentes vias biológicas e

celulares e é um componente importante e precursora de muitas macromoléculas nas células,

além de poder ser sintetizada por várias vias (Figura 9C). Os aminoácidos presentes no

plasma seminal possuem variadas funções, desde redução de radicais livres à proteção das

células contra a desnaturação (Mann; Lutwak-mann, 1981). Em estudos recentes, os autores

observaram altos níveis de glicina, juntamente com alguns outros aminoácidos, no plasma

seminal de frangos e touros (Santiago-Moreno et al., 2019; Ugur et al., 2020). Estudos

indicam que nos espermatozoides da cauda do epidídimo caprino 150 mM do de glicina

apresentou significativo potencial crioprotetor em relação a perda total de motilidade

espermática na ausência de aminoácidos; e 40 mM do mesmo aminoácido na presença de

glicerol ou dimetilsulfóxido (Me2SO), apresentou uma das maiores recuperações de

motilidade espermática pós-descongelamento (Kundu; Das; Majunder, 2001). Em

contrapartida, em um estudo mais recente realizado com sêmen de búfalo (El-Sheshtawy;

El-Sisy; El-Nattat, 2008), foi observado um aumento significativo na motilidade espermática

e na integridade da membrana e do acrossoma pós-descongelamento, quando adicionado 25

mM de glicina ao diluente de congelamento padrão, porém, o aumento na concentração de

glicina para 100 mM provocou redução significativa nos parâmetros observados acima em

comparação com a concentração de 25 mM. Em outro estudo (Khalili et al., 2010),

observou-se que a suplementação do diluidor (tris-citrato-frutose-gema de ovo) com 15 mM

de glicina melhorou significativamente as características de congelamento-descongelamento

de espermatozoides de carneiro, como motilidade, motilidade progressiva, viabilidade e

integridade do acrossomo e da membrana. Alguns pesquisadores desenvolveram várias

hipóteses para explicar esses mecanismos de proteção espermática realizada pelos

aminoácidos durante a criopreservação, porém esse processo ainda é pouco compreendido.

Postulamos, com base nos dados, que a glicina assim como alguns outros aminoácidos pode

favorecer o processo de criopreservação dos espermatozoides por conta de atividades de

oxidorredutases e por agir de maneira a proteger os mesmos de efeitos oxidantes e

desnaturantes (Kundu; Das; Majunder, 2001; Flipse et al., 1956; 1958; Anchordoguy et al.,

1988; Ugur et al., 2020).

No presente estudo, mostramos que a ribose foi um dos metabólitos que

apresentou maior escore de VIP, sendo mais abundante em animais de alta congelabilidade do

que em animais com congelabilidade baixa, e o único metabólito que teve diferença

significativa (P = 0.014). A d-ribose, também chamada de d-ribofuranose ou apenas de ribose,
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é um açúcar encontrado em todas as células vivas e é vital para a vida. Por ser sintetizada em

quase todos tecidos do corpo através de outras substâncias, este açúcar é um nutriente não

essencial (Dhanoa; Housner., 2007). A ribose pode ser metabolizada na via pentose fosfato

por ser originária da quebra de ácidos nucleicos que são catabolizados no processo digestivo.

Além disso, a via da pentose fosfato está interligada à via da glicólise por meio do uso

compartilhado de intermediários (Figura 9D). Foi observado em espermatozoides de homens

que a uridina é catabolizada em ribose-1-fosfato e, consequentemente, é metabolizada como

substrato de energia (Niemeyer et al., 2006). Em outro estudo, realizado com o esperma de

homens férteis e inférteis, os autores observaram a presença de três homólogos de

poli-ADP-ribose polimerase (PARP) no sêmen. A enzima PARP está envolvida no mecanismo

de reparo do DNA e também pode ter um papel na remodelação da cromatina do esperma. No

estudo, foi constatada uma correlação positiva entre a quantidade de proteína PARP e a

maturidade espermática; além disso, os pesquisadores sugerem que a presença desses

homólogos pode ter um papel na prevenção do estresse oxidativo, da apoptose e dos danos

nos espermatozoides (Jha et al., 2009). A ribose é um componente da adenosina mono, di e

trifosfato (AMP, ADP e ATP, respectivamente), do ácido desoxirribonucleico (DNA) e do

ácido ribonucleico (RNA), por isso a presença desse açúcar em uma forma livre é

interessante. Essa forma livre pode ser derivada das degradações de nucleotídeos,

nucleosídeos ou até mesmo do ácido nucléico, pelas enzimas nucleolíticas contidas no sêmen

e órgãos acessórios humanos (Mann; Rottemberg, 1966; Dhanoa; Housner, 2007). Outras

pesquisas também observaram a presença de ribose no plasma seminal humano (Størset;

Stokke; Jellum, 1978; Anderson Jr. et al., 1979; Mann; Rottember, 1966; Guo et al., 2017).

Subentende-se que a ribose pode influenciar na prevenção da apoptose celular, na redução de

estresse oxidativo e na reparação de danos ao DNA, além de servir como fonte de energia

para o organismo.

Ademais, os resultados do PLS-DA demonstram uma separação distinta entre os

grupos de alta e baixa congelabilidade. Essas descobertas são importantes, pois nos levam a

uma melhor compreensão de como os metabólitos atuam e como podem afetar a

congelabilidade espermática e, consequentemente, nos auxiliam tanto a aprimorar como a

desenvolver novos diluidores seminais, além de descobrir potenciais biomarcadores. Porém,

ainda mais trabalhos precisam ser desenvolvidos para a melhor compreensão da ribose no

plasma seminal em relação a fertilidade e congelabilidade espermática.
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6 CONCLUSÃO

Em conclusão, demonstramos que 1,3-Dioxan-5-ol, ácido octadecanoico,

miristato de colesterila, ácido 2-etilheptanóico e isobutilamina são os metabólitos

predominantes no plasma seminal de touros de ambos os grupos. Porém, comprovou-se uma

clara distinção dos perfis metabólitos entre touros de alta e baixa congelabilidade de acordo

com o gráfico das pontuações do PLS-DA. Segundo nossos achados, os perfis de metabólitos

do plasma seminal podem ser usados para determinar os fenótipos de congelabilidade; além

disso, a ribose pode ser considerada um biomarcador de congelabilidade seminal em touros.

Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a conduzir uma avaliação dos metabólitos no

plasma seminal de touros da raça Guzerá relacionados com diferentes fenótipos de

congelabilidade. As descobertas desta pesquisa servirão de auxílio para o desenvolvimento da

nossa compreensão sobre os mecanismos de criopreservação espermática.
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