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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo comparar dois diluidores de
sémen suino e sua interagdo com a cafeina como promotor de
capacitacao espermatica in vitro. Foram coletados 18 ejaculados
de trés varrdes e diluidos em solugdo a base de agua de coco
em po6 (ACP) e em diluidor Beltsville Thawing Solution (BTS).
Foram realizados dois experimentos com os diluidores
associados a cafeina e dois apenas com os diluidores. Os
tratamentos foram avaliados a fresco e refrigerado a 16 °C por
24 horas. Para a capacitacao, os tratamentos foram processados
e incubados em estufa de CO> com 95% de umidade por 3 horas
em meio TALP. Para avaliar as taxas de capacitacao
espermatica foram feitos esfregacos e as laminas coradas com
Coomansie Blue G. Verificou-se nos resultados que nao houve
diferenca entre o sémen diluido em ACP ou em BTS (p>0,05).
Os tratamentos com o sémen refrigerado  foram
significativamente superiores em relacdo ao sémen a fresco
(p<0,05). Com a refrigeracdo os resultados foram os seguintes,
ACP com cafeina a taxa de capacitacao foi de 43,7% e sem
cafeina somente 18,2% (p<0,05). Os resultados com BTS
seguiram este padrao, com cafeina 48,1% e sem cafeina apenas
18,3% de capacitados. Assim, pdde-se concluir que o ACP
associado a cafeina pode ser utilizado com eficiéncia em
tratamentos de capacitacao espermatica in vitro em suinos,

preferencialmente apds refrigeracdo a 16 °C por 24 horas.



SUMMARY

The aim of this work was to compare two different
extenders and the interaction with caffeine as promoter of in vitro
spermatic capacitation. Eighteen ejaculates from three boars
were extended with powder cocconut water reconstituted (ACP)
and in a commercial extender, Beltsville Thawing Solution
(BTS). Treatments consisted in the two extenders associated or
not with caffeine. The sperm capacitation was done in a CO;
incubator with 95 % of humidity for three hours in a TALP
medium supplemented with BSA. Two periods of dilution were
tested, fresh and cooled at 16 °C and stored by 24 hours. The
spermatic capacitation was evaluated by semen films stained
with Coomansie Blue G. It was observed no differences between
the sperm extended with ACP or with BTS (p<0.05). Comparing
the fresh and cooled semen, the second one was significantly
best (p<0,05). In the presence of caffeine and cooled, the
proportion of capacitated semen was 43.7% and 48.1% for,
respectively, ACP and BTS extenders (p>0.05). In the absence
of caffeine, the proportion of capacitated semen was 18.2% for
ACP and 18.3% for BTS (p>0.05). We concluded that ACP —
caffeine — cooled treatment may be considered an efficient

option for in vitro swine sperm capacitation.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACP = Agua de coco em p6

AMP = Adenosina Monofosfato

AMPc = Adenosina Monofosfato Ciclico

ATP = Adenosina Trifosfato

BSA = Albumina Sérica Bovina

BTS = Belstville Thawing Solution

CAF = Cafeina

DIC = Microscopia de Interferéncia Diferencial
FIV = Fecundacao in vitro

FPP = Peptideo Promotor de Fertilizacao

PIV = Produgao in vitro

IAA = Acido 3-Indol Acético

mM = Milimolar

mTBM = Meio Tamponado com Tris Modificado

PB = Proteina Bruta

1.  INTRODUGAO
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Durante a década passada, muitas pesquisas foram direcionadas no intuito de
se obter maior controle da reprodugéo suina. Varios avangos na genética de suinos
tém sido alcancados devido a fatores como a possibilidade de utilizar animais desta
espécie como doadores de tecidos e érgdos especificos para xenotransplantes
(DAY, 2000).

A producdo de embrides em laboratério ou fecundagéo in vitro (FIV) € uma
biotécnica que vem sendo amplamente estudada. Apesar de ndo apresentar o
mesmo sucesso alcangado em bovinos e em humanos, esta técnica apresenta um
grande potencial e aproxima-se cada vez mais de uma aplicabilidade comercial na
espécie suina (CAMERON,1998).

Os espermatozéides de mamiferos em geral, imediatamente apds a
ejaculacdo, ndo sao capazes de fecundar os o0d0citos, sendo necessaria sua
passagem pelo trato genital feminino, para que ocorra a capacitagdo espermatica
(VISCONTI et al., 1999).

Os primeiros relatos sobre a capacitagdo espermatica datam de 1951
(CHANG, 1951). No entanto, h& aspectos ainda ndo totalmente esclarecidos quanto
as alteragoes fisicas e bioquimicas do processo (FLESCH et al., 1999).

Alteracbes de membrana como o aumento de sua fluidez, aumento do pH
intracelular, alteragdes no fluxo iénico, além de alteragdes morfolégicas associadas a
reacao acrossOmica, conferem aos espermatozdides condicbes de aderir a zona
pellcida e iniciar o processo de fecundacao. Para isto, faz-se necessario o uso de
um agente capacitante. Um dos mais utilizados é a cafeina, comprovadamente

eficaz para promover a capacitagao espermatica (WANG et al., 1991).
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A funcado basica do diluidor é prolongar a viabilidade dos espermatozéides,
fornecendo-lhes nutrientes e fatores de resisténcia ao choque térmico. O diluidor e a
temperatura ideais capazes de oferecer maior longevidade aos espermatozéides de
suinos ainda ndo séo totalmente conhecidos (VARNER et. al., 1987).

Diversos diluidores tém sido utilizados no processamento do sémen suino e
pouco se sabe sobre os resultados de sua interacdo com um agente capacitante. Os
elementos necessarios a capacitacao e até mesmo a sobrevivéncia espermatica do
sémen suino ainda nao sao totalmente conhecidos. Por isso, é necessaria a geracao
de novos conhecimentos em diferentes campos da ciéncia, incluindo a bioquimica e
a metodologia do resfriamento do sémen suino (SHEID et al., 1991; MARIANO et al.
1992).

A solucéo a base de agua de coco é rica em nutrientes, pode ser adquirida a
um baixo custo, tem sido utilizada com sucesso na conservacao de sémen de varias
espécies e também na maturagdo de odcitos e cultivo de embrides bovinos. Porém,
estudos utilizando a agua de coco na capacitacdo espermatica nao foram verificados

na literatura.

2. REVISAO DE LITERATURA



15

21 CAPACITAGAO ESPERMATICA

As etapas basicas pelas quais o espermatozoide precisa passar antes de
penetrar o oécito sdo: capacitacdo, penetracdo do complexo cumulus, ligagcdo com a
zona pelucida, reacdao acrossdbmica, ligacdo secundaria com a zona pellcida,
penetracdo da zona pellcida, entrada no espaco perivitelineo e finalmente ligacao e
fusdo com a membrana plasmatica com subseqlente ativacado do odcito. O sistema
de reconhecimento e fusdo odcito-espermatozoide € mediado por um dinamico
processo de modificagcbes protéicas e interacbes na membrana plasmatica.
(TOPFER-PETERSEN et al., 2000).

Uma etapa essencial do processamento in vitro dos espermatozdides é
alcangar a capacitagdo de maneira artificial tdo bem como controlar o tempo da
reacdo acrossbmica, porque somente espermatozdides capacitados podem ser
reconhecidos pelo 06cito e responder aos sinais oocitarios de maneira apropriada
(TOPFER-PETERSEN et al., 2000).

O conceito de capacitacao espermatica foi mencionado pela primeira vez no
inicio da década de 1950 (AUSTIN, 1951; CHANG, 1951). De acordo com estes
autores, os espermatozoéides precisam passar por uma série de modificacdes antes

de adquirir a capacidade de penetrar os odcitos.

Sob condigdes fisiologicas estas modificacbes ocorrem ao longo do trato
genital feminino e o papel do istmo do oviduto é especialmente importante no
processo (HUNTER e NICHOL, 1988).

Baseado nessa idéia e nos resultados em outras espécies, 0 primeiro sucesso
alcancado na penetracdo in vitro de um o0cito suino envolveu a submissdo do

sémen a um procedimento relativamente complexo, incluindo vérias lavagens por
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centrifugacdo e pré-incubacdo dos espermatozdides em altas concentragées de
calcio a 37 °C (PAVLOK, 1981).

O objetivo dessas lavagens por centrifugacdo e pré-incubagdo foi
desestabilizar a membrana plasmatica dos espermatozéides e prepara-los para a
reacdo acrossémica. Assim, CHENG (1985) modificou alguns detalhes da técnica
criada por PAVLOK, descrita anteriormente, e produziu a primeira ninhada de leitdes

por meio de fecundacao in vitro (FIV).

A capacitacao espermatica € um processo sem o0 qual ndo pode ocorrer a
reacdo acrossbmica, pré-requisito para a realizagdo da fecundagdo. A reacao
acrossOmica € um processo de exocitose em que ocorre a fusdo da membrana
plasmatica do espermatozdide com a membrana acrossomal externa, liberando
enzimas acrossomais e permitindo que o espermatozéide atravesse a zona pellcida
e se fixe ao oocito (YANAGIMACHI, 1994).

O processo de capacitacao espermatica provoca alteracées bioquimicas na
membrana plasmatica dos espermatozdides, fornecendo condigcdes para a
ocorréncia da reagdo acrossomal. A capacitacdo promove a remog¢ao gradual e
alteracdes de glicoproteinas periféricas na cabeca dos espermatozoides, provoca a
perda do colesterol pela membrana plasmatica e alteragbes na distribuicdo e
composicao de certos fosfolipideos de membrana (YANAGIMACHI, 1994).

Todas as modificacbes que ocorrem na membrana plasmatica dos
espermatozéides podem ser observadas in vitro em diversos meios quimicamente
definidos que contenham fontes energéticas como o piruvato, o lactato, a glicose e
fontes protéicas como a albumina sérica bovina, o bicarbonato de sddio e o célcio,
sugerindo assim, que a capacitacdo espermatica seja regulada pelo préprio
espermatozéide (VISCONTI e KOPF, 1998).

A albumina sérica bovina (BSA) estd fortemente ligada a remogdo do
colesterol da membrana plasmatica, favorecendo a producdo do Adenosina
Monofosfato Ciclico ciclico (AMPc) que induz a fosforilagdo da tirosina. Esta

remocao do colesterol faz com que a membrana plasmatica torne-se mais fluida,
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modulando o fluxo de ions célcio (Ca*?) e fons bicarbonato de sédio (NaHCO'3).
Estes ions controlam a ativacdo da adenil ciclase, sugerindo que os cations
bivalentes tém importante papel na capacitagdo espermatica. Portanto, a fosforilagao
da tirosina € modulada pelo AMPc que regula a via de fosforilagdo da tirosina pela
proteina quinase A (VISCONTI e KOPF, 1998).

O principal evento que ocorre durante o processo de capacitacdo espermatica
€ a retirada ou a alteracao dos estabilizantes ou capa protetora da membrana
plasmatica dos espermatozédides, sensibilizando-os ao meio de fecundagdo e aos
odcitos. A membrana plasmatica fica exposta diretamente ao meio de capacitacao,
sendo a superficie dos espermatozoides revestida principalmente por fatores
decapacitantes, todos originados no plasma seminal (YANAGIMACHI, 1994).

Segundo o mesmo autor, ha influxo de célcio para o interior da célula
espermatica durante a capacitacdo. Normalmente, estas quantidades estdo baixas,
pois ha acdo das adenosinas trifosfatases (ATPases) mediadas pela bomba de
calcio, sistema de carreamento sédio/calcio, sistema de troca de ions calcio e
hidrogénio da membrana plasmatica e pelo sequestro de célcio pelas mitocondrias.
Mesmo com o influxo de calcio no momento da reagédo acrossdmica, acredita-se que
a quantidade de calcio intracelular seja menor que no meio externo. A ativacdo do
AMPc proteina quinase dependente desempenha importante papel na ativacao e na

manutencao da motilidade espermatica, durante a capacitacao.

O esterdide mais abundante no espermatozdéide é o colesterol, porém existem
outros como o desmoterol, que € um precursor do colesterol, o sulfato de
desmoterol, os ésteres de colesterol, que sdo moléculas responsaveis pela
regulacao da funcdo espermatica. A relagcdo existente entre as taxas de colesterol e
de fosfolipideos na membrana plasmatica determina o estado de capacitagdo ou nao
do espermatozéide. No decorrer da capacitacédo, o colesterol move-se da membrana
para os receptores, tornando-os soluveis e os fosfolipideos movem-se para a
membrana plasmatica, possibilitando definir o estado do espermatozoide baseado
nos niveis destes fosfolipideos (CROSS, 1998).
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A aglutinacdo de cabega com cabega pode ser um evento da capacitagao
espermatica. Existem proteinas responsaveis pela n&o aglutinagdo, que séao
secretadas no ducto e corpo do epididimo e aderem ao acrossomo. Estas proteinas
podem ser identificadas no sémen fresco, mas com reducdo na sua concentragao

durante o processo de incubacéo e capacitacao in vitro (HARAYAMA et al., 1999).

2.2 CAFEINA

A cafeina, considerada um inibidor da fosfodiesterase, permite o aumento da
concentracdo do AMP ciclico durante a capacitacdo espermatica, modulando a
adenil ciclase e a reagédo acrossdmica. Em estudos realizados por FUNAHASHI e
NAGAI (2001), as sondas fluorescentes de clortetraciclina (CTC) mostraram que a
cafeina induz a capacitacdo espermatica e a reagcdo acrossémica em sémen in
natura de suinos e, conseqlentemente aumentam a penetracdo de
espermatozéides. Porém, a cafeina aumenta a polispermia. Conforme aumenta-se a
concentracdo de cafeina aumenta também a penetragdo oocitaria pelos
espermatozéides (ABEYDEERA e DAY, 1997, FUNAHASHI e NAGAI, 2001), sendo
a taxa de polispermia de 33,9; 85,7; 86,3 e 95,2% nas concentracdes de 0; 1; 2,5; 5
mM de cafeina, respectivamente (ABEYDEERA e DAY, 1997).

Muitos meios de FIV em suinos sao suplementados com cafeina para elevar a
concentracao de AMPc intracelular. Em estudos recentes, FUNAHASHI et al. (2000)
observaram os efeitos da cafeina, do peptideo promotor de fertilizagcao (FPP) e
adenosina nos paramentros de fecundacao de odcitos maturados in vitro. No meio
em que se utilizou o FPP, as taxas de fecundacéo foram de 75%, com adenosina,
71% e, ao suplementar o meio com cafeina, os indices chegaram 98%. Apesar da
alta incidéncia de polispermia, este é o agente capacitante mais utilizado na

capacitacao espermatica em suinos.

Em se tratando de meio de fecundagédo que age no processo de capacitacao
espermatica, sabe-se que o meio tamponado com Tris modificado (mTBM), sem

bicarbonato e sem hepes em tampao Tris e suplementado com cafeina, em
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condi¢des de atmosfera umida com 5% de CO. em ar, suporta tanto a capacitagéo
espermatica, quanto a reagdo cortical de oécitos em suinos. O meio mTBM
suplementado com 0,1 ou 0,4% de BSA apresenta taxas de penetracao (99 e 95%)
e de polispermia (93 e 96%) semelhantes, porém mostra maior nimero de
espermatozéides penetrados por oécito no meio com 0,4% de BSA (ABEYDEERA e
DAY, 1997).

2.3 DILUIDORES

A funcao basica do diluidor é prolongar a viabilidade dos espermatozoides,
fornecendo-lhes nutrientes ou fatores de resisténcia. O diluidor e a temperatura
ideais capazes de oferecer maior longevidade aos espermatozéides ainda ndo séo
totalmente conhecidos, especialmente a baixas temperaturas (VARNER et al., 1987).

Diversos diluidores tém sido utilizados para processar, resfriar € armazenar o
sémen do suino. Entretanto, a maioria deles causa limitagdo a sobrevivéncia
espermatica, pois 0s elementos necessarios a sobrevivéncia espermatica do suino
ainda nao sao totalmente conhecidos. A elevacao dos resultados de capacitacao e
fertilidade, com uso de sémen suino, depende da geracao de novos conhecimentos
em diferentes campos da ciéncia, como a bioquimica e a metodologia do
resfriamento do sémen suino (SCHEID et al., 1991; MARIANO et al., 1992).

A resisténcia dos espermatozéides ao choque térmico difere entre as varias
espécies, os do homem, céo, galo e coelho sdo os mais resistentes, enquanto entre
0s mais sensiveis estdo os do suino (BOUCHARD et al, 1990). As diferencas
parecem estar relacionadas a composi¢cao quimica e molecular das membranas
plasmatica e mitocondrial, especialmente os acidos graxos e os fosfolipidios
(POULOQOS et al.,, 1973). Em consequéncia do choque térmico, lesdes irreversiveis
sdo observadas especialmente no acrossoma com desprendimento e perda de
conteudo (PURSEL et al., 1972; WATSON e PLUMMER, 1985).
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2.4 AGUA DE COCO

A solucao a base de agua de coco é um meio rico em nutrientes, de baixo
custo, que tem sido utilizada com sucesso para a conservagdo de sémen suino
(TONIOLLI et al., 1998), humano (NUNES, 1998), caprino (NUNES & SALGUEIRO,
1999), ovino (GUERRA & NUNES, 1999) e canino (SILVA et al., 2001). Ja foi
utilizado também na maturagdo de odcitos (BLUME et al., 1997a) e cultivo de
embrides bovinos (BLUME et al., 1997b) e murideos (BLUME & MARQUES Jr.,
1994).

NUNES et al. (1994) isolaram da agua de coco, uma molécula pertencente ao
grupo das auxinas, o acido 3-indol-acético (IAA), que tem acado benéfica sobre os
espermatozéides. O IAA é um horménio que atua no crescimento de vegetais
(BARBIER-BRYGOO, 1995), ligando-se as proteinas soluveis da seiva, sendo
transportado a receptores transmembranarios, provocando respostas celulares como
0 aumento da plasticidade da parede celular, aumento da entrada de agua na célula
e alteracdo do metabolismo nos acidos nucléicos e da respiragédo celular (GALSTON
e PURVES, 1960; TONIOLLI et al., 1996), o que promove o crescimento da célula
(BARBIER-BRYGOO, 1995).

Foram realizados estudos utilizando o IAA na conservagcdo de células
animais. TONIOLLI et al. (1996) utilizaram o IAA para conservar sémen suino a
15°C, apresentando resultados satisfatorios. O |AA também foi utilizado para
conservar foliculos pré-antrais (FOPA) caprinos a 4°C por até 24 horas (FERREIRA
etal., 2001).

A 4agua de coco é uma solucao acida e estéril composta de sais, proteinas,
acucares, vitaminas, gorduras neutras, além dos indutores de divisdo celular e
eletrdlitos diversos que lhe conferem densidade e pH comparaveis ao plasma
sanguineo. Esta composicao atende as exigéncias nutritivas dos embrides até entao

conhecidas pela fisiologia embrionéria.
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Segundo LETHAM (1974), também sao encontrados na agua de coco
principios ativos com propriedades semelhantes as auxinas e citocininas, que
regulam o crescimento e provocam a divisdo celular nas plantas, fungos, algas e
alguns protozoarios (BLUME & MARQUES Jr., 1994).

As pesquisas com embrides in vitro tém concentrado sua atuagéo no exame
dos componentes dos meios, no uso de co-culturas, na exploracdo do papel dos
nutrientes e dos fatores peptidicos de crescimento e proliferagdo celular. A
necessidade nutricional do embrido é maior do que se preconizava € com isto,
busca-se enriquecer os meios existentes e encontrar meios alternativos para atender
as exigéncias do embrido e melhorar os indices de sobrevivéncia e viabilidade
embrionaria (KANE et al., 1992; MINAMI et al., 1992).

2.5 AVALIACAO DA REACAO ACROSSOMICA

O uso de substancias capacitantes para induzir a reagdo acrossémica € de
grande importancia, podendo-se assim estimar a fertilidade, pois animais mais férteis
apresentam maior numero de espermatozoides que sofrem reacao acrossémica (LIM
etal.,, 1997).

Um dos parametros mais utilizados para se verificar os danos causados pela
preservagdo do sémen € a analise da viabilidade espermatica, sendo a reacao
acrossOmica um importante parametro para a qualificagao das células viaveis. Varios
métodos tém sido empregados para distinguir espermatozoides viaveis de nao
viaveis, como a eosina-nigrosina e as sondas fluorescentes com coloracdo simples
como o diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio ou Hoechst 33258
(PINTADO et al., 2000).

O Coomansie Blue G é um corante utilizado para avaliagdo da reagao
acrossébmica. Os espermatozdéides que ndo sofreram reacdo apresentam
acrossomos corados em azul intenso e 0s que sofreram reagdo apresentam
acrossomos corados em azul ténue (LARSON e MILLER, 1999).
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Um dos maiores problemas no estudo da reagdo acrossémica reside na
impossibilidade de observa-la ao microscépio de contraste de fase sem coloragéo.
Varias técnicas de coloragdo vém sendo desenvolvidas. Por citometria de fluxo, foi
possivel identificar que a regido acrossdmica € rica em glicoconjugados, o que
sugere que estas regides sejam constituidas por glicosaminoglicanos (VASQUEZ et
al., 1993).
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3. JUSTIFICATIVA

A produgéao in vitro de embrides suinos é uma biotécnica muito promissora
que ainda precisa ser aperfeicoada para oferecer nUmeros mais consistentes e

aplicabilidade comercial, como ja ocorre em bovinos ou mesmo em humanos.

A possibilidade de utilizacdo de suinos como doadores de 6rgéos e tecidos
especificos em xenotransplantes motiva estudos mais aprofundados de biotécnicas
que viabilizem sua producéao e modificacao genética.

Assim, o estudo de todas as etapas que antecedem a fecundagéo in vitro

propriamente dita € importante para o dominio da técnica.

Por isso, procurou-se avaliar neste trabalho um novo protocolo de
capacitacao espermatica em suinos, em que se observaram as possiveis acoes
entre os diluidores a base de ACP e BTS, em presencga ou auséncia de cafeina, com
processamento do sémen a fresco ou refrigerado por 24 horas.

A agua de coco ja foi demonstrada como substancia comprovadamente eficaz
em testes realizados com outras técnicas como a maturagdo de odcitos (BLUME et
al., 1997a) e cultivo de embrides bovinos (BLUME et al., 1997b) e murideos (BLUME
& MARQUES Jr., 1994), e utilizada para conservagao de sémen caprino (NUNES &
SALGUEIRO, 1999), ovino (GUERRA & NUNES, 1999), suino (TONIOLLI et al.,
1998), humano (NUNES, 1998) e canino (SILVA et al., 2001).

A ACP adicionada de cafeina podera ser uma opcao eficiente e de baixo

custo para tratamentos de capacitacao espermatica em suinos.
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4. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL:

o Aperfeicoamento da capacitacao espermatica in vitro na espécie suina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Avaliar as taxas de capacitacdo espermaticas nos espermatozoéides
diluidos em ACP ou BTS;

J Avaliar as porcentagens de capacitacao espermaticas nos tratamentos

suplementados ou nao pela cafeina;

o Comparar dois diferentes protocolos de conservagdo dos
espermatozéides, com processamento do sémen a fresco ou refrigerado por 24

horas.
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5. MATERIAL E METODOS

51 COLETA E PREPARACAO DO SEMEN

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fecundacéo in vitro, Clonagem e
Transgenia Animal do Departamento de Reproducao Animal da Universidade de Sao

Paulo, localizado na capital paulista.

Foram utilizados trés varroes mesticos das racas Landrace e Duroc, com 12 a
14 meses de idade, alojados em baias de aproximadamente 8 m? , recebendo 3
kg/dia de ragdo comercial para crescimento (14% PB) e agua ad libitum.

Foram coletados 18 ejaculados utilizando-se 0 método da méo enluvada em
béquer estéril de 500 mL pré-aquecido em estufa a 38 °C com filtro de algodao
acoplado a boca e protegido por copo de coleta. A fragdo gelatinosa foi desprezada
e foram aproveitados apenas os jatos de sémen da fragao rica.

Apés a coleta, o sémen foi levado ao laboratério e examinado quanto as
caracteristicas fisicas (volume, aspecto e odor) e morfolégicas. A morfologia dos
espermatozéides foi avaliada em preparacao umida com formol salina (ANEXO 5),
empregando microscopia de interferéncia diferencial (DIC), adotando-se o seguinte
padrdo: 1) anormalidades espermaticas totais: até 20%; 2) anormalidades
individuais: acrossoma < 5%, cabeca < 5%, colo < 5%, peca intermediaria < 5%,
gota citoplasmatica proximal < 10% e cauda < 10%. Todas as amostras foram
analisadas fisica e morfologicamente apds a diluicdo. Foram utilizados apenas

ejaculados com motilidade espermatica = 70%.

A preparagéo do diluidor BTS foi realizada minutos antes de cada coleta. Sete
gramas do diluidor em pé foram dissolvidos em 70 mL de agua ultra-pura Milli-Q pré-
aquecida a 38 °C (ANEXO 2). Quatro gramas de agua de coco em p6 foram
dissolvidos em 35 mL de agua ultra-pura Milli-Q pré-aquecida e ressuspensa em 35
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mL de uma solugéo de citrato de sodio a 1% acrescida de 0,14 g de gentamicina
(ANEXO 2), momentos antes da coleta.

Os tubos com o sémen in natura foram processados imediatamente apés a
coleta. Os outros tubos, a serem refrigerados, foram mantidos em temperatura
ambiente (cerca de 25°C) por duas horas. Apds este periodo, os tubos foram
refrigerados a 16°C por 24 horas, e depois de decorrido o periodo, processado da

mesma forma.

Cerca de 30 mL da fragao rica do sémen in natura foram divididos em duas
aliguotas de 15 mL, e diluidos em 35 mL de BTS e em 35 mL de ACP,
respectivamente, perfazendo um total de 50 mL de cada solucéao.

Os tubos contendo o sémen diluido nos dois tratamentos foram centrifugados
por oito minutos a 400 G para a separagao dos espermatozéides mortos dos vivos,
sendo os ultimos obtidos no sedimento. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado. Em seguida, retiraram-se 2 pl de sémen do sedimento, que foram
diluidos em 100 ul de meio TALP de fecundagcdo (ANEXO 1), para avaliagdo da
motilidade, € 2 ul do mesmo sémen diluidos em 1000 wl de agua de torneira
(utilizada aqui apenas como espermicida) para contagem e avaliacdo da
concentracao espermatica na camara de Newbauer. A concentragdo do sémen foi

ajustada para 2 x 10" espermatozéides/mL.

Este ajuste de concentracdo foi realizado contando-se a média de
espermatozéides por mL de sémen e foi acrescentada uma maior ou menor
quantidade de espermatozéides ao tratamento, de modo que esta concentracédo
fosse de 2 x 10 espermatozéides/mL, para padronizar a quantidade de células

espermaticas submetidas a capacitagao.

5.2 CAPACITAGAO ESPERMATICA
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O meio TALP de fecundacdo (PARRISH et al., 1988) foi preparado uma vez
por semana (50 mL). Foram acrescentados ao meio, 30 minutos antes da realizagao
do protocolo, 60 mg de BSA (ANEXO 4), 50 ul de gentamicina (ANEXO 4) e 20 ul de
piruvato (ANEXO 4). Em seguida, o meio foi submetido a filtragem em poro de 0,22

um e colocado em estufa de CO» para equilibrio.

Para a capacitacao espermatica depositou-se em microtubos 1000 pl de meio
TALP suplementado por BSA (ANEXO 4), 5 mM de cafeina (ANEXO 3), e o sémen
diluido com a concentragdo 2 x 10’ espermatozdides/mL. Estes foram entdo
incubados em estufa a 38,5 °C com 95% de umidade e 5% de CO, por um periodo

de trés horas.

Apés a incubacédo, o sedimento dos tubos foi lavado em 1000 pl do mesmo
meio TALP, e centrifugados a 400 G por 8 minutos para a eliminagdo do

sobrenadante de forma a retirar a cafeina.

Posteriormente o sedimento dos tubos foi colocado em 1000 pl de
paraformaldeido a 4% (ANEXO 5) por um periodo de 10 minutos para fixagdo. Apds
esta etapa, o conteudo dos tubos foi lavado e centrifugado a 400 G por duas vezes

em solucao de acetato de améneo (ANEXO 5), pH 9, por 8 minutos.

5.3 AVALIACAO DA REACAO ACROSSOMICA

Para a confeccdo das laminas e avaliacdo da reacdo acrossOmica, foi
realizado esfregaco com 5 ul do sedimento dos tubos que foram centrifugados em
solucéo de acetato de amdneo. Foram entdo secas ao ar, e em seguida imersas em
solucéo corante Coomansie Blue G (LARSON e MILLER, 1999) (ANEXO 3) por dois

minutos.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em filete de agua corrente, secas

ao ar e vedadas com uma fina camada de solugdo Permount® para evitar a
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oxidagdo do corante, a degeneracdo dos espermatozoides e permitir leitura
posterior.

Foram contados 200 espermatozdides por lamina. Os que sofreram
capacitacao espermatica, e conseqlientemente a reacao acrossdmica, apresentaram
0 acrossoma corado em azul ténue. Aqueles que nao sofreram esta reacao, tiveram

0 acrossoma corado em azul intenso (FIG. 1 e 2).

FIGURA 1: Espermatozoéide capacitado, com acrossoma corado em azul ténue, e nao
capacitado, com acrossoma corado em azul intenso (Coloragcdo Coomansie Blue G, aumento
de 400 x).

FIGURA 2: Espermatozoides capacitados, com acrossomas corados em azul ténue, e nao
capacitados, com acrossomas corados em azul intenso (Coloracao Coomansie Blue G,
aumento de 1000 x).
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000).

Utilizando o aplicativo “Guided Data Analisys”, os dados foram testados
quanto a normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso nao
obedecessem a estas premissas, foram transformados (logaritmo na base 10 -
Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X2) e se a normalidade nao fosse obtida
empregava-se entdo o procedimento NPAR1WAY de andlise de varidncia nao

paramétrica.

Para a descrigdo dos resultados, foram empregados as médias e os desvios-
padrao (média + desvio padrdo) dos dados originais e os niveis de significancia (p)
dos dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados transformados,
quando necessaria a transformacéao; e dos dados analisados através da analise nao
paramétrica, quando nao obedecessem as premissas € nao houvesse

transformacodes possiveis.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar a hipétese de nulidade (HO) foi
de 5%. As variaveis classificatérias utilizadas foram os tratamentos com o sémen
diluido em ACP ou BTS, com ou sem cafeina, e fresco ou refrigerado. A variavel

resposta analisada foi a reagao acrossdémica.

Na analise de variancia foram verificados os efeitos dos trés tratamentos: ACP
X BTS, com cafeina X sem cafeina, in natura X refrigerado, assim como as

interagdes entre as mesmas.

N&o foi verificado o efeito das interagdes duplas ou da interagéo tripla.
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A variavel resposta porcentagem de espermatozéides que sofreram a reacao
acrossdmica ndo obedeceu a normalidade dos residuos, sendo a mesma obtida
através da transformacéo para o logaritmo de seus valores na base 10. Sendo
assim, foi empregada a analise de variancia paramétrica ONE WAY ANOVA para
verificar os efeitos dos tratamentos e o teste Tukey de médias (p<0,05) para verificar

diferencas entre os tratamentos (PROC GLM).

5.5 ESQUEMA DO PROTOCOLO

COLETA E PREPARACAO DO SEMEN

l

DILUICAO

L

BTS ACP
A FRESCO REFRIG. A FRESCO REFRIG.

l l l l

CAFEINA CAFEINA CAFEINA CAFEINA

S/CAFEINA S/CAFEINA S/CAFEINA S/CAFEINA
. -

l

CAPACITACAO ESPERMATICA

l

AVALIACAO REAGAO ACROSSOMICA
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6. RESULTADOS

Em relagdo a capacitacdo espermatica ndo houve diferenga estatistica entre
os diluidores BTS e ACP (p>0,05), apenas pdde-se observar diferengca com relacao
a presenga ou auséncia de cafeina (p<0,05), e com relagdo ao processamento

sémen a fresco ou refrigerado (p<0,05).

Todos os resultados do trabalho podem ser aferidos na TABELA 1.

TABELA 1: Taxas médias (%) e desvios-padrao de espermatozéides capacitados,
diluidos em BTS ou ACP, no sémen processado a fresco ou refrigerado, com ou sem
adicao de cafeina, detectados pela coloragcdo Coomansie Blue G.

A FRESCO + REFRIG. +
TRATAMENTOS A FRESCO CAFEINA REFRIG. CAFEINA
BTS 48+317 234+1558” 183+17°% 481 +20,3°%
ACP 46+28" 223+1698 182+14,1°% 437+19°%

Letras mailsculas na mesma linha indicam diferenga significativa entre adigado ou nao de cafeina ao
tratamento (p<0,05).

Letras mindsculas na mesma linha indicam diferencga significativa entre o sémen processado a fresco
ou refrigerado (p<0,05).

Asterisco (*) na mesma coluna indica que nao houve diferenga significativa entre os diluidores
(p>0,05).

No tratamento com o sémen a fresco em que foi utilizada a solucéao a base de
ACP com cafeina foi observada uma média de 22,3% de espermatozoides
capacitados. Na auséncia de cafeina ao sémen diluido em ACP foram verificados

apenas 4,6% de capacitacao espermatica (p<0,05).



32

Resultados semelhantes foram observados nos tratamentos em que o sémen
foi diluido em BTS. Com a adicdo de cafeina, verificou-se 23,4% de
espermatozéides capacitados, enquanto na auséncia do reagente as taxas de
capacitacao no BTS cairam para 4,8% (p<0,05).

No diluidor a base de ACP refrigerado houve também diferenga significativa.
As taxas de capacitacao in vitro incluindo a cafeina foram de 43,7% e na sua

auséncia cairam para somente 18,2% (p<0,05).

Como terceira variavel testada, observaram-se as diferengas ocorridas entre
as porcentagens de espermatozéides capacitados apds o processamento a fresco
ou com 24 horas de refrigeracao a 16°C (p<0,05).

No sémen a fresco diluido em BTS ou em ACP sem cafeina, as taxas foram
de apenas 4,8 e 4,6% de espermatozoéides capacitados, enquanto refrigerados,
estas subiram para 18,3 e 18,2%, respectivamente (p<0,05).

Também houve aumento significativo na capacitagdo espermatica quando
houve refrigeragdo no sémen diluido em BTS e em ACP, o primeiro apresentou
médias de 48,1% e o segundo 43,7%, enquanto a fresco o BTS apresentou 23,4% e
o ACP 22,3% de espermatozoides capacitados (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

De acordo com os resultados deste trabalho, ao se comparar o sémen diluido
em BTS ou em ACP, pbde-se verificar que ambos apresentaram resultados
semelhantes, sem diferenca estatistica significativa em relagdo as taxas de
capacitacao espermatica (p>0,05).

Como nao havia sido observado nenhum trabalho em literatura tratando da
agua de coco na capacitacdo espermatica, criou-se a expectativa de que a mesma
pudesse possibilitar resultados de sucesso, j& que em trabalhos com outras
biotécnicas, isto foi possivel.

A agua de coco se mostrou uma solugao eficiente na preservagdo do sémen
suino. Trabalhando com esta, sob a forma in natura e estabilizada, TONIOLLI et al.
(1998) analisaram as caracteristicas de motilidade progressiva individual e
porcentagem de espermatozoides méveis e foram observados resultados superiores
com as duas formas testadas, em relagédo a utilizacao do BTS.

A ACP tem sido utilizada com sucesso na conservagdo de sémen caprino
(SALGUEIRO et al., 2002) e equino (SAMPAIO NETO et al., 2002).

Dentro dessa expectativa, a 4gua de coco foi utilizada neste trabalho sob a
forma desidratada (em pd), que ja foi utilizada com sucesso na conservagcao de
sémen caprino e equino (SALGUEIRO et al., 2002; SAMPAIO NETO et al., 2002).

Entretanto, ndo foram observados resultados superiores da ACP em relagao
ao BTS, na capacitacdo espermatica, como haviam sido observados apenas na
preservagao do sémen suino (TONIOLLI et al. 1998).

Ao se comparar a agua de coco sob as formas in natura e desidratada, pode—
se observar algumas desvantagens no uso da primeira, a comecar pela dificuldade
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no transporte e armazenamento dos frutos, que requerem muito espaco e
refrigeracdo. No caso da forma desidratada n&o ha este tipo de limitagcdo, além
disso, cria-se a possibilidade do seu uso em regides onde o fruto ndo esta
disponivel.

Apesar de néo se observar neste trabalho diferenga significativa entre os dois
diluidores, nos tratamentos de capacitacdo espermatica, pode-se considerar uma
certa vantagem na utilizacao de ACP, pois se deve levar em consideracao a questao
econdmica. A ACP pode ser mais acessivel do que um produto importado. Além
disso, é importante ressaltar o fato de se tratar de uma matéria-prima renovavel,

nao-poluente e abundante em nosso pais.

Adicionalmente, vale pontuar a elevada seguranga sanitaria proporcionada
pelo produto, ja que desidratado oferece menos riscos de carrear agentes patdgenos

ao sémen e aos meios de fecundacgao e cultivo.

No presente trabalho, a escolha da cafeina para induzir a capacitacao
espermaética, foi feita com base em diversos relatos em que foi utilizada com sucesso
(WANG et al., 1991; FUNAHASHI e NAGAI, 2001; OLIVEIRA, 2002) em diferentes

concentracoes e periodos de incubacao.

Em trabalhos utilizando concentracdes de cafeina de 2mM e 5mM em que
foram adicionadas quantidades crescentes de heparina, os resultados demonstraram
que quanto mais se incluiu heparina ao meio FIV a eficacia da cafeina foi
diminuindo, ou seja, a heparina teve efeito negativo na penetracao espermatica dos
odcitos suinos (WANG et al., 1991).

Confirmando resultados da literatura, a presenca de cafeina nos tratamentos
foi essencial para otimizar a capacitacao espermatica em suinos (WANG et al.,
1991; FUNAHASHI e NAGAI, 2001; OLIVEIRA, 2002). Porém, nao é possivel afirmar
que apenas na sua adi¢ao esta o fator preponderante para se obter a capacitagao
espermatica, ja que todos os procedimentos quimicos ou fisicos que desestabilizem
a membrana plasmatica dos espermatozéides preparam-no para a reagao
acrossémica (PAVLOK, 1981).
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Assim sendo, as etapas de lavagem por centrifugagéo, pré-incubacao e, claro,
a adicao de cafeina, sdo responsaveis pela capacitacdo espermatica e podem ter

influenciado os resultados.

Sinais caracteristicos de capacitagdo, como a hiperativacao, hiperflagelagéo e
aglutinacdo cabeca-a-cabeca em bovinos (GARBERS et al.,, 1971) e em gatos
(STACHECKI et al., 1994), foram observados com a adicao de cafeina no presente
trabalho.

Entretanto, foram observados em outros trabalhos, alguns efeitos nefastos
aos espermatozdides capacitados por este reagente (REES et al. 1990; ARAUJO et
al., 2000). Estes autores, utilizando um sistema de analise computadorizada de
motilidade (CASA) (REES et al. 1990), e utilizando a técnica de estromboscopia
(ARAUJO et al., 2000) observaram declinio da motilidade progressiva, movimento
anormal (titubeante) e batimento lateral da cauda em espermatozéides de carneiros.

MAXWELL et al. (1995), trabalhando com sémen congelado também dessa
espécie, utilizou concentragdes crescentes de 0 a 8 mM de cafeina e observaram
declinio na porcentagem de espermatozoides moveis e alteracbes em sua

linearidade.

Estes resultados permitem hipotetizar que a cafeina pode ser utilizada com
éxito na espécie suina, porém em ovinos esta alternativa nao apresenta a mesma

viabilidade.

E importante considerar, no presente trabalho, que mesmo nos tratamentos
em que nao se utilizou a cafeina, houve capacitacdo espermatica. Isto pode ser
explicado pelo fato de que mesmo sem a adicdo de reagentes capacitantes, esta
reagcdo pode ocorrer por meio da incubacdo dos espermatozoides em meios
definidos suplementados por BSA (VISCONTI e KOPF, 1998).
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Com relacdo a utilizacdo de espermatozdides a fresco e refrigerados,
observou-se diferenca significativa favoravel a utilizagdo do sémen refrigerado por
24 horas a 16°C para maiores taxas de capacitagao espermatica.

Com base na premissa de que toda e qualquer manipulacdo dos
espermatozdéides favorece a desestabilizacdo da membrana plasmatica, é razoavel
considerar que o sémen refrigerado tenha apresentado melhores resultados do que

o0 sémen a fresco.

Assim, no presente trabalho, a suplementagdo por BSA pode ter induzido a
capacitacao espermatica, porém em taxas inconsistentes e muito discretas quando

comparadas aquelas verificadas com a suplementagao pela cafeina e refrigeracao.



37

8. CONCLUSOES

A ACP associada a cafeina é uma opg¢ao viavel, econémica e eficiente para a

diluicao do sémen a ser submetido a procedimentos de capacitacao espermatica.

O sémen refrigerado a 16 °C por 24 horas pode ser utilizado para tratamentos

de capacitacdo espermatica em suinos.
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9. PERSPECTIVAS

A difusdo de biotecnologias alternativas, caracterizadas pela simplicidade e
baixo custo, poderdo contribuir para a criagdo de novos protocolos de capacitacao

espermatica in vitro em suinos.

Além disso, seria interessante a utilizagdo da ACP em etapas como a
maturacdo oocitaria e cultivo embriondrio, que precisam ser aperfeicoadas para a

plena utilizagao da produgao in vitro de embrides suinos.
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11. ANEXOS

SOLUCOES ESTOQUE

ANEXO 1

MEIO TALP DE FECUNDAGAO (PARRISH et al., 1988)

44

REAGENTE TALP STOCK
50 ML
NaCl 0,3330
KCI 0,0120
MgCI2 0,0050
NaH2PO4 0,00205
NaHCO3 0,1050
CaCl2H20 0,0150
Phenol Red 0,0005
Ac. Lactico Syr. 71,5 ul

pH: 7,4 OSM: 295-300




ANEXO 2

SOLUCAO A BASE DE AGUA DE COCO

45

REAGENTES

CONCENTRACAO

Agua de coco

50%

Citrato de sodio 5%

25%

Agua ultra-pura

25%

SOLUCAO BTS (BELTSVILLE THAWING SOLUTION)

REAGENTES

CONCENTRACAO

BTS em pé

50%

Agua ultra-pura

50%




SOLUCAO DE CAFEINA

ANEXO 3

46

CONCENTRACAO COD. SIGMA
Cafeina 0,0971¢g C-0750
TL-STOCK 5mL

COLORAGAO COOMANSIE BLUE G (LARSON e MILLER, 1999)

REAGENTE CONCENTRACAO CODIGO
Metanol SmL A1. 096 Synth
Acido Acético Glacial 10mL ACS
Agua 25mL
Coomansie Blue G 0,11g Sigma B-5133




ANEXO 4

SOLUCAO DE GENTAMICINA

47

Sulfato de Sigma G-1264 50 mg
Gentamicina

Solucao fisiologica 100 mL
Aliquotar e armazenar a — 20°C

SOLUCAO DE PIRUVATO

Acido Piruvico Sigma P-3662 22 mg
Agua destilada 10 mL
Aliquotar e armazenar a — 20°C

MEIO TALP FIV FINAL (10 ML)

Solucao estoque (FIV) 10 mL
BSA (FAF) Sigma A-7888 60 mg
Solucao de Sigma G-1264 50 mg
Gentamicina

Solugéo de Piruvato Sigma P-3662 20 mg




ANEXO 5

SOLUCAO DE PARAFORMALDEIDO A 4%
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Paraformaldeido 329
PBS 1000 mL
Ph 7,4
SOLUCAO DE ACETATO DE AMONEO
REAGENTE CONCENTRACAO CODIGO
Acetato de Amoneo 7,789 A-7330
Agua 1000 mL
Ajustar pH com solugédo de NaOH5 M
Armazenar sob refrigeracao
SOLUCAO SALINA FORMOLADA
Solucao Salina 97mL
Formol 3mL

Preparar para uso imediato



