&
UFRGS

CENTRO DE ESTUDOS UNIVERSIDADE FEDERAL

EM ESTRESSE DO RIQO GRANDE DO SUL
OXIDATIVO

Cientifico e Techoldgico

@Introdugéo

Uma recente area das ciéncias da saude € a chamada
Medicina Gendmica, cujo objetivo é identificar padroes
genéticos que, ao serem herdados, levam o individuo a
ser mais ou menos suscetivel a desenvolver alguma
doenca ou caracteristica. Entre os tipos de mutacdes que
tornam o ser humano mais suscetivel, estao as variacoes
polimorficas de alteracao de um unico nucleotideo (SNPs
ou single-nucleotide polymorphism), como por exemplo, a
variante polimérfica Ala-9Val da Superdxido Dismutase
dependente de Manganés (MnSOD) Humana, que altera
o transporte da enzima para o seu local de ativacao e
atuacao, sendo esta enzima fundamental para manter a
integridade mitocondrial.

Espermatozoides sao células que tem a funcao de levar o
material genético até o o6cito através de um meio viscoso
(fluido vaginal) que tem variacao de pH de individuo para
individuo e esta alteracao de pH pode promover mais
estresse oxidativo ou menos.

@ Objetivo

O objetivo deste trabalho é verificar se o
polimorfismo Ala-9Val do Gene da MnSOD
influencia a motilidade e o vigor dos
espermatozoides portadores dos diferentes
cromossomos sexuais (X ou Y) em diferentes
ambientes (tampodes) com variacoes de pH,
favorecendo assim, mais um cromossomo sexual
do que o outro.

') Metodologia

Foram coletadas em torno de 80 amostras de sangue para
extracao de DNA e subseqliente genotipagem, com o
objetivo de selecionar as amostras para cada alelo do
polimorfismo Ala/Val do gene SOD2. Apds selecionados
os individuos foram criados dois grupos: Grupo 1- duplo
homozigotos -9Ala/-9Ala; Grupo 2- duplo homozigotos -
9Val/-9Val. Na segunda fase foi realizada a coleta de
sémen para a extracao dos espermatozoides dos
voluntarios. Apos a coleta, foram avaliados os parametros
de viabilidade espermatica, integridade acrossomal e
motilidade dos espermatozoides; estabelecido a
porcentagem de espermatozoides X e Y pela técnica de
PCR quantitativa em tempo real (gRT-PCR) e
quantificados os parametros oxidativos das amostra
através da analise das atividades de enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase e glutationa
peroxidase e da analise do potencial antioxidante total
através da técnica TRAP/TAR.
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@Resultados e Discussao
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Motilidade espermatica. Os resultados foram analisados pelo
teste T student para verificar diferencas das classes de
espermatozoides em relacao aos gendtipos (Ala/Ala e Val/Val)
e quanto aos gradientes de pH (5,5; 7,0 e 7,8 como controle).
A = espermatozoides com motilidade rapida e progressiva; B =
espermatozoides com motilidade lenta e progressiva;, C =
espermatozoides com motilidade nao-progressiva;

Viabilidade e Integridade Acrossomal. Os resultados
foram analisados pelo teste T student para verificar
diferencas das classes de espermatozoides em relacao
aos genodtipos (Ala/Ala e Val/Val) e quanto aos
gradientes de pH (5,5; 7,0 e 7,8 como controle). AlA =
VIVO com acrossoma Iintacto;, AWA = vivo sem
acrossoma.
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Atividade da Superoxido Dismutase. Os resultados Atividade da Glutationa Peroxidase. Os resultados
foram analisados pelo teste T student para verificar foram analisados pelo teste T student para verificar
diferengas das classes de espermatozoides em relagao diferengas das classes de espermatozoides em relagao
aos genodtipos (Ala/Ala e Val/Val) e quanto aos aos genodtipos (Ala/Ala e Val/Val) e quanto aos
gradientes de pH (5,5; 7,0 e 7,8 como controle). con = gradientes de pH (5,5; 7,0 e 7,8 como controle). con =
controle. controle.
TRAP Spermatozoa TAR Spermatozoa Ratio (X:Y)
0.20
1.0 . B 47T alele B 47T alele Bl 47T alele
0.8 [ 47C alele 0.1 0O 47C alele [ 47C alele

=
o

=
—_
=

=
B

=
=

=
[Pk
DNA Quantity (ng/pl)

(% Chemiluninescence)

o

=
=
=

TRAP/TAR. Os resultados foram analisados pelo teste T student para
verificar diferencas das classes de espermatozoides em relacao aos
genotipos (Ala/Ala e Val/Val) e quanto aos gradientes de pH (5,5; 7,0 e 7,8
como controle). con = controle.

Porcentagem de espermatozoides X e Y. Os dados
foram analisados usando o sistema sds software v1.2.3
guanto a concentracao cromossomo Y e cromossomo X.

Espermatozoides com alelo T (Val/Val) apresentaram menor atividade enzimatica (SOD e GPx), porém
apresentaram maior atividade antioxidante nao-enzimatica (TRAP), apresentando uma maior fragilidade quando

observado a viabilidade e integridade acrossomal. Com relacao a combinacao de espermatozoides portadores
do cromossomo Y e do alelo T foi observado uma concentracao maior de espermatozoides Y em situacoes
controle, onde sao extremamente eficientes em velocidade, no entanto esta relacao se mostra diminuida
guando posta frente ao estresse provocado pelo metabolismo oxidativo gerado pela motilidade em meio
acido.

@ Conclusio

Observou-se que o polimorfismo da Ala-9Val do Gene da MnSOD Humana influencia os padrdes de viabilidade
espermatica e a motilidade dos espermatozoides (X e Y) em ambientes com diferentes pH. Tendo influencia

também nas concentracoes de cromossomos sexuais quantificados nos diferentes alelos. Os individuos portadores
do gendtipo Val/Val apresentam uma concentracao maior de espermatozoides Y, em situacoes controle, do que o
genotipo Ala/Ala. No entanto, esta relacdo se inverte quando o colocamos em um meio com pH mais baixo
(mimetizando o ambiente natural). Sendo assim, os dados encontrados abrem precedentes para uma possivel
selecao espermatica.
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