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RESUMO

O plasma seminal, além de ser um importante meio carreador dos espermatozoides
ejaculados, relaciona-se com diversos metabdlitos que exercem significativo papel em varios
eventos bioldgicos e tém sido vinculados a possiveis biomarcadores, auxiliando a predizer o
potencial reprodutivo de animais selecionados. Dessa forma, o presente estudo objetivou
avaliar os metabdlitos do plasma seminal de touros Bos taurus indicus da raca Guzera e suas
associagdes com a congelabilidade do sémen. O sémen de nove touros adultos foi colhido por
eletroejaculacdo e, em seguida, foi realizado o exame androlégico e a criopreservagao.
Posteriormente, o s€émen foi descongelado e os parametros seminais foram avaliados pelo
CASA. As amostras do plasma seminal dos touros foram preparadas e, porteriormente,
analisadas com a utilizagdo de cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas
(CG-EM) e analises multivariadas e univariadas dos dados obtidos. Os metabdlitos do plasma
seminal e as suas respectivas vias foram identificados por bioinformatica a partir dos
programas Xcalibur e Cytoscape com o plug-in Metscape e da plataforma MetaboAnalyst.
Sessenta e dois metabolitos foram identificados no plasma seminal dos touros. O
1,3-Dioxan-5-0l, 4cido estearico, miristato de colesterila, acido 2-etilheptanoico e
isobutilamina foram os metabdlitos mais abundantes enquanto que o 4cido heptadecanoico,
pirrolidina, &4cido ndo-adecanoico, 1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila foram os
metabolitos menos abundantes no plasma seminal. A analise estatistica multivariada indicou
uma separacdo distinta entre os touros de alta e baixa congelabilidade. Os metabdlitos com
maior pontuagdo de importancia varidvel na projecdo (VIP > 1,0) incluiram o dacido
propanoico, ribose, glicina, dcido heptadecanoico e dcido undecanoico. Entre os compostos, o
acido 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 analise do teste t
sugeriu que a concentracdo de ribose foi a Unica significativa (P = 0,014). Este metabolito
pode influenciar na redugdo do estresse oxidativo, na reparagdo de danos ao DNA e na
prevengdo da apoptose celular, além de servir como possivel 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 ¢ o primeiro a conduzir
uma avaliagdo dos metabdlitos no plasma seminal de touros da raga Guzera relacionados com
diferentes fenotipos de congelabilidade. As descobertas deste estudo servirdo de auxilio para o
desenvolvimento de novas pesquisas e de uma melhor compreensdo sobre os mecanismos de

criopreservacao espermatica.



Palavras-chave: Criopreservagdo. Plasma seminal. Metabolomica. Touros. Guzera.



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 Guzera 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-o0l, 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 Guzera 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. Guzera.
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1 INTRODUCAO

O sémen mamifero ¢ um composto liquido que contém espermatozoides e
secrecoes dos Orgdos acessorios e trato genital masculino (Hafez; Hafez, 2004). A porcao
fluida deste composto, que ¢ conhecida como plasma seminal (PS), ¢ constituida por uma
mistura de secregdes epididimarias, testiculares e secregdes das glandulas acessorias (Juyena;
Stelletta, 2012). Além de ser um importante meio carreador dos espermatozoides ejaculados,
o PS ¢ composto por diversos metabolitos, sejam eles carboidratos, aminoécidos, acidos
graxos, dentre outros. E sabido que esses metabolitos exercem papel significativo em diversos
eventos bioldgicos e tém sido vinculados a possiveis biomarcadores, auxiliando na
identificacdo 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
metabolomicas, tém sido realizados com o objetivo de compreender a fungdo e a participagao
dessas moléculas nas diversas vias metabolicas da reprodugdo. Esses estudos se mostram
muito promissores, pois permitem tanto a identificagdo quanto quantificagdo de metabdlitos
associados a um estado fisiolégico, bem como alguma patologia ou defeito reprodutivo do
individuo (Hollywood; Brison; Goodacre, 2006; Patti; Yanes; Siuzdak, 2012).

Recentes pesquisas t€ém avaliado a relagdo entre os metabolitos e técnicas de
criopreservacdo. A criopreservagdo seminal ¢ uma biotécnica reprodutiva importante, tendo
em vista que promove conservagdo e disseminacdo dos gendtipos masculinos de boa
qualidade, por meio da inseminagdo artificial (IA), aperfei¢oando, assim, a producdo animal
moderna. No entanto, devido a esse processo de criopreservacao, os espermatozoides sofrem
modificacdes moleculares que causam efeitos nocivos na fisiologia do esperma e
consequentemente, perdas para a produ¢do animal. Dentre essas modificagdes, podemos
observar o estresse oxidativo, danos a membrana, fragmentacio de DNA, dentre outros
(O'connell; Mcclure. Lewis, 2002). Logo, ¢ possivel dizer que assim como alguns
componentes do plasma seminal tém influéncia positiva na criotolerancia espermatica, outros
componentes apresentam efeitos negativos.

Embora os estudos utilizando ferramentas metabolomicas estejam sendo cada vez
mais empregados para pesquisar a fertilidade, congelabilidade e outros aspectos da
reprodugao nos homens e animais (Kumar et al., 2015; Gilany et al., 2014; Velho et al., 2018;
Menezes et al., 2019), ainda existe limitado nimero de estudos voltados para animais de
produgdo, especialmente relacionados a congelabilidade seminal. Desta forma, o presente

estudo objetivou a utilizagcdo de cromatografia gasosa aliado a espectrometria de massas
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(CG-EM) para avaliar os metabdlitos do plasma seminal de touros Bos faurus indicus da raca

Guzera e suas associagdes com a congelabilidade do sémen.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Plasma seminal

O plasma seminal ¢ um meio fluido complexo que contém espermatozoides
suspensos e secrecdes das glandulas acessorias e do trato genital masculino, atuando,
regularmente, como meio carreador que facilita a sobrevivéncia 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
reproducdo animal, como na fungdo espermatica ¢ no desenvolvimento do embrido no trato
reprodutivo feminino (Tummaruk et al, 2000). A constituicdo do plasma seminal ¢ definida
pelo tamanho, capacidade de armazenamento e produgdo de secrecdo de diferentes 6rgaos do
trato reprodutor masculino, podendo variar entre espécies (Mann, 1964; Killian; Chapman.
Rogowski, 1993). Estes constituintes podem ser agucares, ions, compostos nitrogenados e
organicos, dentre outras substancias (Juyena; Stelletta, 2012; Tabela 1).

Nas ultimas décadas, varios estudos vém sendo realizados com o intuito de
entender melhor as fungdes do plasma seminal e de seus componentes. Desse modo, autores
observaram que o plasma seminal estd envolvido com a protecdo dos espermatozoides da
fagocitose, regulagdo do transporte e eliminacdo do esperma, ativacdo e aumento da
motilidade dos espermatozoides e auxilio nas interagdes espermatozoides-6vulo (Desnoyers;
Manjunath, 1992; Alghamdi; Foster; Troedsson, 2004; Troedsson et al, 2005; Souza et al,
2008). Pesquisadores também relataram que a adicdo do plasma seminal, ou de seus
componentes, no sémen pds-descongelado aumentou a captacdo de oxigénio, a motilidade dos
espermatozoides e os parametros 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 pds-descongelamento de espermatozoides dialisadas com fra¢des
de baixo peso molecular (LMWF) do plasma seminal (Garcia; Graham, 1987).

Pesquisas realizadas t€ém se concentrado principalmente nas proteinas seminais e
nas suas interagdes com os espermatozoides e com a fertilidade masculina (Moura et al.,
2006; Moura; Chapman; Killian, 2007). Porém, novas técnicas, como a utilizacdo de
cromatografia gasosa e liquida acoplada a espectrometria de massa, vém possibilitando uma
maior analise e entendimento sobre os metabdlitos presentes no plasma seminal. (Zhang et al.,

2014; Velho et al., 2018).
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Content Bull® Ram® Goat” Buffalo®
Fructose 150-900 150-600 875 368-815
Glucose 300 0.9-16 4.8-8.8 13-52
Citric acid 340-1150 110-260 e 440-444
Total proteins, g/dL 3.8 2.30-2.50 0.77-1.48
Total lipids 29 254-396 150-175
Phospholipids 149.1 57 6.9-59.4
Cholesterol 312.16 .. 117.83
Glutamic acid 1.0-8.0 4552 ... 428
Na 140-280 120-258 60-183 260-278
K 80-210 50-140 76255 192-205
Ca 35-60 6-15 5-15 30
P 9 4.8-12.0 ... 8-9
Cl 110-290 86 82-215 303-347
Mg 7-12 2-13 14 4.3-5.7
Zn 2.6-3.7 56-179 0.80-1.17
Testosterone, pg/mL  210-1310 25-375 970
Estrogen, pg/mL 20-166 e 43.67
Prostaglandins, ng/mL 5-10 500-20 000
ALP 246 BU/dL 14 89540 818 mU/mL 315 BU/dL
AST 345623 SFU/mL 190-256 mU/mL 166 units/mL
ALT 15.0-18.3 SFU/mL 39-148 mU/mL 34 units/mL
LDH 1909 units/mL 968-1697 mU/mL 1621 BBU/mL

Abbreviations: ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate amino transferase; BBU, Berger-Broida units;
BU, Bodansky units; LDH, lactate dehydrogenase; SFU, Sigma Frankel units

# Pineda, 2003; Andrabi, 2009.
® Pineda, 2003; Gindogun, 20086; Andrabi, 2009.
©Singh et al, 1969; Chauhan and Srivastava, 1973; Javed et al, 2000; Andrabi, 2009.

Fonte: Adaptado de Juyena e Stelletta (2012).

2.2 Metabolomica e metabolitos

Os metabolitos sdo produtos quimicos organicos e inorganicos de baixo peso
molecular, dentre eles aminoécidos, carboidratos, acidos graxos e esteroides, entre outros.
Logo, essas pequenas moléculas sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos, uma vez
que constituem a base de todas estruturas bioquimicas (Dunn et al., 2011). Ademais, os
metabolitos tém sido descritos como potenciais biomarcadores da fertilidade masculina e
congelabilidade espermatica (Velho et al., 2018; Ugur et al., 2020). Com o objetivo de obter
uma melhor compreensdo sobre essas moléculas e suas fungdes nas vias metabolicas da

reprodu¢ao animal, cada vez mais pesquisadores tém utilizado a metabolomica.
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A metabolomica ¢é estabelecida como a identificacio e quantificagio nao
direcionada de todos os produtos finais de baixo peso molecular do metabolismo, os
metabolitos (Nicholson; Lindon; Holmes, 1999). Essa técnica pode ser aliada a outros
métodos “Omicos”, como protedmica, lipidomica, gendmica e transcriptomica (Chen et al.,
2012; Long, 2020). Em estudo recente, pesquisadores utilizaram cromatografia gasosa aliada
a espectrometria de massas (CG-EM) para determinar o metaboloma do plasma seminal de
touros com diferentes escores de fertilidades e identificar metabdlitos que se apresentam
como potenciais marcadores de fertilidade. Os autores identificaram 63 metabolitos no plasma
seminal, em que a frutose, acido citrico, acido latico, ureia e 4cido fosforico foram os
metabolitos predominantes no PS de touros. Adicionalmente, a frutose e o 4&cido
2-oxoglutarico foram considerados potenciais biomarcadores de fertilidade de touros (Velho
et al., 2018). A frutose ¢ uma importante fonte de energia para o espermatozoide de touro, ja o
acido 2-oxoglutarico ¢ formado a partir do acido glutarico e ndo possui fun¢do definida no
s€men, porém estudos revelam que no plasma seminal de homens com astenozoospermia ha
uma maior concentracdo deste metabolito do que em homens saudaveis (Mann, 1946; Zhang
et al., 2015). Em outro estudo, foi observada maior concentracao de triptamina, taurina e
leucina e menor concentracdo de citrato e isoleucina no plasma seminal de touros de alta
fertilidade (Kumar et al., 2015). Com isso, sabemos como os metabolitos sdo importantes para

variados eventos reprodutivos como a capacitacao, reacao acrossomica e fertilizagao.

2.2.1 Metabdlitos associados a membrana espermdtica

A estrutura basica da membrana plasmatica do espermatozoide ¢ semelhante ao
modelo mosaico fluido e ¢ formado por duas camadas de lipidios, intercaladas com vérias
proteinas, 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 sdo mantidas unidas por essa membrana que circunda toda a célula. A
integridade estrutural ¢ responsabilidade dos lipidios, ja as proteinas sdo importantes para a
sobrevivéncia do espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e para a fixacdo do
mesmo a membrana plasmatica do 6vulo no momento da fertilizagdo. Os carboidratos
geralmente sdo encontrados apenas no lado extracelular das membranas plasmaticas e tendem
a atrair e se ligar fracamente proteinas ou glicoproteinas no meio ao redor do espermatozoide

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

Fonte: Henry; Echeverri, 2013.

A composicao de lipidios da membrana plasmatica pode variar entre diferentes
espécies mamiferas, porém, no geral, contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de
lipidios neutros e 5% de glicolipidios (Mann; Lutwak-Mann, 1981). Além disso, estudos
mostraram que, em carneiros e javalis, mudancas na concentracdo de fosfolipidios podem
afetar a estrutura da membrana e a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutivo
feminino (Grogan; Mayer; Sikes, 1966; Scott; Voglmayr; Setchell, 1967).

O 4cido palmitico (16:0), ou acido hexadecanoico, possui um alto teor nos fosfolipidios
extraidos dos espermatozoides testiculares, enquanto que nos fosfolipidios dos
espermatozoides ejaculados, o teor de acido palmitico diminui e o de acido miristico (14:0)
aumenta. Essas diferencas de aumento e/ou a diminuicdo de acidos graxos influencia as
caracteristicas das membranas lipoproteicas dos espermatozoides e podem estar relacionadas
a permeabilidade dessas, esclarecendo o porqué dos espermatozoides testiculares serem mais
resistentes ao ‘“choque de frio” da criopreservacdo do que as células ejaculadas (Scott;
Voglmayr; Setchell, 1967; Voglmayr et al. 1967). Estudos mais recentes relataram que os
espermatozoides defeituosos continham esse metabolito em excesso e que essa ma qualidade
dos espermatozoides frequentemente se correlacionava com altos niveis de acidos graxos
saturados (AGS) na membrana espermatica. Isso ocorre porque a membrana espermatica se
torna mais rigida devido aos AGS de cadeia longa, podendo obstruir a fusdo
espermatozoide-ovocito (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 niveis de acido palmitico, oleico (C18:1 n-9),
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miristico e estearico (18:0), podendo causar um possivel distirbio no metabolismo da

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

2.2.2 Metabdlitos associadas a capacitagdo e reagdo acrossomica

Pode-se entender a capacitacdo espermdtica como uma série de mudangas
bioquimicas e funcionais ocorridas no trato reprodutivo feminino que tornam o
espermatozoide capacitado para a fertilizagdo. Uma vez no ovario, os espermatozoides
capacitados podem se ligar a zona pelucida do odcito (Dunbar et al., 1994; Tulsiani,
Yoshida-Komiya; Araki, 1997). Ja a reacdo acrossOmica ¢ um processo extremamente
necessario para que ocorra a fecundagdo. Neste contexto, a reagdo acrossomica libera uma
variedade de enzimas hidroliticas e proteoliticas essenciais para a penetracdo do
espermatozoide na zona pelicida do odcito (Patrat; Serres; Jouannet, 2000).

O acido gama-aminobutirico (GABA) ¢ um neurotransmissor inibitorio
encontrado no sistema nervoso de variadas espécies. E o principal neurotransmissor inibitorio
do sistema nervoso central dos vertebrados e estima-se que 20-50% de todas as sinapses no
cérebro dos mamiferos sio GABA¢érgicas. (Roberts; Frankel, 1950; Sieghart, 1992; Chebib;
Johnston, 1999). Esse metabolito induz a capacitagao espermatica por meio de um mecanismo
intracelular dependente do influxo de célcio e do acimulo de CAMP. Além disso, o efeito do
GABA parece ser mediado pelo receptor GABA A; portanto, sugere-se a existéncia de uma
ligacdo entre a ativacdo de um receptor GABA A e um canal de Ca2 + envolvido no
desenvolvimento da reacdo acrossomica (Ritta et al,, 2004; Puente et al., 2011). O GABA
induz a capacitagdo de espermatozoides de carneiros, ratos e touros € reagdao acrossomica 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 acido no plasma
seminal e espermatozoides de touros (Velho et al., 2018; Menezes et al., 2019).

O lactato ¢ a base conjugada do acido latico, resultante da desprotonagao do grupo
carboxi. Este metabdlito ¢ 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 concentracao de lactato no espermatozoide de touros
de alta fertilidade (AF) em comparagdo com touros de baixa fertilidade (BF) (Menezes et al.,
2019). Como ¢ sabido que as mitocondrias dos espermatozoides compensam a baixa energia

produzindo lactato, autores sugerem que touros de AF utilizam de forma mais eficiente a
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glicolise anaerdbica do que touros de BF (Du Plessis et al., 2015; Paventi et al., 2015). O
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADH) e o fosfato de dinucleotido de nicotinamida e
adenina (NADPH), gerado pela glicose-6-fosfato desidrogenase, promovem a capacitacdo em
espermatozoides humanos, podendo atuar como uma coenzima espermatica responsavel por
produzir O,. (Aitken et al, 1995; de Lamirande et al., 1998). Dessa forma, a lactato
desidrogenase pode participar da conversao do piruvato em lactato para obter equivalentes
redutores intracelulares a serem usados para a capacitacao espermatica (O'flaherty; Beorlegui;
Beconi; 2002; Odet et al., 2011; Menezes et al., 2019). Outro estudo mostrou que a adi¢ao da
lactato desidrogenase A humana ao citoplasma restaurou a capacitagdo espermatica (Tang et
al., 2013). De acordo com esses dados, ¢ importante ressaltar também, que a indugdo in vitro
da capacitacdo e reacdo acrossOmica também causaram um aumento na atividade da lactato
desidrogenase (Zhu et al., 2018).

Outro metabdlito que também se sugere estar envolvido na reagdo acrossdmica ¢ o
acido nonanodico (C9: 0), que ¢ um acido graxo com nove atomos de carbono e também ¢
conhecido como acido pelargonico. O 4cido nonanoico € um receptor conhecido do mesmo, o
ORS51EI1, foram detectados, respectivamente, no espermatozoide de touros e na capa
acrossomal de espermatozoides humanos. Dessa forma supde-se que o acido nonanoico
contribua para a maturacdo dos espermatozoides e que esteja envolvido na reacdo
acrossOmica, auxiliando a fosforilagdao da proteina tirosina durante a capacitacdo do esperma
(Adipietro; Mainland; Matsunami, 2012; Flegel et I, 2016; Hu et al., 2018; Menezes et al.,
2019).

2.2.3 Metabdlitos associados ao metabolismo energético

Existem também metabdlitos utilizados como fonte de energia para as células
espermaticas (Mann; White, 1957; Paventi et al., 2015; Velho et al., 2018) como a frutose, o
acido latico e o acido citrico. A frutose € um monossacarideo de seis carbonos, isomero da
glicose e ¢ 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
acido latico, convertido da frutose pela via da frutdlise, disponibiliza energia para a

motilidade e sobrevivéncia anaerdbia dos espermatozoides (Mann, 1946).
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O 4cido citrico ¢ um metabolito importante na via de todos os organismos
aerdbios. E o principal acido organico 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 sémen de outras espécies de mamiferos como homem e javali
(Costello; Franklin, 1991; Kamp; Lauterwein, 1995; Jayaraman et al., 2014). Além disso, o
acido citrico possui potenciais efeitos sobre a capacitagdo espermatica e acrossomica (Kumar
etal., 2015).

Outro metabolito que contribui para o metabolismo energético da célula
espermadtica ¢ o acido fosforico, que ¢ produzido pela quebra de uma molécula de pirofosfato
inorganico (PPi). Nesse processo ha a liberagdo de energia na forma de trifosfato de adenosina
(ATP), que pode ser utilizada para a motilidade espermatica e fungdo acrossomal (Wallach et
al., 1980; Lundin; Baltscheffsky; Ronne, 1991; Yi et al., 2012). O 4acido fosférico foi
identificado em estudos recentes como um dos metabolitos mais abundantes no

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

2.3 Criopreservacao seminal

Recentes pesquisas tém avaliado a relagdo entre os metabolitos e as técnicas de
criopreservacdo. A criopreservacdo seminal ¢ uma biotécnica reprodutiva importante, tendo
em vista que promove conservagao e disseminagao dos gendtipos masculinos de boa
qualidade, por meio da inseminagdo artificial (IA), aperfeicoando, assim, a producdo animal
moderna. O emprego dessa biotécnica proporciona rapida difusdo do material genético de
qualidade mesmo entre diferentes regides e/ou paises; reduz os custos do produtor com
transporte e alimentacdo 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 difusdo de doengas sexualmente transmissiveis (Traldi, 1994).
No entanto, devido a esse processo de criopreservagao, os espermatozoides sofrem
modificagdes moleculares que causam efeitos nocivos na fisiologia do esperma e
consequentemente, perdas para a producdo animal. Dentre essas modificagdes, podemos
observar estresse oxidativo, danos a membrana, fragmentacdo de DNA dentre outros
(O'connell; Mcclure. Lewis, 2002).

E possivel dizer que assim como alguns componentes do plasma seminal tém
influéncias positivas na criotolerancia espermatica, outros componentes apresentam efeitos

negativos. Sangeeta et al. (2015) sugeriram que os aminoécidos L-glutamina e L-prolina
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diminuem a peroxidagdo lipidica e atuam contra lesdes causadas por radicais livres,
protegendo, deste modo, os espermatozoides ovinos durante a criopreservagdo (Sangeeta et
al., 2015). Estudo realizado por Srivastava et al. (2012) demonstrou que o “sequestro” da
proteina Binder of Sperm Proteins 1 (PDC 109) proporciona melhora significativa nos valores
dos parametros seminais pré e pods-descongelamento de espermatozoides bovinos
criopreservados. Em pesquisa mais recente (Ugur et al., 2020), foi analisada a hipotese de que
os aminoacidos do plasma seminal estdo associados com a congelabilidade espermatica 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
correlacdo com a melhoria do processo de criopreservacao pode ser atribuida a participagdo

deste aminoacido em diversas reagdes antioxidantes.
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3 MATERIAL E METODOS

31 Desenho experimental

No presente estudo, foi utilizado o plasma seminal criopreservado de nove
animais da raca Guzera (Tabela 2), oriundos de uma pesquisa realizada anteriormente (Régo
et al.,, 2016). Os animais, originarios da Fazenda Canhotinho, situada no municipio de
Quixeramobim no Sertdo Central do Ceard, apresentaram motilidade seminal minima maior
que 70%, de acordo com os parametros preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (CBRA, 1998). Os animais foram separados em grupos de alta e baixa
congelabilidade com base na cinética espermatica pos-descongelamento (CBRA, 1998.

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

Tabela 2. Caracteristicas ponderais ¢ de sémen pré-criopreservagdo (média = EPM) em grupos de touros Guzera
com alta e baixa congelabilidade do sémen. Nao houve diferenca significativa para os pardmetros avaliados (p >
0,05).

Grupos de congelamento de sémen

Parametros Alta (n=4) Baixa (n=5)
Idade (meses) 27,8+0,5 29,0+0,7

Peso corporal (kg) 332,875 358,0+12,3
Motilidade total (%) 77,5+3,2 80,0+ 4,2
Vigor (0-5) 40404 3,9+0,5
Espermatozoides normais (%) 89,0+1,4 92,4+0,7

3.2  Coleta de sémen e analises pré-criopreservacio

As etapas de colheita, criopreservagdo e analises pré e pds-congelamento foram
realizadas por Régo et al. (2016). Resumidamente, o s€émen foi coletado por eletroejaculagao
(Furman; Ball; Seidel, 1975), uma aliquota de 20 pL. de amostra seminal de cada touro foi
avaliada em microscopio (100 x) quanto a motilidade massa (0 — 5) e outra aliquota passou
pelo mesmo procedimento para avaliar a motilidade (%) e vigor (0 — 5). Outra aliquota
seminal ainda foi diluida em solugdo formol-salina (1:200) e utilizada para estimar a
concentracdo espermatica, utilizando uma camara de Neubauer em microscopio (400 x).
Posteriormente, trés esfregacos contendo sémen fresco foram utilizados para cada touro e as

laminas foram coradas de acordo com o método eosina-nigrosina de Barth; Oko (1989). Para
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a avaliacdo da morfologia espermatica foram contadas duzentas células por ldmina em

microscopio (1000 x).

33 Criopreservacio

Para a criopreservagdo seminal dos nove animais, uma aliquota de ImL de sémen
foi misturada com 10 pL 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 analises dos metabdlitos do plasma
seminal. O restante do sémen foi diluido em um meio crioprotetor contendo gema de ovo,
lactose, glicerol e antibioticos (Nagase et al., 1964) na quantidade adequada para chegar a
uma concentra¢do final de 30 x 10° sperm/mL. Posteriormente, o sémen 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 condi¢do por 4 horas. Com isso, as palhetas
foram posicionadas a 5 cm acima do nitrogénio liquido, com uma taxa de congelamento de
-19,1 °C/min. Ao alcangar a temperatura de -153 °C, as palhetas foram imersas e mantidas no

nitrogénio até analises futuras (Régo et al., 2016).

3.4  Analises pos-criopreservacgio

Quatro palhetas de sémen criopreservado de cada touro foram descongeladas em
banho maria por 30 seg a 37 °C e utilizadas para a avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica e da cinética espermatica. Posteriormente, aliquotas de Sul de sémen foram
submetidas a avaliagdo em um microscépio de contraste de fases acoplado a uma camera de
video e ao sistema para Computer-assisted semen analysis (CASA), onde foram realizadas
analises de motilidade total e progressiva, velocidade real da trajetéria espermatica,
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 espermatica (Tabela 3). Além da cinética espermatica, outros parametros
seminais pos-descongelamento também foram considerados para separagcdo de touros em
grupos de alta e baixa congelabilidade, como motilidade progressiva e ndo-progressiva e
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais (Felipe-Silva et al., 2011; Régo

etal., 2016).
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Tabela 3. Caracteristicas seminais pds-criopreservacao (média = EPM), avaliadas pelo CASA, de touros Guzera
com alta e baixa congelabilidade do sémen. MOT = espermatozoides méveis; NORM = espermatozoides
morfologicamente normais; DM = defeitos espermatico maiores; Dm = defeitos espermaticos menores;
ESTATIC = espermatozoides estaticos; NPROG = espermatozoides moéveis ndo progressivos; PROG =
espermatozoides moveis progressivos; RAPID = espermatozoides rapidos; MED = espermatozoides médios;
LENT = espermatozoides lentos; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade

média da trajetdria. Para cada parametro, na mesma linha, letras diferentes representam variagdes significativas
(p <0,05).

Grupos de congelamento de sémen

Pardmetros Alta (n=4) Baixa (n = 5)
MQOT (%) 42,4 +6,4a 11,9+2,3b
NORM (%) 88,5+0,7a 63,0+6,7b
DM (%) 53+0,7b 20,1+2,9a
Dm (%) 6,3+0,4b 16,9 £ 3,93
NPROG (%) 20,2+2,9a 8,2+1,8b
PROG (%) 22,3+5,0a 51+1,4b
RAPID (%) 24,2 + 4,53 6,1+1,6b
MED (%) 7,1+ 1,4a 1,9 £+ 0,8b
LENT (%) 11,2+ 1,6a 53+2,2b
ESTATIC (%) 57,6 £6,4b 86,7+ 1,9a
VCL (u/s) 75,6 + 0,8a 60,6 + 5,7b
VSL (u/s) 40,0+5,4a 31,8 +3,1b
VAP (p/s) 48,3 +3,7a 39,3 +3,9b

3.5 Preparacdo das amostras para as analises de cromatografia gasosa associada a

espectrometria de massas (CG-EM)

Logo ap6s a colheita de sémen, uma parte do ejaculado destinado a
criopreservacao foi centrifugada a 700 x g for 15 minutos a 4 °C para separacdo do plasma
seminal e dos espermatozoides, sendo ambos congelados a -20 °C (Régo, 2010). A preparagao
das amostras do plasma seminal dos touros para as analises de CG-EM foi realizada de acordo
com o método descrito por Velho et al. (2018), com adapta¢des. Em resumo, uma aliquota de
50 uL de cada amostra foi descongelada e transferida para um microtubo de polipropileno de
1,5 mL. Em seguida, um volume de 75 pL de 4cido heptadecanoico em 0,2 mg/mL de ribitol e
175 pL de metanol foram adicionados aos microtubos. Em seguida, estas solucdes foram
agitadas com vortex durante 3 minutos e depois centrifugadas (14000 x g, 4 °C por 15 min).
Um volume de 150 puL de cada sobrenadante foi transferido para “vials ambar” de 2 mL e o
solvente foi evaporado com auxilio de um SpeedVac. No dia seguinte, foram adicionados 25

pL de solugdo de cloridrato de metoxiamina dissolvido em piridina (20 mg/mL) aos extratos
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organicos secos. Em seguida, as amostras foram agitadas com vortex durante 3 minutos e
incubados em thermomix a 70 °C durante 2 horas. A derivatizag¢ao foi realizada por meio da
adicao de 30 pL 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 metabolitos foram “vortexados” mais uma vez durante 3

min e transferidos para “vials ambar” para posterior inje¢do no EM-CG.

3.6 Analises de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Cearda (DBBM-UFC) por meio de um cromatografo
gasoso acoplado a um espectrometro de massas (GCMS-QP2010 Plus), um auto injetor
(AOC-20i) da Shimadzu e a uma coluna capilar Coluna RTX - SMS (30 m % 0,25 mm i.d. x
0,25 pm). Antes das amostras ja preparadas, um “vial” apenas com a solucdo derivatizante
(controle negativo) foi analisado no CG-MS para facilitar a disting@o entre picos provenientes
da solugdo derivatizante e da propria amostra. Posteriormente, 1 pL de mistura derivatizada
foi posicionada no auto injetor com a entrada aquecida a 250 °C com uma razao de divisao
(split) de 1:10. A purga do septo padrao foi realizada apds a injecdo da amostra em uma vazao
de 3 mL/min e de gas transportador de hélio em uma vazdo de 1 mL/min™', com um fluxo
constante. A linha de transferéncia do espectrometro e a fonte de ions foram aquecidos a 250
°C e 230 °C, respectivamente. O forno do cromatografo 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,
entdo, mantido a 300 °C por 5 minutos. A ionizagdo 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 a
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 comparagdo dos seus tempos de
retengdo, no programa XCalibur com a biblioteca NIST Mass Spectral Search Program (Mass
Spectral Library, Versao 2.0). Todos os metabdlitos identificados foram categorizados de
acordo com suas classes quimicas com o auxilio da plataforma The Human Metabolome

Databse (HMDB).
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3.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica da abundancia dos metabolitos 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 centralizagdo média, o que permitiu a realizagdo das
analises multivariadas e univariadas. Nas analises multivariadas, foi utilizada a Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) seguida do calculo da Importancia
da Varidvel na Proje¢do (VIP), baseada no modelo PLS-DA, a qual foi calculada para
identificar os potenciais biomarcadores de congelabilidade. As andlises univariadas foram
realizadas utilizando-se um teste t de Student para identificar os metabodlitos com diferenga
significativa (P < 0,05) entre os touros de alta congelabilidade (AC) e baixa congelabilidade
(BC). A andlise de correlacdo entre todos os metabolitos do plasma seminal dos touros foi

determinada usando a correlagao de Pearson (P < 0,05) (Xia; Wishart, 2011; Xia et al., 2015).

3.8 Analise das redes metabolicas

Por meio da bioinformatica foi possivel visualizar as redes e vias metabolicas. As
vias metabdlicas relacionadas a um dos metabdlitos mais abundantes encontrados no plasma
seminal dos touros (acido estearico) e aos metabdlitos com pontuagdes VIP mais altas (4cido
propanoico, ribose e glicina) foram analisadas usando o programa computacional Cytoscape
com o plug-in Metscape'. A identificacdo dos compostos foi realizada pela Enciclopédia de

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

' http: /www.cytoscape.org
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4 RESULTADOS

4.1 Metaboloma do plasma seminal de touros

ApoOs a andlise do plasma seminal dos touros utilizando a CG-EM, foram
identificados e classificados de acordo com suas classes quimicas 62 metabdlitos. Esses
metabolitos foram identificados com o auxilio da biblioteca NIST Mass Spectral Search
Program. A Tabela 4 apresenta todos os metabdlitos identificados, seus tempos de retencao e
abundancia e na Figura 2 pode-se observar um cromatograma caracteristico de CG do plasma

seminal desses animais com a identifica¢ao de alguns picos de metabodlitos importantes.

Figura 2. Cromatograma GC-MS representativo do plasma seminal de touros.
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Tabela 4. Metabdlitos identificados no plasma seminal de touros por meio de CG-EM classificados com base nas

classes quimicas e identificados de acordo com os tempos de retencdo e abundancia (%).

Tempo de Reten¢do  Abundéncia

Metabolitos e classes quimicas
1 (minutos) (%)

Acidos carboxilicos e derivados
Acido propanoico 6,29 0,19



Tianfenicol

2,4-diclorofenoxiacetato de isobutila
Lactato de etila

Mesoxalato dietilico

Acido acético
4-Dimetilaminocinamaldeido

Acidos graxos e conjugados
Acido 2-oxobutanoico
Acido 2-etilheptanoico
Oxaciclododecano-2-ona
Acido ricinoleico

Acido dodecanoico
Acido nonanoico

Acido decanoico

Acido octanoico

Acido citrico

Acido pentadecanoico
Acido tetradecanoico
Acido heptadecanoico
Acido azelaico

Acido ndo adecanoico
Hexanodioato de dioctilo
Acido undecanoico
Acido palmitico

Acido octadecanoico
Acido ndo adecanoico

Aminodcidos, peptideos e andlogos
Glicil-DL-alanina
Glicil-DL-alanina

Penicilamina

Glicina

Treonina

DL-treonina

Carboidratos e conjugados de carboidratos

D-Ribose
1,3-Dioxan-5-ol
d-Arabinose

Xilose

1,2:5,6 Dianidrogalactitol

Esteroides e derivados de esteroides

6,40
6,63
8,69
10,03
12,19
12,48

7,64

8,29

11,40
13,06
13,78
14,06
15,06
15,20
16,90
17,37
18,73
19,11
20,69
20,78
21,65
22,65
23,35
25,89
26,85

5,58
7,00
8,91
9,95
11,09
14,68

11,35
12,70
14,77
17,52
27,98

1,14
0,44
0,00
1,20
0,11
0,69

0,21
8,04
0,11
1,91
1,31
0,06
0,47
1,20
2,31
0,47
0,58
0,04
0,20
0,04
1,32
3,38
0,05
8,86
0,19

0,58
0,07
0,18
0,07
0,05
2,56

0,07
15,96
2,25
0,41
0,37
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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-o0l (3B)-, tetradecanoato 34,67 0,17

Outros Compostos Orgdnicos

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
Acido 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
Acido 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

Acido retinoico, éster metilico 12,60 3,70
Betacaroteno 23,20 0,63
Retinol 23,52 0,35
Acido retinoico, éster metilico 25,64 2,80

4.2 Classe quimica dos metabdlitos

A classe quimica dos 4cidos graxos e conjugados e dos compostos organicos
apresentam maiores numeros de metabolitos no plasma seminal bovino. Nessas classes foram
detectadas 18 e 19 compostos, respectivamente. O terceiro maior grupo foi o dos acidos

carboxilicos e derivados, com sete metabdlitos identificados, incluindo acido propanoico e
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acido acético. Com seis metabolitos, 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 metabolitos identificados, incluindo ribose, arabinose e xilose. Foram também

identificados quatro aminodacidos, peptideos e derivados e trés vitaminas (Figura 3 e Tabela
4).

Figura 3. Numero de metabdlitos seminais de acordo com as classes quimicas. Os metabolitos identificados
foram categorizados de acordo com as classes quimicas, definidas como aminoacidos, peptideos e analogos;
acidos carboxilicos e derivados; acidos graxos e seus conjugados; carboidratos e seus conjugados; esteroides e

derivados de esteroides e outros compostos organicos.
Classe Quimica dos Metabolitos

Acidos carboxilicos e derivados

Aminoacidos, peptideos e
analogos

Outros Compostos Organicos

Acidos graxos e conjugados

Carboidratos e conjugados de
carboidratos

Esterdides e derivados de
esterdides

Vitaminas

10 15 20

Namero de Metabolitos

4.3 Predominancia dos metabélitos no plasma seminal de touros

A abundancia foi estabelecida pelo programa Xcalibur por meio do valor da area de
intensidade do pico dos metabolitos, encontrada no cg. O metabdlito mais abundante
encontrado no plasma seminal de ambos grupos de touros foi o 1,3-Dioxan-5-ol. Outros
metabolitos com grande abundancia foram o 4cido estearico, miristato de colesterila, acido
2-etilheptanoico e isobutilamina (Figura 4A). Enquanto isso, os metabdlitos com menos
abundancia foram o acido heptadecanoico (padrdo interno), pirrolidina, 4&cido ndo-adecanoico,

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

Figura 4. Abundancia dos metaboélitos mais e menos predominantes no plasma seminal de touros. (A) Os cinco
metabolitos mais abundantes foram 1,3-Dioxan-5-ol, acido octadecanoico, miristato de colesterila, acido
2-etilheptanoico e isobutilamina. (B) Os metabdlitos com menos abundancia foram o acido heptadecanoico,

pirrolidina, acido ndo-adecanoico, 1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila
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4.4 Associacdes entre os metabolitos e a congelabilidade do plasma seminal dos

touros

A analise estatistica multivariada do metaboloma do plasma seminal dos touros,
realizada através da PLS-DA, indicou uma separacgao distinta entre os touros de alta e baixa
congelabilidade, de acordo com o grafico das pontuagdes do PLS-DA (Figura 5). Os
metabolitos com escore de VIP superior a 1,0 foram selecionados. Esses metabolitos incluem
o acido propanoico, ribose, glicina, dcido heptadecanoico e 4cido undecanoico (Figura 6). A
pontuacao VIP foi baseada no modelo PLS-DA. Entre os compostos, o dcido propanoico
obteve o VIP escore mais elevado (VIP = 3.5), seguido pela ribose (VIP = 2.3). As
concentragdes do acido propanoico, da ribose e da glicina foram maiores nos touros de alta
congelabilidade. Por outro lado, o 4cido heptadecanoico e o 4cido undecanoico foram mais
predominantes em touros de baixa congelabilidade em comparagdo com os de alta (Figura 7).
Houve, também, correlagdes significativas entre os metabolitos individuais (Figura 8), como a
concentragcdo de treonina foi positivamente correlacionada com o 4cido butanoico (P-valor:
0,0042), heneicosano positivamente correlacionado com o pentadecano (P-valor: 0,0085) ¢ a
concentragdo de glicil-dl-alanina foi positivamente correlacionada com o heptadecano
(P-valor: 0,0009). Além disso, a andlise univariada (teste t) nos auxiliou a detectar um

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

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

seminal de touros de alta (AC) e baixa (BC) congelabilidade do sémen.
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Figura 7. Box plot da abundéancia dos metabolitos identificados no plasma seminal de touros e que obtiveram
VIP escore > 1,0. Acido propanoico (A), ribose (B), glicina (C), 4cido heptadecanoico (D) e acido undecanoico

(E)
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Figura 8. Correlagdes de Pearson entre os metabolitos identificados no plasma seminal de touros. (A) Mapa de
calor das correlagdes de Pearson entre os metabolitos. (B) Matriz de correlagdo das concentragdes dos
metabolitos no plasma seminal (valor de P); caixas destacadas em amarelo representam P < 0,05.
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4.5 Redes metabolicas

As redes metabolicas foram determinadas para o dcido propanoico, ribose e glicina, os
quais foram os metabodlitos com maior escore de VIP, bem como para o acido estearico, que
foi o metabolito mais abundante encontrado no plasma seminal dos touros. De acordo com as
analises in silico, baseado na rede metabodlica do acido octadecanoico, ou acido estearico,
(Figura 9A), a estearoil-CoA sofre uma reagdo reversivel para produzir o 4acido
octadecanoico. Além disso, esse metabdlito pode ser originado do 4cido palmitico, que ¢
precursor do mesmo. O 4cido propanoico sofre uma reagdo irreversivel para produzir
adenilato de propanol (Figura 9B). A glicina pode sintetizar e ser sintetizada por varias
reagdes reversiveis e ndo reversiveis, dando origem, por exemplo, a arginina,
araquidonil-CoA, sarcosina, guanidinoacetato etc. (Figura 9C). A ribose sofre uma reacao

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

Figura 9. Vias metabolicas associadas as moléculas seminais mais abundantes (4cido estearico) e com maiores
pontuagdes VIP (Acido propanoico, ribose e glicina), de acordo com a plataforma MetScape, com o plug-in
Cytoscape. (A) acido octadecandico, (B) acido propanoico, (C) glicina e (D) ribose. Os metabdlitos s@o
mostrados em hexagonos vermelhos. Quadrado cinza: N6 de reacdo com ID de reacdo; Hexagono vermelho

claro: n6 composto; Quadrado verde: n6 da enzima; Circulo azul: n6 do gene
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizado analises empregando a técnica de cromatografia
gasosa aliada com espectrometro de massas (CG-EM) para analisar o perfil metabolomico do
plasma seminal de touros da raca guzerd de alta e baixa congelabilidade espermatica.
Complementarmente, foi utilizado ferramentas bioinformaticas na identificacdo de interagdes
e reagdes as quais os metabdlitos encontrados fazem parte. E importante salientar que todos
0s touros apresentavam status reprodutivo normal para a utilizagao destes animais em monta a
campo (Quirino et al., 2004; Torres-Junior; Henry, 2005). O estudo desses metabdlitos, sejam
carboidratos, peptideos, acidos graxos, esteroides, aminodcidos, entre outros, nos auxiliam a
compreender melhor os processos bioldgicos relacionados a reproducao animal. Contudo, as
contribui¢cdes dos metabolitos do plasma seminal para a criopreservagao espermatica ainda
sdo um pouco desconhecidas. Como podemos ver em estudos anteriores (Jobim et al., 2004;
Régo et al., 2016), apesar dos animais possuirem semelhantes caracteristicas seminais no
momento anterior a criopreservacao, os mesmos reagem de forma diferente ao procedimento
de congelabilidade.

Os metabolitos mais abundantes encontrados no plasma seminal dos touros foram
1,3-Dioxan-5-0l, acido octadecanoico, miristato de colesterila, acido 2-etilheptanoico e
Isobutilamina; enquanto o 4acido heptadecanoico, pirrolidina, acido nao-adecanoico,
1-etil-1-nitrosoureia e o lactato de etila foram os metabodlitos menos abundantes (Figura 4). O
acido octadecanoico, também conhecido como acido estearico ou 18:0, ¢ um 4cido graxo de
cadeia longa, além de ser uma molécula muito hidrofobica. O é4cido palmitico (C16) ¢
produzido na via de biossintese dos acidos graxos e € o precursor do acido estearico (C18).
Essa reagao ocorre fora da mitocondria, no espaco intracelular (Figura 9A). O excesso de
acidos graxos no espermatozoide humano pode antecipar o estresse oxidativo que ¢ observado
na infertilidade masculina; porém, o 4cido estedrico ndo produz espécies reativas do oxigénio
(ERO) (Aitken et al., 2006). Alguns autores observaram que o nivel de 4cido estedrico 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). J4 em outro estudo o nivel de acido estearico em homens
inférteis diminuiu consideravelmente em relacao ao grupo de homens saudaveis (Gulaya et

al., 2001). Em amostras normozoospérmicas, correlagdes positivas foram encontradas entre a
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atividade de superdxido dismutase (SOD) e o acido estearico e de alguns 4cidos graxos
poli-insaturados (Calamera et al., 2003; Tavilani et al., 2008).

Em estudos realizados com javalis e hamsters, os autores observaram que o0s
acidos graxos saturados, acidos estedricos, assim como os acidos palmitico, lignocérico,
laurico e miristico falharam em estimular a reagdo acrossémica do esperma nesses animais
(Hossain et al., 2007; Meizel; Turner, 1983). Relativo a motilidade espermatica,
Martinez-Soto; Landeras; Gadea (2013) observaram que os parametros de motilidade pré e
poés-congelamento estavam relacionados ao 4cido estedrico e ao acido docosahexaenoico. Foi
também observado uma correlagdo negativa entre alguns acidos graxos saturados, incluindo o
acido estearico, na membrana espermatica com os parametros seminais pos descongelamento
(Martinez-Soto; Landeras; Gadea; 2013). A predominancia do acido estearico entre os acidos
graxos saturados encontrados no plasma seminal, conforme relatado em pesquisas anteriores
(Jain; Anand, 1976; Martinez-Soto, Landeras; Gadea, 2013; Diaz et al., 2013), sdo suportados
por nosso estudo.

Outro acido graxo encontrado no nosso estudo, foi o acido propanoico. O acido
propanoico, também conhecido como &cido propionico, ¢ um acido monocarboxilico aciclico
comumente conhecido como &cido graxo de cadeia curta ou &cido graxo volatil. Nos
ruminantes, os acidos graxos saturados de cadeia curta sdo encontrados em altas
concentragcdes no pré-estbmago € sao uma importante fonte de energia para esses animais
(Bugaut, 1987). Além disso, a digestdo de pectinas, fibras dietéticas encontradas na parede
celular das plantas, d4 origem principalmente ao 4cido propanoico (Bezard; Bugaut, 1986).
Depois de entrar na célula, este metabolito é convertido em adenilato de propanol via
propionil-CoA sintetase e acetil-CoA sintetase. O adenilato de propanol ¢ entdo convertido
em propionil coenzima A através do mesmo par de enzimas. Propionil-CoA ¢ um composto
relativamente comum que pode surgir da quebra metabolica de acidos graxos e de alguns
aminoacidos (Figura 9B) (MacFabe et al., 2007). O glicerol e o propilenoglicol, in vitro, sdo
fermentados e alterados em &cido propionico. /n vivo, o acido propanoico ¢ convertido em
glicose, que serve de energia para o animal (Rémond; Souday; Jouany, 1993; Bergman, 1990;
Francisco et al.,, 2002). Ademais, o 4cido propanoico possui atividades antibacterianas e
conservantes (Harrison, 1992). Logo, supde-se que este acido possa atuar como fonte de
energia para os espermatozoides, € como componente antimicrobiano no plasma seminal, o
que favorece a melhora nos parametros pos-descongelamento.

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

destacaram foram o 4cido heptadecanoico, undecanoico, no grupo de baixa congelabilidade, e
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o acido propanoico, ribose e glicina no grupo de alta congelabilidade. A glicina ¢ um
aminoacido nao essencial, simples e apolar, que estd envolvida em diferentes vias bioldgicas e
celulares e ¢ um componente importante e precursora de muitas macromoléculas nas células,
além de poder ser sintetizada por varias vias (Figura 9C). Os aminodcidos presentes no
plasma seminal possuem variadas funcdes, desde redugdo de radicais livres a prote¢do das
células contra a desnatura¢ao (Mann; Lutwak-mann, 1981). Em estudos recentes, os autores
observaram altos niveis de glicina, juntamente com alguns outros aminoacidos, no plasma
seminal de frangos e touros (Santiago-Moreno et al., 2019; Ugur et al., 2020). Estudos
indicam que nos espermatozoides da cauda do epididimo caprino 150 mM do de glicina
apresentou significativo potencial crioprotetor em relacdo a perda total de motilidade
espermatica na auséncia de aminoacidos; ¢ 40 mM do mesmo aminoacido na presencga de
glicerol ou dimetilsulféxido (Me,SO), apresentou uma das maiores recuperacdes de
motilidade espermdtica pos-descongelamento (Kundu; Das; Majunder, 2001). Em
contrapartida, em um estudo mais recente realizado com sémen de bufalo (El-Sheshtawy;
El-Sisy; El-Nattat, 2008), foi observado um aumento significativo na motilidade espermatica
e na integridade da membrana e do acrossoma pos-descongelamento, quando adicionado 25
mM de glicina ao diluente de congelamento padrdo, porém, o aumento na concentragao de
glicina para 100 mM provocou reducdo significativa nos pardmetros observados acima em
comparacdo com a concentragdo de 25 mM. Em outro estudo (Khalili et al., 2010),
observou-se que a suplementagdo do diluidor (tris-citrato-frutose-gema de ovo) com 15 mM
de glicina melhorou significativamente as caracteristicas de congelamento-descongelamento
de espermatozoides de carneiro, como motilidade, motilidade progressiva, viabilidade e
integridade do acrossomo e da membrana. Alguns pesquisadores desenvolveram vdrias
hipéteses para explicar esses mecanismos de protecdo espermdtica realizada pelos
aminoacidos durante a criopreservacdo, porém esse processo ainda ¢ pouco compreendido.
Postulamos, com base nos dados, que a glicina assim como alguns outros aminoacidos pode
favorecer o processo de criopreservacao 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 metabodlitos que
apresentou maior escore de VIP, sendo mais abundante em animais de alta congelabilidade do
que em animais com congelabilidade baixa, e o Unico metabolito que teve diferenga

significativa (P =0.014). A d-ribose, também chamada de d-ribofuranose ou apenas de ribose,
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¢ um agucar encontrado em todas as células vivas e € vital para a vida. Por ser sintetizada em
quase todos tecidos do corpo através de outras substincias, este agucar ¢ um nutriente ndo
essencial (Dhanoa; Housner., 2007). A ribose pode ser metabolizada na via pentose fosfato
por ser originaria da quebra de 4cidos nucleicos que sdo catabolizados no processo digestivo.
Além disso, a via da pentose fosfato estd interligada a via da glicolise por meio do uso
compartilhado de intermedidrios (Figura 9D). Foi observado em espermatozoides de homens
que a uridina ¢ catabolizada em ribose-1-fosfato e, consequentemente, ¢ 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 presenga de trés homodlogos de
poli-ADP-ribose polimerase (PARP) no sémen. A enzima PARP esta envolvida no mecanismo
de reparo do DNA e também pode ter um papel na remodelacao da cromatina do esperma. No
estudo, foi constatada uma correlagdo positiva entre a quantidade de proteina PARP ¢ a
maturidade espermadtica; além disso, os pesquisadores sugerem que a presenca desses
homologos pode ter um papel na prevencao do estresse oxidativo, da apoptose e dos danos
nos espermatozoides (Jha et al., 2009). A ribose ¢ um componente da adenosina mono, di e
trifosfato (AMP, ADP e ATP, respectivamente), do acido desoxirribonucleico (DNA) e do
acido ribonucleico (RNA), por isso a presenca desse agucar em uma forma livre ¢
interessante. Essa forma livre pode ser derivada das degradagdes de nucleotideos,
nucleosideos ou até mesmo do acido nucléico, pelas enzimas nucleoliticas contidas no s€émen
e oOrgaos acessorios humanos (Mann; Rottemberg, 1966; Dhanoa; Housner, 2007). Outras
pesquisas também observaram a presenca de ribose no plasma seminal humano (Sterset;
Stokke; Jellum, 1978; Anderson Jr. et al., 1979; Mann; Rottember, 1966; Guo et al., 2017).
Subentende-se que a ribose pode influenciar na preven¢do da apoptose celular, na redugdo de
estresse oxidativo e na reparacao de danos ao DNA, além de servir como fonte de energia
para o organismo.

Ademais, os resultados do PLS-DA demonstram uma separagdo distinta entre os
grupos de alta e baixa congelabilidade. Essas descobertas sdao importantes, pois nos levam a
uma melhor compreensdo de como os metabolitos atuam e como podem afetar a
congelabilidade espermadtica 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 compreensdo da ribose no

plasma seminal em relagdo a fertilidade e congelabilidade espermatica.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdao, demonstramos que 1,3-Dioxan-5-ol, acido octadecanoico,
miristato de colesterila, acido 2-etilheptandico e isobutilamina s3o os metabolitos
predominantes no plasma seminal de touros de ambos os grupos. Porém, comprovou-se uma
clara distingdo dos perfis metabolitos entre touros de alta e baixa congelabilidade de acordo
com o grafico das pontuagdes do PLS-DA. Segundo nossos achados, os perfis de metabolitos
do plasma seminal podem ser usados para determinar os fendtipos de congelabilidade; além
disso, a ribose pode ser considerada um biomarcador de congelabilidade seminal em touros.
Até onde sabemos, nosso estudo € o primeiro a conduzir uma avaliacdo dos metabdlitos no
plasma seminal de touros da raga Guzera relacionados com diferentes fendtipos de
congelabilidade. As descobertas desta pesquisa servirdo de auxilio para o desenvolvimento da

nossa compreensao sobre os mecanismos de criopreservacdo espermatica.



49

REFERENCIAS

ADIPIETRO, K.A.; MAINLAND, J.D.; MATSUNAMI, H. Functional evolution of
mammalian odorant receptors. PLoS Genet, v. 8, n. 7, p. €1002821, 2012.

AITKEN, R.J.; PATERSON, M.; FISHER, H.; BUCKINGHAM, D.W. & VAN DUIN, M.
Redox regulation of tyrosine phosphorylation in human spermatozoa and its role in the
control of human sperm function. Journal of Cell Science, v. 108, n. 5, p. 2017-2025, 1995.

AITKEN, R.J.; WINGATE, J.K.; DE IULIIS, G.N.; KOPPERS, A.J. & MCLAUGHLIN.
Cis-unsaturated fatty acids stimulate reactive oxygen species generation and lipid

peroxidation in human spermatozoa. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, v. 91, n. 10, p. 4154-4163, 2006.

AKSOQY, Y.; AKSOY, H.; ALTINKAYNAK, K.; AYDIN, H.R.; & OZKAN, A. Sperm fatty
acid composition in subfertile men. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty
Acids, v. 75, n. 2, p. 75-79, 2006.

ALGHAMDI, A.S.; FOSTER, D.N.; TROEDSSON, M.H.T. Equine seminal plasma reduces
sperm binding to polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and improves the fertility of fresh
semen inseminated into inflamed uteri. Reproduction, v. 127, n. 5, p. 593-600, 2004.

AMANN, R.P.; PICKETT, B.W. Principles of cryopreservation and a review of
cryopreservation of stallion spermatozoa. Journal of equine veterinary science, v. 7, n. 3, p.
145-173, 1987.

ANCHORDOGUY, T.; CARPENTER, J.F.; LOOMIS, S.H.; & CROWE, J.H. Mechanisms of
interaction of amino acids with phospholipid bilayers during freezing. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, v. 946, n. 2, p. 299-306, 1988.

ANDERSON Jr, R.A.; REDDY, J.M.; OSWALD, C.; & ZANEVELD, L.J. Enzymic
determination of fructose in seminal plasma by initial rate analys<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>