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Resumo

SILVA, Alessandra Cardoso. Uso da lectina do Quiabo (Abelmoschus
esculentus) como marcador da célula espermética ovina. 2016. 28f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagcédo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

As lectinas estdo sendo empregadas como marcadores de superficie na membrana
plasmatica de espermatozoides devido sua ligacdo ao sacarideos das mesmas. O
objetivo consiste em buscar a localizacdo de ligacdo e a colaboracdo da lectina de
quiado (Abelmoschus esculentus) nos espermatozoides de ovinos. A lectina de A.
esculentus foi purificada como o descrito em Soares et al. (2012). Foram utilizados 8
ejaculados de carneiros. As amostras foram diluidas em diluente padréo tris-gema
acrescida de diferentes concentracfes de lectinas conforme o tratamento: T1 —Oug
de lectina; T2 1ug de lectina; T3 —3ug de lectina; T4 —5ug de lectina. As amostras
foram acondicionadas a 5°C. Para avaliacdes espermaticas nos periodos Oh, 2hs e
24hs elas eram aquecidas a 37°C. Para as analises de integridade de membrana,
mitocondria, fluidez e ROS, foi utilizada a citometria de fluxo. Para avaliacdo da
cinética dos espermatozoides, foi utilizado o sistema Computer-Assisted Sperm
Analysis (CASA). A marcacao da lectina na célula espermatica foi feita com FITC e
observada através do Microscépio Confocal Invertido de Varredura a Laser e
observamos que a fluorescéncia foi detectada na peca intermediaria do
espermatozoide. Em nenhum periodo de acondicionamento foi observada diferenca
em relacdo a integridade de membrana, mitocéndria e fluidez esperméatica. No
periodo de 0 h na cinética espermatica o deslocamento e a velocidade foram
inferiores no T4 do que no T3 (P<0,05). Na avaliacdo de 2 hs o T2 foi superior aos
demais tratamentos no deslocamento e velocidade espermatica (P<0,05). Apés
acondicionamento por 24 h a 5°C a cinética espermatica foi superior no T3 em
relacdo ao T4 néao diferindo dos demais tratamentos. Este achado permite que a
avaliacdo seminal possa ser realizada até 24 h sem perdas nas caracteristicas
seminais quando for adicionado com até 3ug de lectina a 5 °C. Além de evidenciar
gue seu sitio de ligacdo é na peca intermediaria de espermatozoides ovinos.

Palavras-chave: lectina; ovinos; Abelmoschus esculentus; FITC



Abstract

SILVA, Alessandra Cardoso. Use of Okra lectin (Abelmoschus esculentus) as a
marker of sperm cells ovine.2016. 28f. Dissertation (Master degree in Sciences) -
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The lectins are employeds as surface markers in the plasma membrane of
spermatozoa due to its binding to saccharides thereof. The aim is to seek the
connection location and the collaboration of the lectin quiado (Abelmoschus
esculentus) in sperm sheep. The lectin A. esculentus was purified as described in
Smith et al. (2012). 8 ejaculates of ovines were used. The samples were diluted in
Tris-egg yolk pattern plus diluent different concentrations of lectins according to
treatment: T1 -Oug lectin; T2 1ug lectin; T3 -3ug lectin; T4 -5ug lectin. The samples
were stored at 5°C. For reviews on sperm periods Oh, 2h and 24 hours they were
heated to 37°C. For the analysis of membrane integrity, mitochondria, fluidity and
ROS, we used flow cytometry. To evaluate the kinetics of sperm cells, we used the
Computer-Assisted Sperm Analysis system (CASA). The marking of the lectin in the
sperm cell was made with FITC and observed by Confocal Microscope Inverted
Scanning Laser and observed that the fluorescence was detected in the intermediate
part of the spermatozoon. In no conditioning period difference was observed in
relation to membrane integrity, mitochondria and sperm flow. At 0 hour period in
sperm kinetic displacement and the speed they were lower T4 than in T3 (P <0.05).
In the assessment of 2 hours T2 was higher than others in the displacement and
sperm velocity (P <0.05). After conditioning for 24 h at 5°C sperm kinetics was higher
in T3 compared to T4 not differing from the other treatments. This finding allows that
seminal assessment can be made up to 24 hours without loss in the seminal
characteristics when added up to 3ug lectin to 5°C. In addition to evidence that its
binding site is in the middle piece of sperm ovines.

Keywords: lectin; ovine; Abelmoschus esculentus; FITC
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1 Introducéo

Lectinas sao definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem néo imune
que tém especificidade por residuos terminais ou subterminais de carboidratos. A
principal caracteristica desta classe de proteinas é sua habilidade de interagir com
carboidratos e desta forma combinar-se com glicocomponentes presentes na
superficie de células e tecidos provenientes dos mais diversos seres vivos (Guzman
- Partida et al., 2004). O principal critério para uma proteina ser considerada
uma lectina é sua habilidade de se ligar a um carboidrato, mais frequentemente um
oligossacarideo (Lis & Sharon, 1998). Estas proteinas participam na comunicagao
celular, desenvolvimento, defesa do hospedeiro, inflamacéo, metastase de tumor,
aglutinacao de eritrocitos e de linfécitos, e inibicdo de bactérias e fungos (Cavada et
al., 2001).

As lectinas estdo sendo empregadas como marcadores de superficie na
membrana plasméatica de espermatozoides devido sua ligacdo ao sacarideros das
mesmas. O conhecimento do padrao de ligacdo de lectinas em oligossacarideos de
membrana em espermatozoides pode fornecer informacgfes Uteis sobre a biologia
reprodutiva. Além disso, a ligacdo de lectinas pode ser uma ferramenta util para
avaliar a capacitacdo e a reacdo acrossdmica dos espermatozoides (Desantis et al.,
2010).

Segundo Kaur et al, (2006) apesar da grande quantidade de informacgao
disponivel sobre sequéncia e especificidade de lectinas, relativamente pouco é
conhecido sobre seu significado bioldgico. O papel fisiolégico das lectinas de plantas
ainda € incerto. Muitos estudos sdo desenvolvidos com o intuito de revelar os
possiveis papéis desempenhados por essas proteinas na planta, porém nenhum
resultado ainda € conclusivo. Apesar disso, varias evidéncias indicam que as
lectinas podem desempenhar papel de defesa na planta. Sdo as Unicas proteinas da
planta capazes de reconhecerem e se ligarem a glicoconjugados de outros
organismos, presentes na superficie de microrganismos (bactérias e fungos). Além

disso, elas acumulam-se em partes da planta mais suscetiveis ao ataque de
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organismos e sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia individual e da espécie,
como as sementes (Peumans & Van Damme, 1995).

O Abelmoschus esculentus (Malvaceae), mais conhecido como quiabo, é uma
planta originaria da Africa e se espalhou por todos os paises tropicais, incluindo
nordeste do Brasil, sendo um componente comum da dieta nativa (Veloso et al.,
1968). Esta planta vem demonstrando que possui atividades antifingicas
(Jayaseelan et al., 2013), antibacteriana e anticancerigenas (Mollick et al., 2015) e
além de possibilidades in vitro com a cura da doenca de Alzheimer (Mairuae et al.,
2015) se administrada em quantidades de até 50 pg/mL. Entretanto se administrada
em ratos uma quantidade superior a 70mg/Kg num periodo superior a 4 semanas
causa atrofia ou degeneracdo testicular com reducdo da producdo de
espermatozoide e dos horménios reprodutivos (Olatunji-Bello et al., 2007; Uchenna
et al. 2014; Nwoke et al., 2015).

A inseminacao artificial € uma valiosa ferramenta para programas de
melhoramento genético e conservacdo de racas em ovinos (Anel et al., 2006).
Porém a mesma ainda ndo é aplicada amplamente devido a algumas limitacdes
como fatores relacionado a anato-fisiologia reprodutiva da fémea, a técnica de
inseminacdo que nao é eficaz com resultados bem variados, além de a utilizacao de
sémen fresco e refrigerado que apresenta como principal limitante o curto periodo de
viabilidade do sémen. O sémen congelado de ovinos apresenta como fatores
limitantes os baixos indices de fertilidade na inseminacao intra cervical, os quais de
acordo com Aisen (2001) variam entre 8-30%.

Nesse contexto, o presente estudo consiste em avaliar o efeito da lectina do
quiabo, Abelmoschus esculentus, e buscar o sitio de ligacdo desta lectina conjugada

ao FITC, na célula espermatica de ovinos.



2 Metodologia

2.1 Lectina

A lectina de Abelmoschus esculentus foi purificada como o descrito em
Soares et al. (2012). Resumidamente, as sementes maduras de Abelmoschus
esculentus foram trituradas em um pé fino usando um moinho eléctrico (Wiley),
acoplado com um peneiro de 60 mesh. A farinha foi desengordurada com n-hexano
e 0 po resultante foi extraida a temperatura ambiente por agitacdo continua, durante
3 h com uma solugéo de 1:10 (w / v) 0,05 M de Tris-HCI, pH 7,4, e NaCl 0,15 M.
Apos centrifugacao a 8000 g durante 30 min, a fracdo insoluvel foi descarregada e o
sobrenadante foi precipitado com sulfato de amonio a uma saturacao de nivel 30/60
durante 4 h a 5°C antes da centrifugacdo a 8000 g durante 20 min; o sedimento foi
suspenso, dialisada exaustivamente com tampao de fosfato 0,02 M, pH 7,5 e
aplicado a uma coluna de cromatografia de permuta ionica (DEAE-Sephacel, 9 2,0
20 cm) previamente equilibrada. As proteinas absorvidas foram eluidas utilizando um
gradiente linear de 0-1,0 M de NaCl em tampéao de PBS. A elui¢do foi monitorizada a
280 nm, e as fragcbes de 1,5 mL foram testadas quanto a atividade hemaglutinante
em eritrocitos humanos e de coelho.

Para as experiéncias, a 1mg da lectina foi diluida em 1ml de PBS.

2.2 Coleta do Sémen

Foram utilizados como doadores de sémen 8 carneiros com fertilidade
conhecida, e clinicamente saudaveis, dos quais 4 estavam alojados em instalacdes
do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas - UFPel e os 4 restantes
alojados na Embrapa Clima Temperado, sob mesmas condicbes de manejo e
alimentagdo. Cada um dos animais foi submetido a somente uma coleta de sémen,
através do método de coleta por vagina artificial em presenca da fémea (Evans &
Maxwell, 1987), totalizando 8 ejaculados. As coletas foram realizadas em dezembro
de 2014.
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2.3 Preparacao das Amostras

As amostras foram encaminhadas para o laboratério do grupo de pesquisa
ReproPel e foram diluidas na proporcdo de 1:1. As amostras foram diluidas em
diluente padréo tris-gema composto de 3,63g de TRIS, 1g de glicose, 1,969 de acido
citrico, 0,06g de penicilina G, 0,1g de estreptomicina, 5mL de glicerol, 15mL de
gema de ovo e 100mL &gua bidestilada (Salamon & Maxwell, 2000), acrescida de
diferentes concentracdes de lectinas conforme o tratamento: T1 —Oug de lectina; T2
1lpg de lectina; T3 —-3ug de lectina; T4 —5ug de lectina. Para as analises, as
amostras foram realizadas em 3 momentos: com as amostras frescas Oh, em 2hs e
em 24hs. As amostras foram armazenadas a 5°C, e a cada momento para

realizacdo das analises elas eram aquecidas a 37°C por 10 min.

2.4 Citometria de Fluxo

Para a citometria de fluxo foi utilizada Attune Acoustic Focusing ® (Life
Technologies) com os lasers azul (488 nm) e violeta (405 nm). Os resultados foram
analisados utilizando o programa Attune Cytometric Software v 2.1. Para a deteccéo
de populacdes de células em todas as andlises, as células foram coradas com
Hoechst 33342 e a populacao foi detectado pelo tubo fotomultiplicador (PMT) VL1
(450/40 nm) e as células ndo coradas foram eliminadas com base em diagramas de

dispersédo (Nagy et al, 2003).

2.4.1 Integridade da Membrana Plasmética

O sémen (10 pl) foi incubado por 20 minutos a 37°C com a sonda de trabalho
contendo 7,3 uM de iodeto de propidio e 20 uM diacetato de carboxifluoresceina . E
5 minutos apos era adicionado 16,2 uM de H33342 e realizada a leitura no citbmetro
de fluxo. Os espermatozoides foram classificados como néo lesionados (DCF + / IP),
e lesionados (DCF + / IP +; DCF- / IP +; DCF- / IP) (Fernandez-Gago et al. 2013;
Gillan et. al., 2005).

2.4.2 Fluidez da Membrana Plasmatica

As células foram classificadas para alta fluorescéncia (alta fluidez) e baixa
fluorescéncia (baixa fluidez) (Fernandez-Gago et al. 2013). Sendo utilizada a sonda
merocianina 540 (2,7 mM) incubada com 10 pL por 37°C durante 20 minutos. Para

leitura no citomento foi adicionado H33342 por 5 minutos.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000601107#B13
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2.4.3 Funcionalidade de Mitocondria

Para esta avaliagdo utilizou como base o protocolo de Gillan et al. (2005)
sendo as amostras de sémen incubadas em PBS contendo Rhodamine 123 (13.0
MM) e Hoechst 33342 (16.2 pyM) Os espermatozoides foram classificados como
agueles com elevada funcionalidade das mitocondrias (alta de fluorescéncia, maior
acumulo de rodhamina) e baixa funcionalidade (baixa fluorescéncia, menor acimulo

de rodhamina)

2.4.4 Producédo de espécies reativas de oxigénio intracelulares

Para esta avaliagdo foram feitas as analises em dois tempos para observar a
liberacdo de ROS (0 e 60 minutos de incubacdo a 37°C). Inicialmente foram
colocados em um eppendorf 10yl de sémen juntamente com H2DCFDA (1 uM) e
16.4 pm de H33342 e feita a leitura no citbmetro de fluxo. A partir dessas duas
analises foi calculada a média da liberacdo de ROS das células.

2.5 Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA)

Os parametros do CASA que serédo utilizados para as avaliacbes sao os que
seguem: motilidade total (%), motilidade progressiva (%), distancia média percorrida
DAP (um), distancia curvilinea DCL (um), distancia retilinea DSL (um), velocidade
curvilinea VCL (um/s), velocidade retilinea VSL (um/s), retilinearidade STR (%),
linearidade LIN (%), oscilacdo WOB (%), deslocamento lateral da cabeca ALH (um),
frequéncia de batimento cruzado BCF (Hz) (Dziewulska et al 2011). Para as anélises
foram utilizadas laminas préprias do CASA, cada lamina possui 4 espacos sdo

colocados apenas 3 pl e, desta forma, feita as analises pelo sistema CASA.

2.6 Marcacdao da lectina no sémen

A marcacéo da lectina na célula espermética foi feita com FITC e observada
através do Microscépio Confocal Invertido de Varredura a Laser, Leica, TCS SP8.

Foi coletado o ejaculado de um macho e diluido na propor¢do 3:1 em tris
gema. Apos foi posto em um eppendorf 950 ul de sémen e 50 pl de lectina, durante
30 minutos foi incubado; depois foi retirado 50 ul de sémen com lectina e colocado
com 50 ul hoescht, o qual marcara o dna das células espermaticas, para incubar por
um periodo de 5 minutos. Logo apds, foi adicionado 400 pl de PBS em tubo falcon

juntamente com os 100 pl do sémen com lectina e hoescht para fazer a lavagem em
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centrifuga por 5 minutos. Apos foi retirado o sobrenadante e adicionado 25 pl de
formol salina para matar as células e adicionado 400 pyl de PBS e, novamente,
centrifugado durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e adicionado 500 pl de
PBS.

As laminas foram montadas colocando 10 pl de sémen com lectina
centrifugado e feito um esfregaco, esperamos secar, colocamos 6leo e observamos

no Microscépio Confocal Invertido de Varredura a Laser, Leica, TCS SP8.

2.7 Andlise Estatistica

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Ap6s o teste das
dezesseis variaveis somente uma delas (motilidade progressiva) apresentou
normalidade.

As variaveis integridade de membrana, integridade de mitocondria, fluidez de
membrana, ROS, DSL, DCL, DAP, VSL, VCL, STR, LIN, WOB, ALH e BCF, foram
transformadas em logaritmos, tendo os resultados na escala original.

Ja as variaveis de motilidade total, DSL, DCP, DAP, VSL, VCL, VAP, STR,
LIN, WOB, ALH e BCF, foram transformadas em arco-seno. Foi feita a andlise de
variancia com medidas repetidas, sendo que o efeito individual dos machos foi
agrupado ao efeito das coletas. A comparacdo das médias foi realizada pelo Teste
de Tukey.

Todas as analises foram realizadas de software Statistix 10.



3 Resultados

Em nenhum periodo de acondicionamento foi observada diferenca em relacéao

a integridade de membrana, mitocéndria e fluidez espermatica em relagdo aos

tratamentos utilizados (Tabela 1).

Tabela 1. Média + Erro Padréo por tratamento dos parametros analisados de

integridade de membrana, funcionalidade mitocondrial, producéo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) e fluidez de membrana nos diferentes tempos de

acondicionamento a 5°C (n=8).

Parametros Tempo TG Controle TG 1ug TG 3ug TG 5ug
de 2h 70.2+3.6A 69.5+2.64 72.7 £+ 3.5A 69.1 +4.84
Membrana
(%) 24h 69,5+ 2,5A 64,7+29A 67,6 +3,0A 64,1+7,0A
Funcionalid Oh 80.7+6.64 79.0+7.5A 80.3+6.6A 81.1+6.94
ade
A A A A
Mitocondrial 2h 77275 76.6+7.1 76.8 £ 6.6 785+7.2
(%) 24h 73,6 +6,7A 745+ 6,7 A 75,1+6,9A 764 +71A
Oh 457572+10004~ 49017+115054 46265+10647A 47206+10471A
ROS (MIF) 2h 28117+7164.7A 31468+10158~ 32160+9251.74 31823+9188.7A
24h 25311+4699,24  27755+6330,4~4 32888+9107,74 33097 +105064
. Oh 73.5+3.64A 73.8+3.2A 72.4 +£39A 69.6+4.1A
Fluidez de
Membrana 2h 56.7 + 6.9A 59.9+6.3A 57.4+65A 60.4+5.7A
0,
(%) 24h 493+704A 48,4+ 7,84 505+7,84A 491+864

AB | etras diferentes na mesma linha significa diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05)

*TG Controle: Tratamento com Tris-Gema sem adi¢&o da lectina.
*TG 1 ug: Tratamento com 1 ug de lectina
*TG 3 ug: Tratamento com 3 ug de lectina

*TG 5 ug: Tratamento com 5 pg de lectina
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Na tabela 2, no tempo Oh, os parametros DSL, DAP, VSL, VAP, STR, BCF
obtiveram resultados inferiores no T4 do que no T3. E os parametros de motilidade
total e motilidade progressiva, o T1 ndo obteve bons resultados quando comparados
ao T2 e T3 (P<0,05).

Em relacdo a tabela 3, apenas os parametros de distancia e velocidade
apresentaram diferenca estatistica no qual o T2 foi o tratamento mais eficiente no
tempo de 2hs de armazenamento a 5°C (P<0,05).

Ja na tabela 4, com 24hs de acondicionamento a 5°C, a cinética espermatica

foi superior no T3 em relagao ao T4 néo diferindo dos demais tratamentos.

Tabela 2. Média = Erro Padrdo por tratamento dos parametros analisados de
motilidade total (Mot Total), motilidade progressiva (Mot Prog), distancia média
percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade
curvilinea (VCL), velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN),
oscilacdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento
cruzado (BCF), no tempo Oh (n=8).

Parametros TG Controle TG 1ug TG 3ug TG 5ug
Mot Total (%) 53.0+3.6° 65.8+3.14 67.7+3.44 64.4 +2.6"8
Mot Prog (%) 50.5+3.7°B 63.6+3.14 65.7+3.54 61.1+2.6"8
DAP (um) 44.0+ 1.7 %8 44.0 + 1.6 *8 489+ 1.7A 42.0+1.458
DSL (um) 33.7+1.7"8 33.6+£1.8"8 385+154 30.0+15°8
DCL (um) 79.2+3.24 80.4+3.04° 87.6+354 78.1+2.4A°
VAP (um/s) 99.2+3.9”8 100.6 + 38 A8 111.8+4.04 96.5+3.6°
VSL (um/s) 76.1+3.9%8 76.5+4.2"8 88.0+3.54 69.1+3.7°B
VCL (um/s) 177.8+7.14 183.3+7.04 199.9+8.14 178.7+6.04
STR (%) 0.76 £ 0.01 "8 0.75+0.02 "B 0.78+0.01% 0.71+0.028
LIN (%) 0.44 +0.024 0.43+0.024 0.44+0.01% 0.39+0.024
WOB (%) 0.6 +0.014 0.6 +0.014 0.6 +0.014 0.5+0.01*
ALH (um) 42+02% 45+0.2A° 44+02" 45+£0.2A°
BCF (Hz) 37.6+0.8"8 36.9+09°8 40.3+0.74 36.0+0.7°8

ABC Apresentaram diferenca estatistica pelo teste Tukey(P<0.05).

*TG Controle: Tratamento com Tris-Gema sem adi¢&o da lectina.

*TG 1 ug: Tratamento com 1 ug de lectina

*TG 3 ug: Tratamento com 3 ug de lectina

*TG 5 ug: Tratamento com 5 pg de lectina
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Tabela 3. Média + Erro Padrdo por tratamento dos parametros analisados de
motilidade total (Mot Total), motilidade progressiva (Mot Prog), distancia média
percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade
curvilinea (VCL), velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN),
oscilacédo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento

cruzado (BCF), no tempo 2hs.

Parametros TG Controle TG 1ug TG 3ug TG 5ug
Mot Total (%) 715274 67.2+ 284 62.6 +3.14 63.5+3.24
Mot Prog (%) 67.9+284 64.7+3.04 59.3+3.14 59.7 £+ 3.34

DAP (um) 440+14°8 50.3+0.84 445+14°8 448+16°8
DSL (um) 334+1.45°8 405+1.14 35.0+1.5°8 351+15°8
DCL (um) 78.1+27°B 90.2+ 234 78.0+25°8 79.3+27°8

VAP (um/s) 102.2+3.38 117.3+1.84 1042+ 358 103.3+3.6°

VSL (um/s) 77.4+3.1°8 94.2 £2.3A7 819+35°8 81.1+3.46°B

VCL (um/s) 181.2+6.5°8 209.7+5.04 183.0 + 6.28 182.8+6.3°

STR (%) 0.75+0.024 0.80+0.014 0.78 £ 0.01* 0.78+0.01 %

LIN (%) 0.44 +£0.02# 0.45+0.024 0.45 £ 0.01* 0.44 £0.01 4
WOB (%) 0.57+0,01% 0.56 £ 0,014 0.57+£0,01% 0.56 +0,01 A
ALH (um) 4.45+0,14 475+0,17 437+0,24 439+0,14
BCF (Hz) 38.7+0,74 38.4+0.6" 39,1+0.74 389+0,6"

ABC Apresentaram diferenca estatistica (P<0.05).

*TG Controle: Tratamento com Tris-Gema sem adi¢&o da lectina.

*TG 1 ug: Tratamento com 1 ug de lectina

*TG 3 ug: Tratamento com 3 pg de lectina

*TG 5 pg: Tratamento com 5 pg de lectina
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Tabela 4. Média + Erro Padrdo por tratamento dos parametros analisados de
motilidade total (Mot Total), motilidade progressiva (Mot Prog), distdncia média
percorrida (DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia retilinea (DSL), velocidade
curvilinea (VCL), velocidade retilinea (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN),
oscilacédo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento
cruzado (BCF), no tempo 24hs.

Parametros TG Controle TG 1ug TG 3ug TG 5ug
Mot Total (%) 50.1+2.2A4 446+ 2178 442+ 3548 37.1+206°8
Mot Prog (%) 45,0+ 244 40.6 +2.278 40.0+3.878 325+22°B

DAP (um) 39.8+1.54 36.3+0.74 39.1+2.1A 35.7+1.1A°
DSL (um) 23.6+1.3°B 23.3+0.6° 29.1+1.84 247+ 1.4"8
DCL (um) 81.3+2.04 746+ 15" 74.1+3.8%8 70.7+1.7°®

VAP (um/s) 91.2+294 81.6+15"8 87.9+4.8"8 80.2+21°

VSL (um/s) 542+29°8 52.7+1.4°B 65.7+4.14 55.3+2.8"8

VCL (um/s) 185.4 + 4.6 A 166.9 + 3.0 "B 165.9 + 8.9 48 158.6 +3.7 B

STR (%) 0.59+0.02°¢ 0.64 + 0.01 B¢ 0.74+0.024 0.68 + 0.0278

LIN (%) 0.29+0.01°¢ 0.31+0.01 B¢ 0.40 £0.02~ 0.35 + 0.02"8
WOB (%) 0.48+£0.028 0.48+0.01°B 0.54+£0.01% 0.50 + 0.0178
ALH (um) 50+0.14 4.6 +0.05 "8 4.0+£02°¢ 4.3+0.28¢

BCF (Hz) 32.7+0.7°® 32.3+04° 37.0+1.24 33.4+06°

ABC Apresentaram diferenca estatistica (P<0.05).

*TG Controle: Tratamento com Tris-Gema sem adig&o da lectina.
*TG 1 ug: Tratamento com 1 pug de lectina

*TG 3 ug: Tratamento com 3 pg de lectina

*TG 5 pg: Tratamento com 5 pg de lectina

3.1 Marcacdo da Lectina na Célula Espermatica

Os resultados foram obtidos através do Microscépio Confocal Invertido de
Varredura a Laser, Leica, TCS SP8, o qual podiamos observar a fluorescéncia na
peca intermediaria do espermatozoide.

Foi feita uma foto negativa no qual foi corado somente o DNA das células com
o corante H33342, como mostra a figura 3. Na figura 4, podemos observar a ligacao
da lectina de Abelmoschus esculentus na peca intermediaria dos espermatozoides;

e na figura 5 foi feita a marcacéo com a lectina e utilizou-se também o H33342, para
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gue possamos ter certeza de que esta lectina ndo se liga em outra parte dos

espermatozoides, somente na peca intermediaria.

Figura 1. Marcacdo do DNA das células espermaticas de ovinos com Hoechst
44432, na escala de 20 um, utilizando o Microscopio Confocal Invertido de Varredura
a Laser.
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Figura 2. Marcacédo da peca intermediaria das células espermaticas de ovinos com a

lectina Abelmoschus esculentus conjugada ao FITC, na escala de 20 um, utilizando

o Microscépio Confocal Invertido de Varredura a Laser.

Figura 3. Marcacao das células espermaticas de ovinos na peca intermediaria com a
lectina Abelmoschus esculentus conjugada ao FITC e a marcacdo do DNA com
Hoescht 44432 na escala de 20 um, utilizando o Microscépio Confocal Invertido de

Varredura a Laser.

200 pm *




4 Discussao

A afinidade da lectina de Abelmoschus esculentus pela peca intermediéria do
espermatozoide ovino é muito importante pois ela podera permitir a sua utilizacédo
como um futuro marcador ou um aditivo de diluente para protecdo desta estrutura
celular. A importancia de verificar a qualidade da peca intermediaria é devida neste
local estarem localizadas as mitocondrias. As mesmas sao responsaveis pela
respiracao celular e pela producdo de ATP fornecendo energia para a movimentagao
do flagelo e consequentemente conducdo do espermatozoide através do trato
genital feminino. Falta de estudos que relatam algum tipo de lectina que tenha
afinidade pela peca intermediaria como o que foi encontrado em nosso trabalho, o
que o torna inédito.

Kaefer et al., (2013) avaliaram a marcacdo com FITC das lectinas de ConA,
ConBr e ConBol em células espermaticas de bovinos congeladas. Todas as lectinas
testadas se ligaram na cabeca do espermatozoide, principalmente ao acrossoma.
Sendo que FITC ConA mostrou maior intensidade da fluorescéncia na regido do
acrossoma, o0 que poderia estar associada com células capacitadas apds o processo
de descongelamento; ao contrario de FITC ConBol que mostrou baixa intensidade
de fluorescéncia no acrossoma. Ja FITC ConBr exibiu um padrdo de fluorescéncia
fragmentado no acrossoma.

Na avaliacao inicial as células estavam a 37°C, portanto a lectina passou a
atuar eficientemente nas celulas, sem mostrar danos, até a concentracéo de 3 pg.
Pode-se atribuir isso a lectina de Abelmoschus esculentus atuar como um proteina
de armazenamento de nitrogénio, sendo um sitio de ligacdo a hidratos de carbono,
que podem ser utilizados como proteinas de defesa passiva.

A possibilidade de armazenar as células espermaticas a 5°C em diluente
contendo a lectina sem perdas na qualidade seminal, permite que a mesma possa
ser utilizada como marcador de qualidade seminal, e sua leitura podera ocorrer até
24 hs apos a coleta. Esse fator é extremamente importante, pois na ovinocultura nao
se tem centrais de coleta de sémen, o que dificulta as avaliagbes com as demais

sondas devido a leitura das variaveis ocorrer no maximo até 3 hs. Desta forma, a
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utilizacdo da lectina Abelmoschus esculentus pode ser promissora como outra
variavel a ser analisada para os exames de andrologia.

A laterizacdo da cabeca tem correlacdo negativa com a distancia percorrida
(R= - 0,71), entdo quanto maior for a amplitude de laterizacdo da cabeca, menor
sera a distancia percorrida pelo espermatozoide. E 0 que podemos observar nos
resultados, o qual mostra que em todos os periodos de tempo das andlises o
parametro ALH apresentou resultados bem menores que 0s outros parametros. Se
aumenta a amplitude de laterizacdo da cabeca esta gastando mais energia para a
laterizacdo e a distancia dele percorrida, por isso as distancias sdo menores

Os parametros integridade de membrana, integridade de mitocondria, fluidez
de membrana e ROS ndo apresentaram diferenca estatistica tanto entre os
tratamentos quanto nos periodos de tempo das andlises, pois devido a funcédo de
defesa da lectina, ela acaba por proteger as estruturas internas das células
esperméticas sem causar danos. Desta forma, concluimos que a lectina de
Abelmoschus esculentus ndo danifica as células esperméticas de ovinos, quando

utilizadas até uma concentracdo de 5ug.



5 Concluséao

Foi possivel verificar que a marcacao da lectina extraida da semente tem forte
ligacdo pelas glicoproteinas da pecga intermediaria da célula espermatica de ovino

sem causar danos a mesma.



6 Consideracdes Finais

Na avaliacdo da cinética dos espermatozoides, os resultados obtidos nos
mostram que as células se mantiveram em boas condi¢cdes quando utilizadas até
3ug, sem danos nas estruturas internas, como apresentado nos resultados de
integridade de membrana, funcionalidade de mitocéndria, fluidez de membrana e
ROS.

Com os resultados encontrados, a lectina é uma proteina de defesa a qual
protege as células contra acfes do ambiente externo. Devido a sua marcacdo na
peca intermediaria da célula espermatica, pode-se predizer que esta lectina possa
ser utilizada para conservar amostras seminais por periodos mais longos (até 24hs)
agindo defensivamente na célula. Porém, ainda sdo necessarios dados in vivo para

iISSO se concretizar.
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