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RESUMO

O uso do sémen congelado esta associada a baixos indices produtivos. Por isso, estudos tém
sido realizados com a finalidade de identificar novos diluentes e proteinas presentes no sémen
que possibilitem a busca por marcadores de congelabilidade. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo testar a 4gua de coco em p6 como diluente alternativo e identificar as
proteinas da membrana plasmatica do espermatozoide que estejam relacionadas com a
protecdo do espermatica durante o processo de criopreservagdo. Para tanto, o sémen de quinze
reprodutores foi coletado uma vez por semana e foi retirado um total 2,5 x109 sptz/ejaculado
para o protocolo de congelacdo e 10 x109 sptz/ejaculado para o protocolo de protedmica. Para
a criopreservacao, o sémen foi diluido em Beltsville Thawing Solution (BTS - Controle) e
Agua de Coco em PO (ACP-103®). Os ejaculados foram submetidos a uma curva de
resfriamento lenta, onde foram feitas analises de vigor e motilidade em cada passo. O sémen
descongelado foi resuspendido em seus respectivos diluentes e analisado quanto ao vigor,
motilidade, vitalidade, integridade acrossomal e funcionabilidade da membrana. Para o estudo
das proteinas da membrana dos espermatozoides, estes foram submetidos a eletroforese
bidimensional. Os geis foram corados com Coomassie coloidal, digitalizados e analisados por
meio do aplicativo PDQuest. Para a busca por marcadores de congelabilidade, foi feita uma
divisdo dos animais em dois grupos: congelabilidade boa (GFESs) e ruim (PFESs), através dos
resultados de vigor e motilidade ap6s a descongelacéo. Isto possibilitou comparar as proteinas
presentes em cada grupo e correlaciona-las com a criopreservacdo do sémen. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A andlise estatistica foi processada através da
avaliacdo das médias e desvios padrdes, aos quais foram aplicados os testes de Mann-Witney
e o teste t de Student. Para comparagdo de multiplas médias foi utilizado o teste ANOVA com
pos-teste de TUKEY. Todos os testes foram realizados com um indice de significancia de
0,05. Quanto ao protocolo de congelacdo, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (p>0,05) durante as analises de vigor e motilidade que compdem a curva
de resfriamento, e na descongelacdo, para as analises de vitalidade e membrana acrossomal
intacta. Ja ap0s a descongelacdo, o BTS apresentou melhores resultados de vigor espermatico,
motilidade espermaética e funcionabilidade da membrana (p<0,05). Embora os diluentes ndo
tenham apresentando resultados semelhantes, os resultados obtidos com o diluente ACP estdo
dentro dos parametros aceitaveis para sémen suino. Os quatorze animais foram separados em
dois grupos, onde seis animais foram considerados com boa congelabilidade (GFEs) e
apresentaram uma média para vigor e motilidade espermatica de 2,2+0,8 e 41,8+22,9,
respectivamente, enquanto que o grupo de congelabilidade ruim (PFEs) foi composto por oito
animais que apresentaram uma media de 1,9+0,6 de vigor e 26,8+17,5 de motilidade
espermatica. Foi encontrado uma média de 263+62,2 spots por gel e um total de 234,2+54,6
spots foi detectado de forma consistente nos géis dos quatorze animais. Foram encontrados 5
spots que divergiram significativamente entre os grupos, onde 3 foram encontrados com
maior intensidade no grupo PFES e 2 spots foram mais expressos no GFEs. Quanto a curva de
resfriamento e a agua de coco em pd, estas podem ser utilizadas no protocolo de
criopreservacdo do sémen suino, visto que ambas asseguraram qualidade da viabilidade
espermatica que possa vir a ser utilizada na inseminacdo artificial e, quanto ao estudo da
composicao proteica da membrana espermatica, 0s cinco spots detectados podem atuar como
possiveis marcadores de congelabilidade para o sémen suino.

Palavras-chave: Criopreservacao; Protedmica; Sémen suino.



ABSTRACT

The use of frozen semen is associated with low production rates. Hence, studies have been
conducted with the aim of identifying new solvents and proteins present in the semen to
enable the search for freezability markers. Thus, this study aimed to test the coconut powder
as an alternative diluent and identify the proteins of the plasma membrane of the sperm that
are related to the protection of sperm during cryopreservation. Therefore, the semen from
fifteen boars was collected once a week and a total 2.5x109 sperm/ejaculate for freezing
protocol and 10x109 sperm/ejaculate for proteomics protocol were withdrawn. For
cryopreservation, the semen was diluted in Beltsville Thawing Solution (BTS - Control) and
Coconut Water Powder (ACP -103 ®). The samples were subjected to a slow cooling curve,
in which were analyzed in force and motility in each step. The thawed semen was
resuspended in their respective solvents and analyzed for force, motility, vitality, acrosome
integrity and membrane functionality. For the study of sperm membrane proteins, they were
subjected to two-dimensional electrophoresis. Gels were stained with colloidal Coomassie,
scanned and analyzed using PDQuest application. To search for freezability markers, was
made a division of the animals into two groups: good freezability ( GFEs ) and bad
freezability ( PFEs ), through the results of vigor and motility after thawing . This made
possible the comparison of the proteins present in each group and correlation between them
and semen cryopreservation. The experimental lineation was in randomized blocks. The
statistical analysis was made by evaluating the means and standard deviations, in which were
applied the Mann -Whitney and Student t test. For comparison of multiple means the
ANOVA test with TUKEY post-test was used. All tests were performed with a significance
level of 0.05. As for the freezing protocol, it was observed that there was no significant
difference between treatments (p > 0.05) during the analysis of vigor and motility that make
up the cooling curve, and thawing for analysis of vitality and intact acrosomal membrane. In
contrast, after thawing, the BTS showed better results in sperm vigor, sperm motility and
membrane functionality (p < 0,05). Although solvents have not presenting similar results, the
results obtained with the ACP diluent are within acceptable parameters for pig semen. The
fourteen animals were separated into two groups, where six animals were considered with
good freezability (GFEs) and had an average sperm motility and vigor of 2.2 £ 0.8 and 41.8 =
22.9, respectively, while the group with bad freezability (PFEs) consisted of eight animals
with a mean of 1.9 + 0.6 to 26.8 + 17.5 vigor and sperm motility . An average of 263 + 62.2
spots per gel was found and a total of 234.2 + 54.6 spots was consistently detected in the gels
of the fourteen animals. Five spots that differed significantly between groups were found,
where 3 were found in the group with greater intensity PFES and 2 spots were more expressed
in GFEs. About the cooling curve and coconut water powder, they can be used in the protocol
for cryopreservation of boar semen, as both ensured quality of sperm viability that may be
used in artificial insemination and, in the study of protein composition of the membrane
sperm, the five spots detected can act as potential markers for boar semen freezability.

Keywords: Cryopreservation; proteomics, boar semen.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, estima-se que sejam realizadas em torno de 19 milhdes de inseminag6es
artificiais (IA) com sémen suino no mundo, sendo que destas, menos de 1% envolvem o uso
de sémen criopreservado (JOHNSON; WEITZE; FISER, 2000). A utilizacdo extensiva da IA
baseia-se na técnica da conservacdo do sémen resfriado, a qual, apesar de proporcionar
resultados de fertilidade semelhantes ou até melhores quando comparado com a monta
natural, apresenta uma limitacdo quanto a sua utilizagdo em um periodo de 2 a 3 dias apos a
coleta (SCHEID et al., 1986).

Esta limitagcdo poderia ser facilmente superada com o emprego de sémen congelado,
que vem sendo estudado desde o inicio da década de 60, com o intuito de otimizar os
protocolos de congelacdo na espécie suina (HESS; LUDWICK; TEAGUE, 1960). No entanto,
0 uso de sémen criopreservado ainda estd associado a indices reprodutivos insatisfatérios,
quando comparados aos obtidos com o emprego de sémen resfriado (WOELDERS, 1997).

Estes resultados insatisfatorios estdo relacionados com o fato do espermatozoide
suino ser bastante sensivel a baixa temperatura, mas a resisténcia das células espermaticas
parecem ser mais dependentes das caracteristicas do animal do que do processo de
criopreservacdo em si (MEDRANO; HOLT; WATSON, 2009). Pois, nem todos 0s animais
apresentam resultados ruins para a criopreservacdo, o que permite classificad-los como sémen
bom ou ruim para a congelacdo (CASAS et al., 2009).

Uma particularidade da criopreservacdo é que cada animal tende a apresentar
resultados semelhantes ap6s a congelacdo seminal quando comparado com seus resultados
anteriores, ou seja, aquele animal que apresentou uma boa congelabilidade, tende a apresentar
sempre bons resultados, levando entdo a considerar sua origem genética como um fator
dependente para a protecao espermatica apds a criopreservacdo (THURSTON et al., 2002).

Essas caracteristicas particulares que faz com que cada animal apresente 0 mesmo
resultado para a criopreservacdo, ainda ndo foram determinadas. Estudos vem sendo
realizados com o intuito de aumentar o conhecimento a respeito da base molecular do sémen,
identificando as proteinas e a intensidade com que estas estdo expressas nos animais
(MOURA et al., 2006) e correlaciona-las com a protecdo espermatica ap0s a criopreservagao.

O estudo do proteoma permite obter informacdo sobre os perfis de expressdo das
proteinas referentes a sua abundancia e localizacdo. Na espécie humana, estudos da
protedmica tém sido realizados para diagnosticar pacientes com problemas ligados a
fertilidade e pacientes vasectomizados (STARITA-GERIBALDI et al., 2001), como também
marcadores de azoospermia (YAMAKAWA et al. , 2007).
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Na producdo animal pode-se observar um interesse crescente na utilizagédo da
protedmica. A aplicabilidade da proteoma esté relacionada ao estudo do sistema imunitario de
espécies aviarias (BURGESS, 2004), a parasitologia (DE VENEVELLES et al., 2004), a
reproducdo (STRZEZEK et al., 2005) e a nutricdo (FUCHS et al., 2005).

A identificacdo dos grupos proteicos presentes no ejaculado pode dar suporte a
diversas linhas de pesquisas, tais como: criopreservagdo de gametas, busca de marcadores de
congelabilidade e melhoramento de técnicas de fertilizacdo in vitro, através da caracterizacao
de proteinas especificas envolvidas na atividade espermatica (COLLARES, 2005).

Desta forma, a caracterizagdo de proteinas presentes no sémen de diferentes espécies,
com a identificacdo de alguns desses polipeptideos, vém sendo utilizada como marcador
seletivo de fertilidade e de congelabilidade do sémen (JOBIM; OBERST; SALBEGO, 2004;
MOURA; CHAPMAN; KOC, 2006). Assim, o presente trabalho teve como objetivo
identificar a possivel associacdo de proteinas presentes na membrana plasmatica do
espermatozoide suino com a protecdo espermatica ap6s o processo de criopreservacdo do

sémen.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas do ejaculado suino

Dentre as espécies de animais domésticos, 0 suino € o que apresenta o maior
volume do ejaculado, chegando até a fornecer 500 mL em uma sé coleta. Esta caracteristica,
no entanto, pode ser influenciada pela idade do animal, pelo intervalo entre coletas, pelo
estado nutricional e pela raca (CAVALCANTI, 1998).

O ejaculado pode ser dividido em quatro fases distintas, sendo elas a uretral, a
rica, a pobre e a gelatinosa. A fase das glandulas uretrais consiste nos primeiros 10 a 15 mL
liberados e tem a funcdo de adequar o canal da uretra para a passagem dos espermatozoides,
desta forma, essa primeira parte ndo € aproveitada no momento da coleta. Ja a fase rica, onde
seu aspecto varia de leitoso a leitoso denso, contém cerca de 70% dos espermatozoides do
ejaculado. A fase pobre, que apresenta um aspecto soroso, contém o restante dos
espermatozoides do ejaculado. Essas duas fases do ejaculado sdo aproveitadas para a analise e
posterior conservacdo do sémen. Por Gltimo, a fase gelatinosa, que é composta pela secrecéo
das glandulas bulbo-uretrais, fica retida através do uso de um papel filtro ou gaze no copo de
coleta, sendo posteriormente descartada (BORTOLOZZO et al., 2005).

2.1.1 Composicao do sémen:

O sémen €é um liquido ou suspensdo celular semigelatinosa contendo
espermatozoides e plasma seminal, que € um fluido extracelular, composto de secrecGes das
glandulas anexas do aparelho reprodutor masculino e que atua como veiculo para transporte
da célula espermatica (MILLER et al., 1990). Além disso, funciona como um meio rico em
nutrientes que favorece a sobrevivéncia dos espermatozoides no genital feminino. O plasma
seminal é um fluido muito complexo, caracterizado por grande conteido de &gua, ions
inorganicos, acido citrico, aglcares, sais organicos, prostaglandinas e um ndmero variado de
proteinas que agem como substancias tampdo, de forma a manter a osmolaridade adequada e
um pH proximo de sete (7,0). Ele fornece substratos metabolizaveis que servem como fonte
de energia para 0 metabolismo tanto aer6bico quanto anaerébico (MANN; LUTWAK-
MANN, 1981).

O plasma possui também substancias enzimaticas e ndo-enzimaticas que servem
como mecanismo de defesa contra as espécies reativas de oxigénio. Além dessas enzimas, ele
contém outros componentes que agem como antioxidantes, dentre eles a vitamina E, vitamina
C, urato e a albumina (ALMEIDA; BALL, 2005). Dentre as diferentes substancias as quais

compdem o plasma seminal, as proteinas sdo 0s constituintes organicos encontrados em maior
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guantidade. Essas proteinas sdo importantes fisiologicamente para o sémen e estdo presentes
na forma de complexos associados, com composicéo, conformacdo e tamanho especifico para
cada espécie animal (JELINKOVA et al., 2003).

2.2 Avaliacao seminal

Na espécie suina, Colenbrander et al. (1993) sugerem que as caracteristicas a
serem avaliadas e os requerimentos minimos de um ejaculado necessarios para sua aplicacéo
pela técnica de IA sdo: motilidade espermatica (>60-70%); morfologia espermatica (<20% de
células anormais totais); total de células (48 x109 sptz / ejaculado). Evidentemente, estes
valores podem sofrer variagdes em decorréncia da idade do animal e quanto a frequéncia das
coletas de sémen que o animal é submetido. De qualquer forma, estipula-se um valor >60% de
gametas moveis apos 48 horas de armazenamento do sémen. Segundo o CBRA (1998), os
valores médios normais para as caracteristicas volume, motilidade espermatica, vigor
espermatico e concentracdo espermatica sdo, respectivamente, 200-300mL, 80%, 3,0 e 200-
400 (x106/mL).

O objetivo da avaliagdo seminal € conhecer o numero de células estrutural e
funcionalmente normais, relacionando-as com a capacidade fecundante do sémen (PENA,
1997). Entretanto, nenhum teste, isoladamente, é capaz de predizer a fertilidade de um
ejaculado, sendo necessario entdo a combinacdo de varios testes com a finalidade de se poder
selecionar e utilizar um ejaculado, visando potencialmente melhores resultados de fertilidade
(HAFEZ; HAFEZ, 2003). Segundo Bortolozzo et al. (2005), a avaliacdo do sémen é
empregada para identificar possiveis causas de infertilidade no rebanho ou para detectar a
tempo alteragcdes que possam comprometer a capacidade fecundante do espermatozoide.

2.2.1 Motilidade espermatica

Segundo o CBRA (1998), a motilidade espermaética é expressa em porcentagem
conforme a proporcdo de espermatozoides que apresentam algum tipo de movimentagéo, ou
seja, € o total de células que estejam moveis. Ela é também uma avaliacdo subjetiva, podendo
estar sujeita a variacdo na dependéncia do treinamento do técnico. A motilidade é um atributo
importante para o deslocamento espermatico no trato reprodutivo e para a penetragdo no
odcito. Ela € um exame simples, rapido, de baixo custo, sendo de qualquer forma um bom
indicador da integridade e funcionalidade das membranas (GADEA, 2005), e apesar de sua
avaliacdo subjetiva, constitui-se do principal pardmetro utilizado para selecionar 0s

ejaculados.
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2.2.2 Vigor espermaético

O vigor representa a forca do movimento dos espermatozoides, o qual influencia a
velocidade com que estes se deslocam (CORREA et al., 2001). Segundo Bortolozzo et al.
(2005), este parametro avalia a qualidade do movimento espermaético e é estabelecido com
base em um escore de 0 a 5, onde € levado em consideracéao o tipo e a dire¢cdo do movimento.
Quanto ao valor zero, indica auséncia de movimento dos espermatozoides e o valor 5 indica

um movimento vigoroso e progressivo dos mesmos (CORREA et al., 2001).

2.2.3 Morfologia espermaética

O exame de morfologia espermatica tem como objetivo a avaliacdo dos
espermatozoides através do percentual de alteragdes morfologicas. Células anormais podem
ser indicativo de alteracBes na espermatogénese, na maturacdo espermatica ou de uma
inadequada manipulagéo do ejaculado (BORTOLOZZO et al., 2005).

A analise morfologica do sémen é um parametro importante de qualidade e de modo
geral permite descartar ejaculados que ultrapassam um determinado nivel de células com
anormalidades. Para machos que estdo dentro dos padrdes tolerados, a morfologia
espermatica parece ter valor limitado para predicdo da fertilidade (BERNARDI, 2008).
Segundo o CBRA (1998), a avaliacdo das caracteristicas morfologicas dos espermatozoides
podera ser feita em esfregacos corados ou em preparacdo Umida, analisadas em microscopio
de contraste de fase ou de interferéncia diferencial, associados ou néo.

Para a andlise da morfologia, segundo Bortolozzo et al. (2005), devem ser
observados no minimo 200 espermatozoides por amostra, onde sdo considerados alteracGes de
cabeca, peca intermediaria e cauda. No entanto, as alteracfes totais ndo devem ultrapassar o
valor de 20% para cada amostra (CBRA, 1998).

2.2.4 Funcionalidade da membrana (estresse térmico e osmético)

Os principais fatores que afetam a morfologia espermatica sdo temperatura e
umidade elevadas, ocasionando redugdo no numero de células normais e aumento na
quantidade de espermatozoides com gota citoplasmatica (proximal e distal). Por outro lado,
constatou-se que a combinacgéo desses dois fatores é mais deletéria a funcdo testicular do que
ambos agindo em separado (SURIYASOMBOON et al., 2006).

O teste de resisténcia osmética (TRO) constitui um exame simples, barato e de facil

execucdo (GADEA, 2005). Nele ocorre uma resposta celular a uma solugdo hiposmotica,
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havendo entrada de fluido nos espermatozoides, 0s quais apresentam edema e dobram ou
enrolam a cauda (BERNARDI, 2008). Este teste avalia se as membranas espermaticas sao
funcionais, devendo constituir uma barreira semipermeével capaz de proteger a célula contra
as influéncias do meio extracelular, como por exemplo os diluentes seminais (EINARSSON,
1992).

Os espermatozoides integros mantém um equilibrio osmético com o ambiente em
que se encontram. Quando 0s espermatozoides sdo expostos as solucdes hiposmoticas,
aqueles com membrana funcional sofrem aumento de tamanho, no intuito de estabilizar e
refazer o equilibrio osmético, produzindo um inchago tipico na regido da cauda. Ao sofrerem
0 choque osmdtico, os espermatozoides tendem a promover um dobramento de cauda,
indicando que possuiam membranas integras antes do teste (DELL'AQUA JUNIOR et al.,
2002).

2.3 Diluentes de sémen

O plasma seminal por si s6 ndo fornece protecédo suficiente ao espermatozoide contra
mudangas de temperatura. Assim, visando a conservacdo do ejaculado em baixas
temperaturas, faz-se necessario o uso de um diluente, pois este tem como funcgéo proporcionar
equilibrio fisiolégico, bioquimico e biofisico aos espermatozoides, sendo composto por uma
variedade de substancias quimicamente diferentes como glicose, antibidtico, sais, dentre
outras. Ele tem também como finalidade aumentar o volume do sémen, proteger o
espermatozoide contra choque térmico, fornecer substratos necessarios ao metabolismo
espermatico, manter o pH e inibir o crescimento bacteriano, mantendo assim a viabilidade dos
espermatozoides até o momento de serem introduzidos no trato reprodutivo da fémea
(CORREA et al., 2001).

Na inseminacdo artificial de suinos, os diluentes utilizados tém sido tradicionalmente
classificados em grupos (LEVIS, 2000), com base no periodo de manuten¢do da viabilidade e
da capacidade fecundante do espermatozoide. Os principais diluentes de curta duracdo sdo o
Beltsville Thawing Solution BTS e o Kiev, e preservam a viabilidade da célula espermatica
por até trés dias. No Brasil, o diluente Kiev foi bastante utilizado até 1986, sendo em seguida
substituido pelo BTS, especialmente devido ao menor custo e por proporcionar um aumento
no periodo de armazenamento do sémen (SCHEID, 1991).

Os diluentes considerados como de longa duracdo prolongam a vida dos

espermatozoides por cinco dias ou mais, e podem ser usados quando 0 sémen precisa ser
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utilizado por periodos de tempo maiores ou transportado por longas distancias, tendo como
principais exemplos os diluentes Androhep e Reading (BORTOLOZZO et al., 2005).

Assim, a escolha do meio diluente deve considerar as condicbes em que a
inseminacdo artificial ird ocorrer, 0 tempo que normalmente decorrera entre o processamento
das doses e a inseminacgédo artificial, ou seja, se o sémen se destina ao uso imediato ou
armazenamento durante alguns dias (BORTOLOZZO et al., 2005).

2.3.1 Diluente agua de coco

Ultimamente tem intensificado a busca por produtos alternativos que sirvam como
diluentes e que proporcionem um ambiente favoravel para conservar as células espermaticas.
Tem sido utilizado produtos naturais, principalmente de origem vegetal, pois apresentam
baixo risco de transmissdo da doenca. O aumento de viabilidade espermatica leva a busca de
diluentes alternativos para a criopreservacao de espermatozoides, e entre eles esta a dgua de
coco que tem sido utilizada desde a década de 80 (NUNES; SALGUEIRO, 2011).

A 4gua de coco é uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais, proteinas,
acucares, vitaminas, gorduras neutras (NUNES; COMBARMOUS, 1995), além de indutores
da divisdo celular e eletrolitos diversos, que conferem densidade e pH compativeis com o
plasma sangiiineo, proporcionando, 0s nutrientes necessarios para manter a sobrevivéncia e
viabilidade de gametas masculinos e femininos criopreservados (BLUME; MARQUES JR.,
1994).

A Agua de coco apresenta caracteristicas que a classificam como um bom diluente
de sémen, ja tendo sido utilizada com sucesso em diferentes espécies: suinos (AIRES;
TONIOLLI, 2005), caprinos (AZEVEDO; TONIOLLI, 1999; NUNES; SALGUEIRO, 1999),
ovinos (BRAZ et al., 2003), bovinos (ALBERTI, 2004), caninos (CARDOSO et al., 2005),
felinos (SILVA et al., 2007), macacos (ARAUJO et al., 2007) e humanos (NUNES, 1998).

Sabe-se que os espermatozoides sd0 metabolicamente mais ativos em diluentes
adicionados de agua de coco e de citrato de sédio do que adicionados de carbonato de calcio
(TONIOLLI; MESQUITA, 1990). O efeito benéfico da agua de coco sobre o0s
espermatozoides € devido a uma fragcdo neutra que contém varios anions e cétions, agucar
livre, sorbitol e inositol, verificando-se que ndo contém nenhuma substancia desconhecida
com propriedades especiais (JOHNSON, 1965).

A agua de coco em pd (ACP) surgiu devido aos excelentes resultados obtidos nos
primeiros estudos com &gua de coco. Entdo comegaram os estudos da sua forma processada,

visto que a agua de coco em pd proporciona uma maior estabilidade e longevidade do seu uso
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e supera qualquer outra tecnologia de conservacdo, uma vez que ele mantém as mesmas
propriedades do produto natural (NUNES, SALGUEIRO, 2011). A ACP foi entdo
desenvolvida com o intuito de simplificar sua utilizacdo como diluente (SALGUEIRO et al.,
2002). Além disso, a ACP pode ser facilmente armazenada e enviada para regides onde o
coco ndo é encontrado (CARDOSO et al., 2005).

2.4 Conservacao do sémen

Uma das principais expectativas de uso da IA em suinos depende do
desenvolvimento de novas técnicas de armazenamento do sémen (CAMERON, 1998). O
éxito da IA esté relacionado a capacidade do diluente em conservar os espermatozoides em
condigdes adequadas durante a estocagem do sémen (JOHNSON et al., 1988; WOELDERS,
1992). Nesse sentido, PAQUIGNON et al. (1987) destacaram a necessidade de realizar
estudos efetivos em busca de diluentes que possam preservar as qualidades fecundantes do
sémen diluido de cachacgos por maior periodo de tempo possivel, a fim de otimizar o seu uso,

melhorar 0 manejo e causar menor desgaste aos reprodutores.

2.4.1 Uso da refrigeracdo do sémen

O sémen suino tem sido tradicionalmente armazenado em temperaturas entre 15 e 18
°C apos a diluicdo (LAFOREST; ALLARD, 1996). Essa temperatura, entretanto, € limitante
para 0 sémen armazenado por periodos prolongados, em virtude de ndo reduzir muito o
metabolismo dos espermatozoides, permitindo acimulo de metabolitos, que podem interferir
na motilidade espermatica. Além disso, essa faixa de temperatura ndo impede a multiplicacéo
bacteriana, a qual influencia na qualidade do ejaculado, podendo limitar o periodo méaximo de
armazenamento (WEITZE, 1990).

2.4.2 Uso da criopreservacdo do sémen
A congelacdo de ejaculados de cachacos representa apenas 1% do sémen usado a nivel

mundial, apesar do mesmo estar disponivel para uso sob esta forma desde a década de 1970
(SARAVIA et al., 2005).

A criopreservacdo, que supera o limite temporal no uso de um ejaculado, por sua
vez ainda apresenta o grave problema de reduzir drasticamente a capacidade fertilizante da
populacdo espermaética. Restrigdes ao uso do sémen congelado apresentam-se também sob a
forma de uma variacdo individual de ejaculados de reprodutores que suportam ou ndo a

criopreservacao, além do baixo rendimento no tocante ao nimero de doses produzidas e de
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métodos laboriosos de processamento de material espermatico visando a congelacdo
(JOHNSON, 1985; REED, 1985) visto que a criopreservacdo exige um maior cuidado para
evitar o choque térmico, sendo entdo necessario um treinamento para a manipulacdo do sémen
durante o protocolo e de materiais de laboratério mais sofisticado.

Por isso, a nivel comercial, apenas as empresas de melhoramento genético usam
sémen congelado para transferéncia de material genético de alta qualidade entre granjas
localizadas em diferentes paises. Este tipo de utilizagdo tem como propdésito a melhoria
genética e a formacao dos bancos de dados, usando sémen do mesmo cachago em diversos
rebanhos, dentro dos programas de melhoramento genético. Desta forma, o uso de sémen
congelado de cachagos permanece restrito a preservacao e transporte por longas distancias de
material genético de alto valor (SCHEID; SILVEIRA, 2002).

O processo de criopreservacdo das células espermaticas resulta em diminuicdo da
fertilidade quando comparada com sémen refrigerado. Esta reducdo ocorre devido a dois
aspectos que ocorrem durante o protocolo de criopreservacao, que sdo: morte celular e danos
na capacidade funcional dos espermatozoides que sobrevivem (WATSON, 2000).

O estresse inicial se dd quando o espermatozoide passa da temperatura corporal para
5°C (SQUIRES et al., 1999). Isto ocorre devido a fase de transicdo da membrana plasmatica,
do estado liquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002).
Outros momentos que as células espermaticas sofrem danos é na formacéao de cristais de gelo
intracelular e na desidratacdo excessiva que ocorre pelo aumento da concentracdo de sais que
durante a criopreservacao (KASAI, 1996).

Isto pode ser conseguido através da remocdo da maior parte de dgua de dentro das
células, para que ndo ocorra a formacdo de cristais, ou ainda a utilizacdo de substancias que
impecam que a célula desidrate excessivamente que, do mesmo modo, provoca injdrias as
mesmas (VISINTIN, 2002). Este efeito pode ser minimizado pelo controle da taxa de
resfriamento entre as temperaturas de 19 a 8 °C, pela adicdo de lipidios, gema de ovo, ou de
lipoproteina ao diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de curvas de resfriamento lentas.

Segundo Salamon e Maxwell (2000), apenas 20-30% dos espermatozoides
permanecem biologicamente ndo danificados apds o processo de congelacdo e descongelacéo.
Quanto aos padrbes seminais desejaveis para sémen congelado, considera-se fora dos mesmos
0s ejaculados que apresentarem motilidade progressiva menor que 20%, anormalidades
espermaticas maiores que 50% e o ndmero total de células inferior a 5 x10° sptz/dose
inseminante (CORREA et al., 2001).
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No entanto, a avaliacdo in vitro da viabilidade espermatica pds-descongelacéo deve
ser realizada através de varios exames, visto que qualquer teste isoladamente é insuficiente
para identificar cachagos ou ejaculados com baixa congelabilidade (JOHNSON, 1985).

Vaérios sdo os testes utilizados para verificacdo in vitro da qualidade e viabilidade
espermatica pos descongelacdo, dentre os quais podem ser citados: motilidade espermatica e
integridade acrossomal (JOHNSON et al., 1981); concentracdo extracelular de enzimas e teste
de termorresisténcia (TULI; SINGH; MATHAROO, 1982); o conteudo seminal de ATP
(AALBERS; JOHNSON; RADEMAKER, 1985).

2.5 Protedmica do sémen

A protedmica é uma ferramenta utilizada para entender o funcionamento dos genes,
onde o termo proteoma foi proposto como sendo todo o conteddo de proteinas expressas por
um genoma (WILKINS et al., 1997). Ela é uma das principais alternativas para compreender
as interacdes do plasma seminal com a superficie dos espermatozoides, podendo ser utilizada
como um modelo usual para o estudo desta relacdo (STRZEZEK et al., 2005). Muitas
proteinas do plasma seminal de varias espécies também tém sido analisadas através do
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) ou por eletroforese em gel de poliacrilamida
dimensional (KOWALSKI et al., 2003; LAHNSTEINER; MANSOUR; BERGER, 2004).

Uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo do proteoma bem como para a
separagdo e caracterizagdo dos diversos polipeptideos, proposta por O’FARREL (1975) € a
eletroforese bidimensional, que consiste em separar, sob a influéncia de um campo elétrico, as
moléculas através de suas cargas. Para isto, sdo realizadas duas corridas eletroforéticas
sequenciais. Primeiro ocorre a focalizacdo isoelétrica (IEF), que separa as proteinas proximo
ao seu ponto isoelétrico, que pode ser de até 0,01 unidade de pH. Por isso, essa técnica foi
denominada focalizacdo isoelétrica (VOET; VOET, 2006).

Logo apds a focalizagdo isoelétrica, ocorre a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS-PAGE que separa as proteinas de acordo com suas massas moleculares, pois
o0 gel de poliacrilamida age como uma peneira molecular, em que as moléculas de menor peso
migram mais facilmente na vertical do gel e as moléculas de maior peso molecular ficam
retidas na porcdo superior do gel. A porosidade deste gel de poliacrilamida pode ser
escolhida, sendo que quanto maior a concentracdo de acrilamida menores serdo 0s poros da
malha formada (ROCHA et al., 2005).

A eletroforese 2D resulta da combinagdo de duas técnicas: a focalizagdo isoelétrica,

seguida por uma separacdo de SDS — PAGE. Quando bem sucedida obtém-se um gel de
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poliacrilamida contendo numerosos spots, bem separados, cada um correspondendo a uma
proteina (SANTOS et al., 2004).

2.5.1 Composicdo da membrana plasmatica do espermatozoide

A membrana espermatica apresenta uma composicao mista de fosfolipidios que pode
diferir de espécie para espécie, além da temperatura de transicdo de fase que pode ser variavel
para cada tipo de fosfolipidio (BUHR et al., 1994).

Durante o processo de resfriamento visando a conservacéo do ejaculado, a separacao
lateral de fases pode ocorrer e as proteinas podem ficar agrupadas e excluidas dos arranjos
hexagonais dos lipidios gelificados, permanecendo em locais onde ha lipidios ainda em estado
fluido. Pelo fato das proteinas da membrana ficarem localizadas em ambiente lipidico nédo
fisiolégico, a funcdo das mesmas, importante para a integridade estrutural ou para o
funcionamento das bombas de ions, pode ser afetada (WATSON, 1996; WOELDERS, 1997,
LEVIS, 2000).

Em funcdo da separacdo de fases, ha um aumento da permeabilidade da membrana
com perda de céations e enzimas, reducdo da atividade enzimatica e perturbacBes nos
processos de difusdo controlados por ela (DE LEEUW et al., 1990). Além disso, durante o
resfriamento, o desequilibrio ibnico intra e extracelular podem reduzir a motilidade
espermatica (WATSON, 1996). Na faixa de temperatura de 25 a 5 °C, ocorre a reducdo da
fluidez dos lipidios da membrana do espermatozoide suino, o que poderia explicar sua maior
sensibilidade ao resfriamento (BUHR et al., 1994).

Um componente importante que participa da integridade da membrana plasmatica € o
colesterol. A relacdo colesterol:fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide
suino € mais baixa (0,12) do que a dos bovinos (0,38) e ovinos (0,36), podendo ser outro fator

responsavel pela sua maior sensibilidade a baixas temperaturas (DE LEEUW et al., 1990).
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3 JUSTIFICATIVA

O aumento frequente do uso de programas de inseminacdo artificial em granjas
comerciais de suinos, exige cada vez mais a melhoria e o desenvolvimento de técnicas mais
aprimoradas que possibilitem um aumento na producdo dessas granjas. Com isso, se faz
necessario o aperfeicoamento de biotécnicas nas unidades de reproducdo, que possam ser
utilizadas como ferramentas para a otimizagdo da utilizacdo da inseminagédo artificial
(CORREA et al., 2001).

A conservacdo de sémen suino para uma posterior utilizacdo deste na inseminagéo
artificial, se faz através de seu resfriamento, sendo que a viabilidade do sémen é limitada em
até trés dias. Para proporcionar um aumento desta viabilidade por um periodo mais
prolongado, necessita-se do uso do sémen congelado (HESS; LUDWICK; TEAGUE 1960).
No entanto, a congelacdo do sémen ainda estd associada a baixos indices produtivos e
reprodutivos, quando relacionada com os valores obtidos com o uso de sémen resfriado
(WOELDERS, 1997).

Apesar dos dados atuais de produtividade com sémen congelado serem
desanimadores em termos de perspectivas do uso da técnica em grande escala em rebanhos
comerciais, alguns pesquisadores apontam para um futuro promissor da técnica, com 0s
avancos das novas tecnologias e equipamentos de congelacdo de sémen (WOLDERS; TEN
NAPEL, 2005).

Entre as vantagens da criopreservacdo, destacam-se também a otimizagdo do uso de
machos com comprovada superioridade genética, com a possibilidade do armazenamento de
sémen por tempo ilimitado e a quebra das barreiras geograficas, que torna possivel a remessa
de doses para qualquer parte do mundo (BARRETO et al., 2008). No entanto, alguns animais
apresentam resultados ruins quanto a congelacdo de sémen e as caracteristicas particulares
qgue levam alguns ejaculados a resistirem ao processo de criopreservacdo melhor do que
outros, permanece sem ser identificada (CASAS et al., 2010)

A congelabilidade do sémen suino parece ser mais dependente de caracteristicas
individuais do que do processo de criopreservacdo em si (MEDRANO et al., 2009), e, assim,
a capacidade de um suino produzir sémen resistente ao choque térmico, tem varias
implicacdes sobre as suas caracteristicas proprias de ejaculacdo. Trabalhos anteriores tém
relacionado este aspecto com a origem genética de suinos (THURSTON et al., 2002; ROCA
et al., 2006), o que também explica o porque que ejaculados coletados a partir do mesmo
animal tendem a apresentar os mesmos resultados para a congelabilidade (MEDRANO;
HOLT, 1998; RATH et al., 2009).
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Como fonte inovadora para a viabilizagcdo do uso de sémen congelado, estudos tem
sido realizados a fim de identificar substancias presentes no sémen que possibilitem a busca
por marcadores de congelabilidade através da caracterizacdo de proteinas especificas
envolvidas na atividade espermatica (COLLARES, 2005). Desta forma, essa identificacdo
pode ocasionar uma melhoria nos resultados com o uso de sémen congelado, j& que sera
possivel detectar a presenca de determinadas proteinas que estdo associadas a sémens viaveis

apos a descongelacao.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
A membrana plasmética do espermatozoide suino, apresenta em sua constituicéo,
proteinas que podem ser utilizadas como marcadores biologicos de congelabilidade para o

ejaculado de diferentes reprodutores.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Associar as proteinas da membrana plasmatica do espermatozoide suino com a

protecdo espermatica ao processo de criopreservacdo do sémen.

5.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o vigor e a motilidade espermatica durante a curva de resfriamento;

e Avaliar a qualidade espermatica do sémen suino, analisando o vigor, a motilidade, a
morfologia e a integridade da membrana ap6s a descongelacéo;

e Testar a Agua de Coco em P4 (ACP-103®) como diluente de criopreservacdo do
sémen suino;

e Separar 0s animais em grupos guanto aos resultados da congelabilidade, classificando-
os em ejaculados de boa congelabilidade (GFEs) e de congelabilidade ruim (PFEs);

e Avaliar o mapa eletroforético da membrana espermética do sémen suino;

e Comparar 0s spots e a de intensidade com que estes estdo expressos nos geis dos

grupos GFEs e PFES, e correlaciona-los com protecdo espermatica.
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RESUMO

A inseminacdo artificial € uma técnica de grande simplicidade na sua execuc¢do, sendo
utilizada como um meio de disseminacdo da espécie, e é bastante utilizada na maioria
das granjas produtoras de suinocultura, mas. Porém, deve ser realizada com todos 0s
cuidados para ser eficiente, fazendo-se necessario uma criteriosa avaliacdo da qualidade
do sémen para que seja obtido uma boa producdo. Desta forma, o presente estudo
objetiva apresentar as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas da célula espermaética,
enfatizando a composicdo da membrana plasmética dessa célula e sua importancia nos
processos bioldgicos. Diversos sdo os trabalhos que demonstram a importancia da
avaliacdo seminal para se obter um controle das caracteristicas estruturais do
espermatozoide, para que estes estejam aptos para uma futura fecundagdo . Sendo
assim, a andlise morfoldgica e a andlise de integridade da membrana celular sdo de

fundamental importancia para determinar a real situacdo da célula espermatica.

Palavras-chave: Espermatozoide; Morfologia e Integridade da membrana plasmatica.

ABSTRACT

Artificial insemination is a technique of great simplicity in its implementation and is
used as a means of dissemination of the species, and is widely used in most pig
producing farms, but. However, it should be done with great care to be effective,
making it necessary a careful assessment of semen quality is obtained for a good
production. Thus, this study aims to present the morphological and physiological
characteristics of the sperm cell, emphasizing the composition of the plasma membrane

of that cell and its importance in biological processes. There are several studies that
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demonstrate the importance of evaluating seminal to obtain control of the structural
characteristics of sperm, so they are suitable for future fertilization. Thus, the
morphological analysis and the analysis of cell membrane integrity are of fundamental

importance to determine the real situation of the sperm cell.

Keywords: sperm; Morphology and Integrity of the plasma membrane.

INTRODUCAO

A suinocultura tecnificada utiliza cada vez mais a inseminacao artificial (1A)
como componente do manejo reprodutivo, principalmente devido ao surgimento de
linhagens genéticas de machos terminais que agregaram as carcagas qualidades exigidas
pela tipificacdo da industria de carnes (BORTOLOZZO et al., 2005). A utilizacdo
extensiva da IA ¢ feita através do uso de sémen resfriado, que proporciona resultados de
fertilidade excelentes quando comparados aos da monta natural (SCHEID et al., 1986).

Apos a IA, o0 sémen é exposto a um ambiente diferente, com alteracdo
significativa na funcdo espermatica, ocorrendo uma diminuicdo do numero de
espermatozoide no trato genital feminino nas primeiras horas (BORTOLOZZO et al.,
2005). No entanto, para que ele seja considerado vidvel e potencialmente fertil é
necessario que possua morfologia normal. A qualidade espermaética dos ejaculados € um
dos principais fatores considerados para a selecdo de reprodutores em uma criagdo
(TONIOLLI, 1999), associada a uma producdo de espermatozoides férteis e boa
capacidade de realizar a monta. Para tal finalidade, devem ser adotadas préaticas de
manejo com o reprodutor desde sua fase pré-pubere, pois as falhas ocorridas neste
periodo, podem acarretar problemas reprodutivos futuros (COLENBRANDER &
KEMP, 1990).

Anormalidades morfologicas espermaticas tém sido associadas a
infertilidade na maioria das espécies (SAACKE, 2001). As causas dos defeitos da
estrutura do espermatozoide podem ser de cunho ambiental, genético ou uma
combinacdo de ambos (CHANDLER & ADKINSON, 1990), influenciando a formacéo
normal do espermatozoide (BORTOLOZZO et al., 2005). A avaliagdo quantiqualitativa
do ejaculado tem por objetivo mensurar a sua capacidade fecundante, ndo informando
de maneira definitiva se um reprodutor é fertil ou ndo. Também é empregada para
detectar alteracbes que comprometem a capacidade fecundante do espermatozoide

(BORTOLOZZO et al., 2005), pois sua qualidade tem grande importancia sobre 0s
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resultados de fertilidade (SCHEID et al.,1995). Esse trabalho teve por objetivo discorrer
sobre diferentes caracteristicas espermaticas de cunho morfoldgico e fisiologico,

visando o uso do sémen na reprodugéo animal.

REVISAO DE LITERATURA
Desenvolvimento testicular e espermatogénese

Alguns trabalhos tém relacionado o tamanho testicular com a produgéo e
reservas espermaticas, onde testiculos maiores estariam correlacionados com
concentracdes espermaticas mais elevadas, pois sendo a producdo diaria de
espermatozoides constante, por grama de parénquima testicular, testiculos maiores
teriam uma maior capacidade produtiva.

A producéo de espermatozoides ocorre nos tubulos seminiferos, no interior dos
testiculos. Um dos principais componentes do tubulo seminifero é a Célula de Sertoli,
que estad diretamente ligada ao processo de desenvolvimento testicular (PELLINIEMI,
1975). A migragdo das demais células somaticas do testiculo, dentre as quais a célula de
Leydig, ocorre sob a influéncia de fatores como Sox 9, produzidos pelas células
precursoras das células de Sertoli (KANAI et al., 2005). Neste contexto, um padrdo
similar de crescimento das células de Sertoli e de Leydig, sugerem claramente a
interacdo funcional entre estes dois tipos celulares, durante o desenvolvimento dos
testiculos em suinos (FRANCA et al., 2000).

Nos suinos a espermatogénese é um processo altamente organizado que ocorre
nos tubulos seminiferos por cerca de 35 a 45 dias (FLOWERS, 1998), sendo 0 processo
de formagdo dos espermatozoides, a partir da divisdo e diferenciagdo das celulas de
linhagem espermatogénica (CORREA, 2001). O gameta masculino é produzido nos
tubulos seminiferos dos testiculos (CHENG et al., 2004) por um longo processo que
envolve vérias divisOes e transformacdes das células germinativas primordiais, dividido
em trés etapas: espermatocitogénese, espermiogénese e espermiacdo (GARNER &
HAFEZ, 2004).

Na primeira etapa, as espermatogbnias aumentam e sofrem varias mitoses, com
objetivo de se transformarem em espermatocitos primarios (2n). Estes, por sua vez,
sofrem a primeira divisdo meidtica (reducional), resultando em dois espermatocitos
secundario (n), que por sua vez sofrem a segunda divisdo meidtica (equacional), dando
origem as espermatides (n) (BARTH & OKO, 1989). Na segunda etapa, ocorre a

diferenciacdo das espermatides, com a perda de boa parte do seu citoplasma e organelas
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e dando origem a uma célula contendo nucleo e acrossomo. Por fim, os espermatozoides

formados séo liberados para a luz do tabulo seminifero (JOHNSON et al., 2000).

Caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas dos espermatozoides
Fisiologia espermatica

O espermatozoide € uma célula alongada, formada por duas regides altamente
especializadas: a cabeca, na qual estd contido o DNA, pequena quantidade de
citoplasma e o0 acrossomo, que é uma vesicula contendo enzimas hidroliticas, vital para
a penetracdo do espermatozoide através da zona pelucida; e o flagelo, envolvido com a
motilidade da célula. Neste segmento encontra-se a peca intermediaria, contendo as
mitocondrias, relacionadas com a producéo de energia (YANAGIMACHI, 1994).

A peca intermediaria estende-se do ponto de unido da cauda com a cabeca
espermatica até o final da hélice mitocondrial, importante para a disponibilizacdo de
energia através da producdo de ATP via fosforilagdo oxidativa (MANELLA, 2000). Na
cauda, desaparece a hélice mitocondrial, mas ha& continuidade dos filamentos do
axonema, recobertos por uma bainha fibrosa (SETCHELL, 1993), que é uma estrutura
do citoesqueleto que fornece um suporte no controle e restricdo do movimento flagelar
(MORTIMER, 1997).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozoide estd voltada
para sua atividade funcional unica, ou seja, a fecundacdo do odcito, com unido dos pré-
nucleos masculino e feminino e producdo do zigoto (EDDY & O’BRIEN, 1994). Ha
uma diferenciacdo na composi¢do da membrana plasmatica nas diferentes estruturas do
espermatozoide, relacionada com as fungdes especializadas de cada segmento da célula.
Assim, moléculas envolvidas na reacdo acrossémica estdo presentes no acrossomo
anterior; moléculas envolvidas na fusdo do espermatozoide com o 00cito estdo presentes
no acrossomo posterior e moléculas envolvidas na atividade flagelar estdo associadas
com a membrana plasmatica do flagelo (EDDY & O’BRIEN,1994).

Modificagbes na composicdo da membrana plasmatica podem ocorrer durante
0 processo de resfriamento do sémen, onde a separagdo de fases e as proteinas podem
ficar agrupadas e excluidas dos arranjos hexagonais de lipidios, permanecendo em
locais onde ha lipidios ainda em estado fluido. Pelo fato das proteinas de membrana
ficarem localizadas em ambiente lipidico ndo fisioldgico, a funcdo das mesmas,
importante para a integridade estrutural da célula, pode ser afetada (LEVIS, 2000). Em

funcdo da separacdo de fases, hd aumento da permeabilidade da membrana com perda
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de cations e enzimas, reducdo de atividade enzimatica e de processos de difusdo na
membrana (DE LEEUW et al., 1991).

Um componente importante que participa da integridade da membrana
plasmatica é o colesterol. No entanto, a relacdo colesterol:fosfolipidios da membrana
plasmatica do espermatozoide suino é mais baixa (0,12) do que em bovinos (0,38) e
ovinos (0,36), podendo ser outro fator responsavel pela sua maior sensibilidade ao frio
(DE LEEUW et al., 1990).

Segundo Hammersted el at. (1990) as membranas espermaticas apresentam-se
em um estado de fluidez, sendo esta caracteristica um pré-requisito para o desempenho
de suas fungdes. Os principais fatores que afetam a fluidez sdo a relagcdo entre
fosfolipidios e colesterol e a temperatura a qual a membrana € exposta. Sendo assim,
altas temperaturas ambientais tém sido relacionadas a reducdo da fertilidade, pelos
efeitos negativos sobre a espermatogénese e a libido (PELTONIEMI et al, 1999). No
entanto, nem sempre tem sido possivel mostrar os efeitos da temperatura sobre os
indices reprodutivos (POTTER, 1998).

Desta forma, a integridade da membrana espermatica exerce um papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea e na
manutencdo de sua capacidade fertilizante (PARKS & GRAHAN, 1992).

Morfologia espermatica

O espermatozoide € constituido de cabeca e flagelo, e essas estruturas variam
em formatos e dimensdes entre espécies. A cabeca espermatica consiste, em sua maior
parte, de um nuacleo envolvido pelo envelope nuclear, e formado por uma massa
condensada de DNA, a cromatina (JOHNSON, 1994). Esta € sustentada inicialmente
por histonas, ricas em lisina, que sdo substituidas pelas protaminas, ricas em cisteina
(SETCHELL, 1993), o que ocorre principalmete na fase do acrossoma e maturacao,
durante a espermatogénese.

A membrana plasmética do espermatozoide apresenta uma composi¢do mista
de fosfolipidios que pode diferir de espécie para espécie (BUHR et al., 1994). Ela
também apresenta modificacbes na sua composicdo ao longo do processo de
espermatogénese, transito e armazenagem no epididimo, ejaculacéo, deposito no trato
genital feminino e, finalmente, capacitacéo e penetracdo do odcito (LENZI et al., 1996),
sendo uma estrutura importante para a funcionabilidade célular e capacidade fertilizante
(PARKS & GRAHAN, 1992).
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Recobrindo até dois tercos da porcao anterior da cabeca, entre o lado interno da
membrana plasmatica e o nucleo, ha o acrossoma, que contém enzimas hidroliticas
(hialuronidase e acrosina) (JOHNSON, 1994). Ele se dispde sobre o nucleo na porgao
anterior da cabeca, tendoa membrana acrossomal interna e externa. Na regido poés-
acrossomal encontram-se microtubulos (colo) onde a cauda é inserida (BARTH &
OKO, 1989). No centro da cauda encontra-se 0 axonema, COMpOSto por nove
microtubulos localizados na periferia do cilindro e por dois microtdbulos simples
centrais (GARNER & HAFEZ, 2004). Na peca intermedidria, encontra-se uma espiral
mitocondrial (MANELLA, 2000).

De maneira geral, a estrutura dos espermatozoides apresenta um papel muito
importante nos resultados posteriores de fertilizacdo e prenhez (ZAMBONI, 1992). A
morfologia, associada com a determinacdo da concentracdo e motilidade espermatica
sdo componentes da avaliacdo da qualidade do ejaculado (SUTKEVICIENE et al.,
2009).

A andlise morfoldgica do sémen, permite a observacao dos defeitos individuais
dos espermatozoides, bem como a determinacdo da relacdo méaxima entre célula
normais e com defeitos, de forma a se poder utilizar o sémen sem que ocorram perdas
significativas na fertilidade. Por ser um exame essencial, pode-se afirmar que as duas
principais fungdes do espermatozoide maduro, motilidade e poder fecundante,
dependem do funcionamento harmonioso entre suas trés regides (ANJOS, 2006), apesar
de que, em ejaculados com parametros morfoldgicos normais, ndo se pode estabelecer o
nivel de real fertilidade do ejaculado (RODRIGUEZ-MARTINEZ & ERIKSSON,
2000).

Patologia espermatica

O sistema de classificacdo para morfologia espermatica foi inicialmente
descrito por Langerlof (1934). Mais tarde, Bloom (1950), subdividiu os defeitos
morfolégicos em primarios e secundarios. Este sistema foi novamente revisado por Rao
(1971), que classificou os defeitos entre maiores e menores, de acordo com o prejuizo
causado a fertilidade. Posteriormente, Saacke et al. (1990) propuseram um novo modelo
de classificacdo espermatica, sendo defeitos compensatorios, que estdo relacionados
com incapacidade ou dificuldade de chegar ao local de fecundacdo e defeitos nédo

compensatorios, que estdo relacionados com a incapacidade de fecundacdo do ovdcito.
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Alguns problemas podem ocorrer durante a espermatogénese e influenciar na
formacédo do espermatozoide, gerando células anormais. Segundo Leidl et al. (1999), as
anormalidades esperméticas podem ser classificadas de acordo com sua origem, em
Primarias, de origem intra-gonadal, a qual é indicativo de problemas na
espermatogénese; Secundarias, de origem extra-gonadal, onde é um indicativo de
disfuncédo epididimaria; E terciarias, de origem exogena, advindas de manipulacao pos-
ejaculacao.

Alguns estudos tém demonstrado que a fertilidade de uma amostra de sémen
cai progressivamente a medida que se aumentam as anormalidades morfologicas de
espermatozoides (SAACKE et al., 2000). Isto é particularmente observado em amostras
com alta porcentagem de anormalidades de cabeca (SAACKE et al., 2000), vacuolos
nucleares (PILIP et al., 1995) e anormalidades acrossomais (THUNDATHIL et al.,
2002).

A alta frequéncia de espermatozoides morfologicamente anormais ou a alta
incidéncia de um Unico defeito podem reduzir a fertilidade. As anormalidades
morfologicas sdo classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificacfes
dividem as alteracbes de acordo com a regido da célula onde a mesma ocorreu como:
cabeca, peca intermediaria ou cauda. Outras simplesmente dividem os defeitos em
primarios e secundarios, ou defeitos maiores e menores (HOWARD & PACE, 1988).

Os defeitos considerados maiores sdo as alteracGes de acrossoma, gota
citoplasmatica proximal, espermatozoide subdesenvolvido, cabeca isolada patologica,
cabeca estreita na base, cabeca piriforme, cabeca pequena anormal, cabega com “Pouch
formation” (invaginagdes na membrana nuclear), formas teratoldgicas, peca
intermediaria em forma de saca-rolhas, peca intermedidria com pseudo-gota, cauda
fortemente dobrada ou enrolada e cauda enrolada na cabeca. Ja os defeitos classificados
como menores sao 0 acrossoma desprendido, gota citoplasmatica distal, cabeca delgada,
cabeca pequena normal, cabecgas gigantes, curtas e largas, cabeca isolada normal, peca
intermediaria com implantacdo abaxial, retroaxial e obliquo e cauda dobrada/enrolada
(ANJOS, 2006).

As alteracdes morfoldgicas encontradas a nivel de acrossomo (forma irregular,
enrugado ou destacado), podem ser ocasionadas devido ao choque térmico ou
manipulacdo errbnea do sémen. A nivel de peca intermediaria pode ocorrer o
destacamento de cabeca; a insercdo paraxial da cauda e o "Corkscrew defect"

(degeneracédo do plasmalema). J& as patologias da cauda, podem ser: cauda enrolada ou
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fortemente enrolada e dobrada, que podem ser de origem genética ou ocasionadas
devido a chogque osmético ou térmico e a disfungdes do epididimo (PAPA et al., 2011),
identificadas atraves de técnicas de microscopia de campo claro e/ou contraste de fases
(BARTH & OKO, 1989).

Avaliagdo da célula espermatica

A avaliacdo espermatica tem como objetivo principal predizer o potencial
fertilizante de um ejaculado, identificar aqueles com problemas, e estabelecer
caracteristicas confiaveis que possam ser utilizadas como indicadores de fertilidade
(AMANN & HAMMERSTEDT, 1993). A analise morfoldgica do sémen in natura €
importante para se avaliar a qualidade do ejaculado, ajudando na identificacdo da causa
de problemas de infertilidade e subfertilidade (GARCIA RUVALCABA et al., 1999).
De acordo com Garcia Casado et al. (2007) em programas de inseminacdo artificial, a
analise espermaética é de extrema importancia, pois € responsavel pela escolha de
ejaculados de mais alta qualidade.

O desenvolvimento de ensaios laboratoriais para predizer a capacidade
fecundante do sémen tem instigado os pesquisadores. Entretanto, sabe-se que nenhum
teste laboratorial isolado pode estimar este possivel potencial de fertilidade (ARRUDA
et al., 2003).

Os métodos empregados para avaliacdo, devem ser rapidos, econémicos e
praticos, de modo a manter a qualidade inicial do ejaculado. Os parametros de qualidade
a serem considerados no ejaculado logo ap6s sua coleta, consistem em determinar:
volume, aspecto, odor, coloragdo, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia
(CORREA, 2001).

A avaliacdo qualitativa do ejaculado é realizada com o objetivo de predizer o
potencial reprodutivo de um animal, ndo informando de maneira definitiva se um
determinado macho é fértil ou ndo. Também é empregada para a identificacdo de
possiveis causas de infertilidade no rebanho ou para detectar a tempo alteragfes que
possam comprometer a capacidade fecundante de um ejaculado (BORTOLOZZO et al.,
2005).

A qualidade do sémen tem grande importancia sobre os resultados de
fertilidade na inseminacéo artificial (SCHEID et al., 1995). Ejaculados com motilidade

espermatica superior a 70% e defeitos maiores e menores inferiores a 10% e 20%,
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respectivamente, podem ser considerados aceitaveis para uso em IA. Bonet (1990)
admite patologias espermaticas totais abaixo de 25%.

Durante a avaliacdo dos ejaculados, € necessario considerar indicadores mais
especificos da condicdo espermatica. Técnicas que indiqguem alteracbes de
morfofuncionalidade nos compartimentos celulares e/ou organelas devem auxiliar
sobremaneira a identificagéo e selecdo de grupos de gametas mais aptos a executar 0s
eventos imprescindiveis a fecundagdo (GARCIA, 2006).

Teste para analise da viabilidade do sémen

As andlises de vigor e motilidade sdo andlises subjetivas realizadas em
microscopia Optica, e correspondem a um dos parametros analisados para a viabilidade
do sémen. Segundo o CBRA (1998), a analise de motilidade consiste em estimar o
percentual de células que apresentam qualquer tipo de movimento. Ja a andlise de vigor,
representa a velocidade e o tipo de movimento que os espermatozoides realizam
(CORREA et al., 2001). Segundo Bortolozzo et al. (2005), este pardmetro é
estabelecido com base em um escore de 0 a 5, onde ¢ levado em consideragéo o tipo e a
direcdo do movimento, onde 0 representa a auséncia de movimento do espermatozoide,
e 5 representa um movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides. Apesar desta
andlise subjetiva, seguindo-se as caracteristicas pré-determinadas pela tabela de anélise
de vigor espermatico (TONIOLLI, 1996), os resultados obtidos para esta caracteristica,

por pessoas bem treinadas, sdo bastante homogéneos.

Testes para analise de Morfologia espermatica

O exame de morfoldgico faz parte da avaliacdo qualitativa do ejaculado e
permite a determinacdo da frequéncia de anormalidades espermaticas e do percentual
total de alteragdes na amostra de sémen. E utilizado como indicativo do potencial
fecundante do ejaculado, baseado na localizacdo do defeito. Este exame fornece um
importante pardmetro de qualidade, sendo uma ferramenta fundamental para o descarte
do ejaculado e até mesmo do reprodutor (BORTOLOZZO et al., 2005). Este exame
deve ser realizado periodicamente ou quando o sémen apresentar suspeita de alteracdes
morfologicas, apesar de que para machos que estdo dentro dos padrdes tolerados, a
morfologia espermética parece ter valor limitado para predicdo da fertilidade
(BERNARDI, 2008).
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O exame morfologico da célula espermatica tem sido utilizado de forma
rotineira para selecdo e controle de qualidade do sémen, no entanto uma avaliagao
individual, ndo permite predizer a fertilidade de uma amostra de sémen, sendo
recomendada a avalia¢do conjunta de outras caracteristicas espermaticas (CHACON et
al., 2001). De forma geral, as caracteristicas morfoldgicas sdo analisadas utilizando-se
esfregacos com corantes tais como: Wright, Rosa de Bengala, Giemsa, eosina-nigrosina,
Karras, Azul de Bromofenol e outros.

Para identificacdo das patologias, diversas técnicas tém sido usadas, incluindo
microscopia de campo claro, contraste interdiferencial (DIC), preparagdes utilizando
corantes e microscopia eletronica de transmissdo (BARTH & OKO, 1989). Como o
espermatozoide é uma célula translicida sua visualizacdo sob microscopia Optica
comum ndo é muito nitida para avaliacdo do contorno celular. A técnica da cdmara
umida, na qual os espermatozoides ndo sdo corados, deve ser realizada utilizando-se
microscopia capaz de destacar os contornos celulares, como microscopia de contraste de
fase (CELEGHINI, 2005).

Segundo Bortolozzo et al. (2005), devem ser observados no minimo 200
espermatozoides por amostra, onde sdo consideradas as alteracdes de cada segmento da
célula, pois os defeitos podem ocorrer em um ou em mais segmentos simultaneamente,
sendo desta forma considerado apenas o defeito mais grave. Ao final da analise, o total
de alteracdes obtido deve ser inferiores a 20% para o ejaculado poder ser usado (CBRA,
1998). Rodriguez-Martinez & Eriksson (2000) consideram como aceitavel quando as
anormalidades de cabeca ndo ultrapassam 10% e os defeitos na peca intermediaria e
flagelo 5% e 10%, respectivamente.

Testes para analise da integridade e funcionalidade da membrana plasmética

A manutencdo da integridade e funcionalidade desta membrana é de
fundamental importancia, uma vez que ela participa de importantes funcées, tais como:
0 metabolismo espermatico, a capacitacdo, a reacdo acrossomal, a ligacdo e penetracdo
do ovocito (BRITO et al., 2003). Sendo assim, a avaliacdo da funcionalidade das
membranas parece ser um importante parametro para avaliar a capacidade fecundante
dos espermatozoides.

Muitos estudos baseiam-se a idéia de que a membrana plasmatica intacta
impede a penetragdo de certos corantes na celula espermatica. Estes estudos foram

realizados com avaliacdes de esfregacos secos de corante supravital, como eosina e
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nigrosina (HANCOCK, 1951) e posteriomente com azul de tripan (WILSON et al.,
1969). A avaliacdo da integridade da membrana plasméatica em espermatozoides com o
uso de sondas fluorescentes citam o brometo de etideo (HALANGK et al., 1984), que
penetra apenas em células com lesdo de membrana, tendo especificidade por DNA
(PAL et al., 1998).

No entanto, outros corantes fluorescentes com propriedades similares sé&o
usados, tais como o lodeto de Propideo (CELEGHINI, 2005) e SYBER-14 (GARNER
et al., 1999). Dentre estes, o lodeto de Propideo vem sendo mais amplamente utilizado
devido a facilidade de preparacéo e aplicacdo da técnica, estabilidade e eficiéncia na
avaliacdo da integridade da membrana plasmatica (GRAHAM et al., 1990). Ele se liga
ao DNA de espermatozoides com membrana danificada e cora o nucleo de vermelho
(GARNER et al., 1999).

Quanto a viabilidade da membrana plasmatica, 0 método para esta avaliacdo
baseia-se no principio fisiolégico do teste hiposmoético (HOS - JEYEDRAN et al.,
1984), que consiste na exposicdo do espermatozoide a uma solucdo de baixa
osmolaridade de modo que haja passagem de agua através da membrana espermatica,
para atingir um equilibrio osmotico entre os compartimentos intra e extracelular,
ocorrendo apenas se a membrana estiver intacta. A cauda é particularmente susceptivel
a esta condicdo, torcendo-se em forma helicoidal. Esta situacdo é facilmente observada
em microscépio de contraste de fase (ROTA et al., 2000). Esta reacdo € um sinal de que
o transporte de &gua através da membrana integra e funcionalmente ativa ocorreu
normalmente (CORREA & ZAVOS, 1994).

CONCLUSAO

A capacidade fecundante do espermatozoide estd diretamente relacionada
com a qualidade do sémen. Para realizar uma avaliacdo da qualidade do sémen, faz-se
necessario a adocao de um protocolo de avaliacdo seminal rotineira, tais como anélises
de vigor, motilidade, morfologia espermatica e funcionalidade da membrana do

espermatozoide, como forma de monitoramento da qualidade seminal dos reprodutores.
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2 ABSTRACT

Semen cryopreservation is associated with low productivity results. This study aimed to
test the Coconut Water Powder (ACP® -103) as a resuspension diluent after thawing
semen, also evaluate sperm quality during the cooling curve until thawing of the semen.
For this, the semen was collected from fifteen boars once a week, incubated at 30 °C for
fifteen minutes, and afterwards, the samples were diluted in the diluent Beltsville
Thawing Solution (Control) or ACP-103®, and subjected to a slow cooling curve, where
the force and the motility were analyzed in each step. The thawed semen was
resuspended in its respective solvents and analyzed in the characteristics of vigor,
motility, vitality, acrosome integrity and functionality of the membrane. During the
analysis of vigor and motility that make up the cooling curve, and thawing, for analysis
of vitality and intact acrosomal membrane, it was observed that there was no significant
difference between treatments. Besides, after thawing, the BTS showed better results of
sperm vigor, sperm motility and membrane functionality. However, the cooling curve
and coconut water powder can be used in the protocol for cryopreservation of boar
semen, as both ensured quality of sperm viability that may be used in artificial
insemination.

Keywords: coconut water powder, cooling curve; sperm viability.

3 INTRODUCTION

Cryopreservation of boar semen provides ejaculated storage ofhigh value
animals indefinitely, thus maximizing the reproductive power of the male, allowing its
use even after the death of the animal. Also, it allows the reduction of breeding costs
maintenance, since frozen semen can be purchased with quality proven(Castelo et al.,

2008).
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Studies conducted over the past three decades on semen cryopreservation
resulted in advances in terms of different cryoprotectants, packaging, diluents and
freezing curves (Antunes, 2007). However, the use of frozen semen in swine
reproductive still presents unsatisfactory rates, and it is associated with birth rate and
the number of piglets per litter reduced (Johnson, 1998).

The decrease in sperm viability after thawing is a very common feature in
swine due to thermal and osmotic stress imposed on sperm cells, especially on its
plasma membrane. If the freezing is slow, there is damage due to excessive dehydration
of the cell, if it is too fast, the sperm do not lose enough water, which causes the
formation of ice crystals in the cytoplasm, causing irreversible damage such as breakage
of the membrane sperm.Then, the freezing rate should be sufficiently slow to permit
water outflow from the cell by osmosis, preventing intracellular ice crystals, and
quickly enough to minimize the damage by prolonged exposure to high concentrations
of solutes (Escobar, 2004).

For semen to be maintained, it must be diluted properly, seekinga greater
durability and transportation. The diluent protects the sperm membrane against thermal
shock and to mechanical injuries caused by transport, also, providing nutrients and
stabilize the pH of the medium (Verstegen et al., 2005).

Nowadays, diluents offer good protection to the sperm integrity in cooling
protocols. However, low fertility of the semen may be related to the composition of
diluents, which have no substances capable to maintaining the sperm integrity during
large temperature reductions. Also, low fertility may allow changes in the
characteristics of covering components of the sperm membrane, resulting in a
destabilization caused by permeability and free entry of calcium into the cell, which in

turn stimulates the early training process (Smith, 2007).
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From the above, it is evident the need to optimize freezing protocol in order
to obtain a better viability of the sperm after thawing. Thus, this study aimed to develop
a new cooling curve of temperature and test the ACP - 103® as a diluent alternate

protocols freezing boar semen.

4 MATERIALS E METHODS
4.1 Animals, collection and evaluation of fresh semen

This study was approved by the Ethics Committee of the State University of
Ceard, on January 25th of 2012, in 11518234-9/72 process. The animals used for the
study were from the Laboratory of Swine Breeding and Semen Technology, Faculty of
Veterinary Medicine, State University of Ceard and the Poultry/Piggery Farm Xerez
LTDA, at the City of Maranguape, Ceard. Animals were used between 12 and 24
months in routine work system.

A total of 15 breeders were submitted to semen collection once a week. The
semen collection (ejaculate total) was performed by the gloved hand in a container with
a capacity of 500 mL, covered with a gauze wrap and protected by heat. After
collection, the semen was taken to the laboratory for processing. The gelatinous
fraction, retained by the gauze, was despised and the ejaculate evaluated.

The evaluation was made by the following characteristics: volume (mL),
measured on a digital scale; concentration (x10° sperm / mL), measured in a
spectrophotometer, and total sperm (x10%sptz). The spermaticvigor (0-5 - Toniolli,
1996) and sperm motility (0-100%) were evaluated by light microscopy, a semen
sample (15uL) placed between slide and cover slip and taken under the microscope in
an increase of 200 times. These tests were used for the evaluation and control of semen

from each ejaculate during the experimental period, withdrawing a total of 2.5 x10°
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sperm / ejaculate, being used only those with values > 3.5 minimum force and motility

> 85 %.

4.2 Experimental treatments

For the present study, two treatments were used, each corresponding to a
diluent semen. The Beltsville Thawing Solution (BTS) as a treatment control and
Coconut Water Powder (ACP-103®), which is the treatment to be tested as an

alternative diluent for cryopreservation of swine ejaculated.

4.3 Protocol of semen freezing

After evaluation, the semen was divided equally between two 50 mL tubes,
wherein each tube corresponded to a treatment, then, submitted to a cooling curve
described below.

Initially, the semen was incubated for 15 minutes at 30 °C and diluted
(dilution 1 - 3vol: 1vol) in the BTS or ACP-103 ® (24g coconut water powder in 100
ml of distilled water, with 80 mg of antibiotic gentamicin). After dilution, the semen
was kept at this temperature for 45 minutes more.

The diluted semen was cooled to 25 °C for 30 minutes. Then, the tubes were
transferred to the dark for 2 hours at 17 °C. Subsequently, the tubes were centrifuged at
800G/15 min. 5 °C.

After centrifugation, the semen was transferred to a refrigerator at 5 °C,
where the supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in cooling diluent
(dilution 2 - 20% egg yolk and 34.23 g glucose) at an initial concentration of 6 x 10°
cells/mL. After resuspension, semen was kept at 5 °C for another 60 minutes (slow

cooling). At the end of this time, the freezing diluent was added (dilution 3 - volume to
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volume) with the same composition of cooling the diluent plus 6% glycerol (2ml: 2ml),
with a final concentration of 100 x10° cells / mL.

The semen was packaged in plastic straws 0.5 ml and sealed with polyvinyl
alcohol powder. After packaging, the straws were placed on a freezing ramp (-60 to -70
°C) to 5 cm above liquid nitrogen for 30 minutes, then, submerged in liquid nitrogen (-

196 ° C).

4.4 Quick thawing and semen resuspension

For thawing of the semen, the pellet was placed in a water bath at a
temperature of 39 °C for 50 seconds. After thawing, the contents of each pelletwas
resuspended on each diluent tested (BTS and ACP-103®), which were at the same
temperature.For in vitro tests, semen dilution in resuspended diluents was carried out
with regarding to the concentration of an insemination dose. Therefore, we used 0.5 mi
of the diluted semen in 2 ml of resuspended diluent. The samples were placed in test

tubes and kept in water bath at 39 °C during the whole period of the semen analysis.

4.5 Parameters and moments of semen evaluation
4.5.1 Spermaticvigor and sperm motility

For the characteristics spermaticvigor (0-5 - Toniolli, 1996) and sperm
motility (0-100%), three different microscope fields were evaluated in, repeating the
analyzes in six times during the cooling curve: Analysis 1 (Al) = made immediately
after dilution (dilution 1) of the ejaculate to 30 °C; Analysis 2 (A2) = made after the 45
minutes of dilution, also at 30 °C; Analysis 3 (A3) = done after 30 minutes at 25 °C;

analysis 4 (A4) = done after two hours in the dark phase at 17 °C; analysis 5 (A5) =
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after cooling diluent be added (dilution 2) to 5 °C; analysis 6 (A6) = taken after the

freezing diluent be added (dilution 3), also at 5 °C (Figure 1).
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Figure 1: Cooling curve with their respective analysis of spermatic vigor and motility

in the freezing and thawing of boar semen.

From the analysis 1-4, a semen aliquot was removed (15 pL), and from

analysis 5e 6, a semen aliquot was removed (15 pL) and diluted (3:1) in their respective

diluents. The aliquots were heated for 2 minutes at 30 °C, and placed between slide and

cover slip to be analyzed in light optical microscopy at 200X magnification. A final

analysis of spermatic vigor and motility was performed after thawing, and the semen

bottle was submerged at 39 °C for 50 seconds, after that, 2mL BTS were diluted for

treatment, and 2 mL of ACP for treatment 2. Immediately after dilution, a semen aliquot

was removed (15 pL) fromresuspended semen, placed between slide and cover slip, and

examined in the light optical microscopy at 200x magnification.

4.5.2 Morphological evaluation and sperm vitality
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These tests were performed after thawing, evaluating the acrosomal
integrity and sperm vitality (% live cells), both measured in percent. For this test, a rate
of thawed semen was used (15 pL) and a dye (15 pL) and made the smear, which was
analyzed in a total of 200 cells by microscopy light with immersion lens at 1000x
magnification . The dye used was blue bromo-phenol (0.1 g bluebromo-phenol, 0.4 g
sodium citrate and 100 mL of distilled water, 300 to 310 mOsm).According to acrosome
morphology and vitality, the sperm was classified into four categories: 01. Alive with
intact acrosome; 02. Living with damaged acrosome; 03. Dead with intact acrosome;

04. Dead with damaged acrosome.

4.5.3 Osmotic resistance test (ORT)

This test allows the evaluation of the functionality of the sperm membrane,
and it was performed after thawing. For this,it was put into a test tube 0.5 mL of diluted
semen added with 7.5 mL of distilled water,and maintained for 15 minutes at 39 °C
(solution A). Subsequently, 1 mL was removed from the solution and placed in another
test tube containing 0.5 mL of 1% formalin saline solution (B). Then, it was withdrawn
15 pL of Solution B and placed between slide and cover slip. 200 sperm/smears were
evaluated, and the proportion of sperm with curled tail and tail straight was done, using

the phase contrast 1000x magnification.

4.6 Statistical analysis

The experimental delineation was a randomized block. The statistical
analysis was made by evaluating the means and standard deviations, which were applied
the Mann-Whitney and Student t test. For comparison of multiple means was used

ANOVA, with Tukey as a post-test. Once data with different variance was observed by
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Bartlett's test, we used the KruskalWallys with Dunns post-test. All tests were

performed with a significance level of 0.05.

5 RESULTS AND DISCUSSION

The fresh semen of 75 ejaculates obtained in this study had normal
appearance and color milky white, average volume of 249.4 mL and an average
concentration of 319.1 x10° sperm / mL. Such characteristics are within the normal
range for swine (Corréa et al., 2001). Microscopic evaluation showed the same average
value for the spermaticvigor 4.2 + 0.3, and to sperm motility of 89.4 + 4.9. These values
remained above the stipulated minimum parameters to be used in the experiment (force

> 3.5 and > 85% motility).

Effect of new cooling curve on the sperm cell

To assess the effect of the cooling curve, the spermatic vigor and sperm
motility were analyzed, at pre-determined. Both traits showed a decline of values, due to
the decline in temperature and consequent reduction in sperm metabolism, accompanied
by the reduction of the mechanical activity of the cell, because during incubation
periods, the sperm gradually consume the nutrients available in the diluent, and excrete
toxic as free radicals, resulting from its metabolism (Correa et al. 2001).

The production of free radicals during incubation also contributes to the
decrease in sperm survival, since that in aerobic or partially anaerobic environment to
produce reactive oxygen species (ROS) is inevitable (Viswanath and Shannon, 1997).
However, even under these circumstances that occur during the decreasing temperature,
which can affect sperm motility, the cooling curve used in this study showed good

results and similar to Westendorf evaluated in previous studies. (Bianchi et al., 2011).
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Powdered coconut water as a diluent alternative for cryopreservation

Comparing the results between the different treatments (BTS and ACP)
during the cooling curve (Al to A6), the two diluents behaved similarly, showing no
significant difference (p> 0.05) during the duration of temperature lowering, before
freezing (Table 1). The same result was seen in recent studies, where these diluents also
showed no significant differences for the spermatic vigor and sperm motility, during
storage of boar semen at temperatures of 17 and 10 ° C (Aradjo, 2012).Thus, it shows
that the ACP, as a diluent alternative, can replace the commercial diluent BTS, which is
widely used in artificial insemination protocols for swine, serving as a simple option,

cheap and easy to obtain without compromising quality sperm and fertility results.

Table 1: Comparative analysis of spermaticvigor during cooling in boar semen stored

in BTS diluents and ACP-103 ®, seeking to freezing.

Vigor Al A2 A3 A4 A5 A6

BTS 3,2+0,7% 3,0+0,7% 2,8+0,7% 24406~ 3,1+05" 2,7+0,7%

ACP 33+0,7% 3,0£0,6* 2,9+06" 25+05" 3,0+05* 2,7+0,7"

A, B, C, different letters in the same column, significant differences (p <0.05).

As can be seen in the charts below, the BTS and ACP treatments (Figure 1)
showed a similar behavior for the analysis of spermaticvigor, throughout the period of
temperature decreasing. From the results of the first (A1) the fourthanalysis (A4), there
was a decline in spermaticvigor, which were expected in both treatments due to
temperature reduction.

However, the results acquired on analysis fourth (A4) found the lowest

mean both in the BTS (2.4 £ 0.6) as in the ACP (2.5 £ 0.5), and significant difference (p
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<0.05) when compared with the other analyzes. This result may be related to the fact
that this time, the semen went through a long period of equilibrium at a very low
temperature (2 h at 17 ° C), providing a greater reduction of cellular metabolism.

According to Watson (2000), the semen cooling that occurs during the
equilibration time contributes to the reduction of sperm metabolism, but if this decrease
occurs abruptly, can produce seminal loss of viability. Therefore, the equilibrium time
of 2 hours at 17 ° C that was used in this study, had the lowest mean in both diluents,
because this period resulted in a further reduction in sperm metabolism.

Following the protocol (A5), there is an increase in the average in both
treatments, where these were not significantly different (p> 0.05) with Al. Such an
event may be related centrifugation of sperm cells which acts as a training cell induced
by removal of the seminal plasma and hence an increase in the spermatic.Finally, the
analysis performed before freezing (A6), both diluents showed again a decline in sperm
vigor, but showed no significant difference (p <0.05) with the A5, showing that sperm

cells were frozen with one spermatic good quality.
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Figure 2: Analysis of variance of the spermatic during the cooling curve of boar semen

preserved in BTS and ACP-103°.
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Al =4dil.1,30 °C; A2 = 1h, 30 °C; A3 = 25 °C; A4 = 2h, 17 °C;

A5 = centrifugation, dil.2 /5 °C; A6 = dil.3 /5 °C)

As can be seen in Table 2 sperm motility was also examined at six different
times during the decreasing temperature of the semen and like the spermatic vigor, it did
not show statistically significant differences (p> 0.05) between the results of the six

analysis (Al to A6), that in both diluents.

Table 2: Comparative analysis of sperm motility (%) during cooling in boar semen

stored in BTS and ACP-103 ® diluents, seeking to freezing.

Al A2 A3 A4 AS A6

BTS 75,5+16,6" 689+187" 654+19" 544+193" 64,0+14,8" 57,6+19,4"

ACP 75,0+17,7% 71,8+157" 68,7+17,4" 56,5167 625+12, 7% 558+165"

A,B,C, different letters in the same column, significant differences (p<0,05).

Regarding the effect of the curve, the BTS and the ACP (Figure 2) showed
behavior distinct from each other, because the ACP showed a lower variability between
the results of the analyzes on the curve, unlike the BTS showed significant difference in
almost all analyzes compared between itself.

As can be seen in Figure 2, the results of the first four points analyzed (Al
to A4) had a reduction in sperm motility in both treatments, thus, this natural drop can
be explained by changes in pH and osmolarity of the medium, since with the course of
time, there is the energy consumption of the substrate and the production of metabolites

(Fontenele et al. 2002).
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Already in the next assessment (A5), there was an increase in the sperm
motility average in both treatments. This result may be related to the fact that, to
perform this analysis, the semen suffered a centrifuge where seminal plasma was
removed. Studies have reported that the presence of seminal plasma provides greater
sensitivity to thermal shock on pig sperm (Dalimata and Graham, 1997), because it

contains factors that modify the sperm cells before freezing (Kawano et al. 2004).

Q 100 —-BTS -& ACP-103®
=)

Z 0

- -

= 80 { 755 73005y g
S .

=

g | 601

~—

g 30

40 -

=3

2

Al A2 A3 A4 A5 A6 Al A2 A3 A4 A5 A6

Moments of Analysis
Figure 3: Variance analysis of sperm motility during cooling curve of boar semen,
preserved in BTS and ACP-103 ®.
Al =diluicdo 1, 30 °C; A2 = 1h, 30 °C; A3 =25 °C; A4 = 2h, 17 °C;

A5 = centrifugacéo, diluicdo 2, 5 °C; A6 = diluicdo 3, 5 °C;

Finally, the sperm cells were frozenhaving a spermatic vigor and quality of
sperm motility can be observed,even after the sperm being subjected to the stress of
temperature reduction. Such results may be related to the cooling curve used for the
time of temperature reduction must be sufficiently slow to minimize the formation of
intracellular ice crystals and fast enough to make minimum the damage "solution effect"

(Watson, 1995 .)
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Thus, a good cooling rate should allow the sperm cells to lose water but not
excessively, allowing small crystals can be formed, but they are not detrimental to cause

cell death (Graham, 1995).

Diluent effect after thawing

After thawing (Table 3), BTS showed better results (p <0.05) for the
spermatic vigor(1.8 + 0.9) and motility (31.4 = 22.4) characteristics compared with
those obtained by ACP diluent (1.5 £ 0.9 and 21.3 + 18.3, respectively).

In recent studies in which the coconut powder were used as diluent
preservation of boar semen, also, results with reduced sperm quality were seen, both for
the spermatic vigor and for motility in different ejaculates (Barros, 2010). However, the
semen had not been subjected to seminal cryopreservation, and still showed inferior
results compared to the results of this study.

However, comparing this studywith studies that used the coconut powder in
semen cryopreservation from other species, the results of sperm motility after thawing
for swine (21.3%) were lower compared with the results obtained in sheep, 40.3%
(Cavalcante, 2008), and in canines, 58.4% (Mota-Filho et al., 2011). These results can
be justified by the fact that the pig sperm is the most sensitive to temperature
fluctuations, being considered among mammalian species (Corréa et al., 2001).

Nevertheless, the semen was frozen with good quality, with a mean of 2.7 +
0.7 for the spermatic vigor, in both diluents, and for the motility average of 57.6 + 19.4
and 55 in the BTS, 8 £ 16.5 in ACP. Meanwhile, these results greatly reduced after
thawing, which was expected, because the significant decline in the percentage of
motile spermatozoa during incubation may be due to the inability of sperm

cryopreserved to generate enough adenosine triphosphate (ATP) by mitochondria, as a
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result of damage suffered by these organelles (Viswanath and Shannon, 1997) or due to
the damaging effect of the enzyme aromatic amino acid oxidase linked to the plasma
membrane and released by dead spermatozoa (Curson and Shannon, 1972).

Therefore it is necessary to develop strategies, such as using a slow cooling
curve, cryoprotectants and diluents, such as were used in this study, in order to prevent

cell damage.

Table 3: Analysis of spermatic vigor and motility of boar semen analyzed after

thawing.
Analysis of thawing BTS ACP-103é
Spermatic Vigor 1,8+0,9" 154090
Sperm Motility 31,4+22,4% 21,3+18,3°

A, B, C, different letters on the same line significant differences (p<0.05)

Regarding the characteristics: total sperm alive, total membrane intact
acrosome and total live cells with intact acrosome membrane, BTS and ACP showed
similar results, with no significant difference (p> 0.05) between diluents for these three
characteristics evaluated (Table 4).

However, as seen in Table 4, the percentage of live cells with intact
acrosome showed low values in both the diluents after thawing. These low results
obtained in this study show that semen cryopreservation is a biotechnique that provides
a high number of spermatozoa with reacted acrosomes (Peris et al., 2004), which may
occur due to temperature variations (Stornelli et al. 2005) or due to increased
intracellular Ca2 + concentration generated during the process of semen (Sanocka and

Kurpisz, 2004).
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Although capacitation is a physiological process, it can occur early in sperm
that have undergone the process of freeze / thaw (Mortimer and Maxwell, 2004),

reducing or ending the power of fertilization of gametes (Gadella and Silva, 2006).

Tabela 4: Total de espermatozoides vivos (%), com acrossoma intacto e vivos com

acrossoma intacto do sémen suino analisado no p6s-descongelacéo.

BTS ACP-103"

Total espermatozoides vivos 41,1+19,9" 40,5+16,3"

Total de Acrossoma intacto 84,8+20,6" 86,3+16,3"
Sptz vivos com acrossoma intacto 37,1+15" 36,9+13"

A, B, C, different letters on the same line significant differences (p <0.05).

As can be seen in Table 5, in evaluating the functionality of the membrane
of the sperm, which is given by the percentage of reactive cells to osmotic stress test,
the diluents tested showed significant differences (p> 0.05) where the BTS (28.4%) had
a higher percentage of functional membranes than the ACP (24.2%).

The fact that more than 70% of sperm cells do not show functional
membranes, due to the cryopreservation action to induce physical damage to cells (Holt,
2000), because this process leads to greater cellular stress and imposes sperm extremely
unfavorable conditions for maintaining its viability (Purdy, 2006).

For cryopreservation, the plasma membrane suffers modifications to suit the
temperature changes, as the movement of phospholipid translocation with
externalization of phosphatidylserine. These changes occurred in the sperm membranes
during the process of freeze / thaw similar to those physiological changes of

capacitation (Silva et al., 2009).
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Thus, plasma membrane integrity seems to be the parameter most affected
by sperm cryopreservation (Avila-Portillo et al., 2006; Arruda et al., 2007). This is
because the temperature changes subject to the membranes, stresses arising from the
phase transition structure of the liquid crystalline to the gel (Canisso et al., 2008),
altering its function (Watson, 2000). As a result, damage occurs to the acrosomal and
mitochondrial membranes (Quinn et al. 1980), as well as premature acrosome reaction
(Leboeuf et al. 2000).

This leads the sperm with damaged plasma membranes to be considered
incapable of performing the fertilization process (Silva and Gadella, 2006), since only
spermatozoa with intact membranes can suffer capacitation and acrosome reaction
(Pesch and Bergmann, 2006).

In cryopreserved semen, the number of damage observed in sperm cells is
significantly higher compared to fresh semen, and this fact does not depend on the
techniques used for cryopreservation (Ortega et al., 2003), nor the species worked.
These lesions observed in sperm cells arise from the interaction between changes
biophysical, biochemical and environmental changes during the freezing process (Fickel
et al., 2007), submitting the cryopreserved cells to stresses resulting from volume
changes and consequent changes in the concentrations of ions and electrolytes in the
intracellular and extracellular solutions (Stornelli et al. 2005).

Meanwhile, the thawing is the reverse of the changes caused by the cooling
and freezing processes being observed during this step, the decrease in intracellular
concentration of the solute concentration and the restoration of cell volume and water
(Holt et al. 1992).

While the freezing is linked to restore cellular characteristics, this can cause

lipid peroxidation and membrane damage, caused by rapid increase in the use of oxygen
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by the sperm (Guerra et al., 2004), as well as membrane rupture due to excessive water
flow into the cell (Holt, 2000). Thus, it is expected that the assessment of membrane

functionality present unsatisfactory results.

Table 5: Total sperm reactive osmotic resistance test (%) of boar semen analyzed after
thawing.

BTS ACP-103°

Membranefunctionality 28,4+8,8" 24,2+7,6°

A, B, C, different letters on the same line significant differences (p <0.05).

To obtain best results in cryopreservation of boar semen, a search is
necessary to optimize the protocol in order to minimize the cell damage caused by
freezing. Schober et al. (2007) comment that mitochondrial damage during
cryopreservation may be the biggest reason for reduced semen quality after thawing.

Regarding to the cooling curve, it has adopted the slow freezing process,
maintaining the viability of sperm to semen freezing. However, the optimal rate of
cooling, freezing and thawing may vary according to the composition of diluent
(Salamon and Maxwell, 1995). Thus, more studies are necessary using the diluent ACP-
103 in cryopreservation of boar semen for the best results.

However, it can be seen in the present study that although the BTS has
shown better results than the ACP to the characteristics of strength and motility after
thawing, but also has shown better results for reactive membrane osmotic resistance
test, ACP still showed acceptable results for artificial insemination for swine. For the
second and Maxwell Salamon (2000), only 20-30% of biologically spermatozoa remain

undamaged after the process of freezing and thawing.
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Thus, the coconut powder can be used as a diluent for cryopreservation of
pig semen, since that it maintains the viability of sperm form which may be used in
artificial insemination, and provide easy handling and low cost. As the cooling curve,
the sperm viability assured throughout the reduction process temperature, which can

then be used in future protocols.

6 RESUMO

A criopreservacdo seminal apresenta baixos resultados produtivos. Este trabalho teve
como objetivo testar a Agua de Coco em P§ (ACP-103®) como diluente de resuspensio
apos a descongelacdo seminal e avaliar a qualidade espermética durante a curva de
resfriamento até a descongelacdo do sémen. Para isso, 0 sémen de quinze reprodutores
foi coletado uma vez por semana, incubado a 30 °C por quinze minutos, e em seguida
diluido em Beltsville Thawing Solution (Controle) ou em ACP-103®, e submetidos a
uma curva de resfriamento lenta, onde foram feitas analises de vigor e motilidade em
cada passo. O sémen descongelado foi resuspendido em seus respectivos diluentes e
analisado quanto as caracteristicas: vigor, motilidade, vitalidade, integridade acrossomal
e funcionabilidade da membrana. Durante as analises de vigor e motilidade que
compdem a curva de resfriamento, e na descongelacdo, para as analises de vitalidade e
membrana acrossomal intacta, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos. J& ap6s a descongelacdo, o BTS apresentou melhores resultados de
vigor, motilidade espermatica e funcionabilidade da membrana. No entanto, a curva de
resfriamento e o ACP-103® podem ser utilizadas no protocolo de criopreservacéo do
sémen suino, visto que ambas asseguraram qualidade da viabilidade espermatica.

Palavras-chave: Agua de coco em pd; curva de resfriamento; viabilidade espermatica.
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RESUMO
A busca por marcadores de congelabilidade tem como finalidade predizer o
comportamento dos espermatozoides ao processo de congelacdo. Desta forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar o mapa eletroforético das proteinas da membrana
plasmética do espermatozoide suino e correlaciona-las com a protecdo espermatica ao
processo de criopreservacdo do sémen. Para isso, 0 sémen de quatorze reprodutores
foram submetidos a congelacdo lenta e descongelacdo rapida. Apos a descongelacédo
foram feitas andlises de vigor e motilidade espermatica, e a partir destes resultados, os
animais foram separados em dois grupos: congelabilidade boa e ruim. Para o estudo das
proteinas da membrana dos espermatozoides, estes foram submetidos a eletroforese
bidimensional. Os géis foram corados com Coomassie coloidal, digitalizados e
analisados por meio do aplicativo PDQuest. Os quatorze animais foram separados em
dois grupos, onde seis animais foram considerados com boa congelabilidade (GFEs) e
apresentaram uma média para vigor e motilidade espermaética de 2,2+0,8 e 41,8+22,9,
respectivamente, enquanto que o grupo de congelabilidade ruim (PFEs) foi composto
por oito animais que apresentaram uma média de 1,9+0,6 de vigor e 26,8+17,5 de
motilidade espermatica. Foi encontrado uma média de 263+62,2 spots por gel e um total
de 234,2+54,6 spots foi detectado de forma consistente nos géis dos quatorze animais.
Foram encontrados 5 spots que divergiram significativamente entre os grupos, onde 3
foram encontrados com maior intensidade no grupo PFES e 2 spots foram mais
expressos no GFEs. Conclui-se que estes cinco spots podem atuar como possiveis

marcadores de congelabilidade para o sémen suino.
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Palavras-chave: Sémen congelado; Proteémica; Sémen suino.

ABSTRACT
The search for markers freezability aims to predict the behavior of the semen freezing
process. Thus, this study aimed to evaluate the electrophoretic map of the plasma
membrane proteins of porcine sperm and correlate them with protection to sperm
cryopreservation of semen. For this, the semen Fourteen players were subjected to slow
freezing and rapid thawing. After thawing were analyzed in the vigor and sperm
motility, and from these results, the animals were separated into two groups: freezability
good and bad. For the study of membrane proteins of sperm, they were subjected to
two-dimensional electrophoresis. Gels were stained with colloidal Coomassie, scanned
and analyzed using PDQuest application. Fourteen animals were separated into two
groups, where six animals were considered good freezability (GFEs) and had an average
sperm motility and vigor to 2.2 £ 0.8 and 41.8 + 22.9, respectively, whereas the group
of freezability bad (PFEs) was composed of eight animals with a mean of 1.9 = 0.6 to
26.8 £ 17.5 vigor and sperm motility. Found an average of 263 + 62.2 spots per gel and
a total of 234.2 + 54.6 spots was consistently detected in the gels of the fourteen
animals. Found 5 spots that differed significantly, where 3 were found with greater
intensity in the group PFEs and 2 spots were more expressed in the group GFEs. We

conclude that these five spots may act as potential markers freezability for boar semen.

Keywords: Frozen semen; proteomics, swine semen.

1 INTRODUCAO

O uso do protocolo de criopreservacdo seminal é o método mais eficiente para
armazenar células espermaticas, visto que esta técnica possibilita uma conservacao por
um longo periodo de tempo (SAFRANSKI et al., 2011). No entanto, o uso de sémen
criopreservado representa menos de 1% a nivel mundial (SARAIVA et al., 2005), isto
porque as células espermaticas sofrem danos, em particular as membranas, apos serem
submetidas ao protocolo de congelacdo, apresentando assim baixos indices reprodutivos
quando comparado com o sémen refrigerado (CARNEIRO et al., 2007).

Alguns estudos mostram que as células espermaticas de diversas espécies
reagem de forma diferente ao processo de criopreservagdo, pois possuem variagoes

quanto a tolerancia ao choque térmico, a congelacéo e a resisténcia osmotica (PURDY,
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2006). Comparando o espermatozoide de suino com outras espécies de mamiferos, esse
apresenta maior sensibilidade a baixas temperaturas, principalmente devido as
caracteristicas de sua membrana, que exibe um baixo teor de colesterol e de fosfolipidos
saturados (WATSON, 2000).

No entanto, os resultados de criopreservacdo do sémen suino parecem estar mais
relacionados com as caracteristicas do animal do que com o protocolo de
criopreservacdo (MEDRANO et al., 2009). Isto pode estar relacionado com o fato de
ejaculados coletados do mesmo animal apresentarem resultados semelhantes apds a
congelacdo, podendo entdo classifica-los como sémen de congelabilidade boa ou ruim
(WATSON, 1995).

Por esta razdo, estudos tem sido feitos a nivel de caracterizacdo de proteinas e a
identificacdo de alguns desses polipeptideos (MOURA et al., 2006), e estes vem sendo
utilizados como marcadores seletivos de fertilidade e possiveis marcadores de
congelabilidade do sémen.

Um exemplo desses estudos € a proteina HSP90OAAL que pode ser utilizada
como um marcador molecular no sémen suino refrigerado para o choque térmico, onde
baixas expressdes desta proteina, estdo relacionadas a alta sensibilidade das células
espermaticas ao estresse térmico (CASAS et al., 2010).

Sendo assim, faz-se necessario a busca por marcadores de congelabilidade do
sémen suino afim de que estes possam predizer a capacidade das células espermaticas
de suportarem o processo de criopreservacdo. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar o perfil eletroforético das proteinas da membrana plasmética do
espermatozoide suino e correlaciona-las com a protecdo espermatica ao processo de

criopreservacao do sémen.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta e avaliacdo do sémen in natura

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Estadual do Ceara, em 25 de janeiro de 2012, cujo processo apresenta n° 11518234-
9/72. Os animais utilizados para o estudo foram provenientes do Laboratorio de
Reproducdo Suina e Tecnologia do Sémen, da Faculdade de Veterinaria, na
Universidade Estadual do Ceara e da Granja Xerez Avicula LTDA, no Municipio de
Maranguape, Ceara. Foram utilizados animais com idades entre 12 e 24 meses, em

sistema rotineiro de trabalho. Antes de cada coleta, foi realizada uma higienizacao
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externa do prepucio com sabao neutro e agua tratada, seguida de esgotamento prepucial
por pressdo manual e secagem da regido com papel toalha descartavel.

Um total de 14 reprodutores foram submetidos a coleta de sémen uma vez por
semana, pela técnica da méo enluvada, e coletados em recipiente com capacidade para
500 mL, coberto por uma gaze e protegido por envoltério térmico. A fracao gelatinosa,
retida pela gaze, foi desprezada e aproveitado o ejaculado total.

Apos a coleta, 0 sémen foi levado ao laboratdrio, onde foram feitas analises de
volume (mL), medido em balanca digital; de concentragdo (x10° sptz/mL), avaliada
pelo espectofotdmetro, e o total de espermatozoides (x10° sptz). O vigor espermatico (0
a5 — TONIOLLI, 1996) e motilidade espermatica (0 a 100%) foram avaliados atraves
da microscépia éptica, com uma amostra de sémen (15uL) colocada entre lamina e
laminula e levada ao microscopio em um aumento de 200 vezes. Estes exames serviram
para a avaliacdo e controle do sémen de cada ejaculado durante o periodo experimental,
sendo aproveitado apenas aqueles com valores minimos de vigor >3,5 e de motilidade
>85%. Apos este critério de selecdo, foi retirado do ejaculado total 2,5 x10°
sptz/ejaculado para o protocolo de congelacdo e 10 x10° sptz/ejaculado para o protocolo

de prote6bmica.

2.2 Criopreservacgéo do sémen

Na criopreservacdo, o ejaculado foi submetido ao processo de congelacédo lenta
e descongelacdo rapida. Inicialmente, o sémen foi incubado por 15 minutos a 30 °C e
diluido (3vol:1vol) em Beltsville Thawing Solution (BTS).

Apos diluicdo, o sémen foi mantido a esta temperatura por mais 45 minutos.
Em seguida, o sémen diluido foi resfriado a 25 °C durante 30 minutos. Apos este
periodo, os tubos foram transferidos para o escuro por 2 horas a 17 °C, visando uma
melhor congelabilidade dos espermatozoides. Logo ap6s, as amostras foram
centrifugadas a 800G/15 min. a 5 °C.

Apos a centrifugacdo, o sémen foi transferido para geladeira a 5 °C, onde foi
desprezado o sobrenadante,e o pellet foi ressuspenso no diluente de resfriamento (20 %
de gema de ovo e 34,239 de glicose), a uma concentracdo inicial de 6 x10° células/mL.
ApoOs a ressuspensdo, o sémen ficou 60 minutos ainda a 5 °C. Ao final desse tempo, foi
adicionado o diluente de congelacdo, com a mesma composicdo do diluente de
resfriamento acrescido do glicerol a 6% (2mL:2mL), com uma concentracao final de
100 x10° células/mL.
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Em seguida, o sémen foi envasado em palhetas de plastico de 0,5 mL e selados
com alcool polivinilico em pé (PVC). Apbs o envase, as palhetas foram colocadas em
uma rampa de congelagdo (-60 a -70 °C) a 5 ¢cm acima do nitrogénio liquido por 30
minutos, e em seguida submersas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Para a descongelacdo do sémen, a palheta foi colocada no aparelho automatico
de descongelacdo da Minitub, onde foi submetida & uma temperatura de 39 °C durante
50 segundos. ApoOs a descongelacdo o conteudo da palheta, 0,5 mL do sémen, foi
resuspenso em 2 mL do diluente BTS, que estava a mesma temperatura. As amostras
foram colocadas em tubos de ensaio e mantidas em banho maria a 39 °C para a
avaliacdo da qualidade espermaética através das analises de vigor e motilidade. Para
tanto, foi necessério a remocdo de uma aliquota 15 pL do sémen ressuspenso, colocada
entre lamina e laminula, e analisada a luz da microscopia éptica em aumento de 200x.

Apds estas andlises, os ejaculados dos animais foram separados em dois
grupos: o de congelabilidade boa (GFEs - Good Freezability Ejaculates) e o de
congelabilidade ruim (PFEs - Poor Freezability Ejaculates). Esta separacdo foi feita
através dos resultados das andlises de vigor e motilidade espermatica apds a
descongelacdo seminal, onde foram utilizados valores minimos de vigor >2,0 e de
motilidade >40% para serem considerados do grupo de congelabilidade boa e 0s demais

foram considerados de congelabilidade ruim (CASAS et al., 2010).

2.3 Protocolo de protedmica

Para o protocolo de protedbmica, imediatamente apds a avaliagdo do sémen in
natura, aliquotas de sémen totalizando 10 x10° sptz foram separadas em tubo de ensaio
de 50 mL contendo o inibidor de protease Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) até
atingir uma proporcao de 0,5% (v/v). O sémen juntamente com o inibidor de protease
foi centrifugado a 800G, 4 °C/15 minutos, para separagdo das células espermaticas

do plasma seminal.

2.3.1 Purificagdo da fragdo proteica da membrana dos espermatozoides

Ap0s a primeira centrifugacéo, realizada para separar as células espermaéticas do
plasma seminal, o pellet foi lavado trés vezes com PBS pH 7.4 (1:1, v/v) e centrifugado
a 800 G/ 15 minutos a 4 °C. Em seguida, o pellet foi resuspendido em PBS e
armazenado a -80 °C. As proteinas de membrana espermatica foram extraidas conforme

a metodologia escrita por van Tilburg et al., (2013).
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2.3.2 Eletroforese bidimensional

Para a pesquisa delineada neste projeto, a concentragdo total do extrato
proteico da membrana foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Em seguida,
uma concentragdo de 400 pg de proteina foi submetido a eletroforese bidimensional,
conforme metodologia ja utilizada pelo grupo de pesquisa em biologia da reproducéo da
UFC (VAN TILBURG et al., 2013).

Em resumo, 400 pg de proteina de membrana foi misturada a um volume de
tampdo de re-hidratacdo (8M uréia, 1M tiouréia, 2% CHAPS, 10% glicerol, 2%
anfolitos na faixa de pH 4 a 7, 25mM DTT e 0,002% de azul de bromofenol) em uma
quantidade suficiente para completar 250uL. Esta mistura foi entdo adicionada as
canaletas da bandeja de hidratacédo e incubada com tiras de gradiente de pH imobilizado
(GE Lifesciences, USA) de 13cm, com faixa de pH linear indo de 4 a 7, por um periodo
de aproximadamente 20 horas.

A focalizacdo isoelétrica foi realizada através do equipamento IPGphor 3
(GE Lifesciences, USA) com a seguinte programacao: 250V por 3 horas; 500V por 1
hora; 800V por 1 hora; 1000V por 1 hora e 8000V por aproximadamente 5 horas,
totalizando 39.000 Vh.

Apos a focalizacdo, as tiras foram equilibradas no tampéao de equilibrio |
(6M uréia, 50mM Tris-HCI pH 8,8, 29,3% glicerol, 2% SDS e 1% DTT) por 20
minutos, e em seguida incubadas por mais 20 minutos com a solucdo de equilibrio 1l
(mesma composicdo da solucéo I, substituindo-se o DTT por 2,5% de iodoacetamida).
Apos a etapa de equilibrio, as proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida,
SDS-PAGE 12,5%, (Hoefer SE 600, GE, USA) e, em seguida, os géis foram corados

com Commassie Blue coloidal.

2.3.3 Digitacdo e analise dos géis

As imagens dos géis foram digitalizadas a 300 dpi (ImageScanner Il, GE,
USA) e armazenadas como arquivos TIFF para analise através do aplicativo PDQuest
versdo 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories, USA), conforme metologia validada por Moura et
al. (2006).

Em resumo, um gel representativo foi criado com base nos géis de todos as
amostras e 0s spots consistentemente presentes nos mapas também foram adicionados

ao gel sintético. Proteinas detectadas em diferentes regibes dos géis foram utilizadas



79

como marcos de localizacdo de forma a permitir o alinhamento correto de cada spot nos
diferentes mapas e comparagdes entre estes mapas.
A quantificacdo dos spots foi atribuida em partes por milhdo (ppm) da

densidade oOptica integrada total de cada gel, fornecida pelo aplicativo PDQuest.

2.4 Analise estatistica
Os dados referentes a intensidade Optica dos spots detectados nos mapas

eletroforéticos bidimensionais dos grupos de alta e baixa congelabilidade, GFEs e PFEs,
respectivamente, foram submetidos & avaliacdo de sua normalidade pelo do teste de
Shapiro-Wilk e também de sua assimetria e curtose por meio do procedimento
UNIVARIATE do aplicativo estatistico SAS (2002). As variaveis foram transformadas
por log(x+1), quando necessario (Shapiro-Wilk <0,80, p< 0,05) para aproximar sua
distribuicéo a normalidade.

As intensidades dos spots foram submetidas a analise de variancia, por meio do
procedimento GLM do SAS e as médias foram comparadas pelos teste t de Student (CV
>30%) e Student-Newman-Keuls (SNK; CV<15%).

Os resultados foram apresentados na forma gréfica das médias e erros padrdo da
média das intensidades dos spots proteicos detectados em relacdo aos grupos de GFEs e
PFEs.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O sémen in natura dos 14 animais utilizados para o presente experimento

apresentaram aspecto normal e coloracdo branco leitosa; volume médio de 249,4 mL e
concentracdo média de 318,34 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estdo dentro da
normalidade para a espécie suina (CORREA et al., 2001). A avaliacdo microscopica do
mesmo, apresentou um valor médio para o vigor espermatico de 4,2+0,4 e para a
motilidade espermatica de 90+5,0. Estes valores se mantiveram acima dos pardmetros
minimos estipulados para serem utilizados no experimento (vigor >3,5 e motilidade
>85%).

Os animais foram separados em grupos de PFEs e GFEs, através dos
resultados de vigor e motilidade espermatica analisados logo apo6s a descongelagdo
seminal. O ponto de corte para considerar o animal no grupo GFEs era vigor >2,0 e
motilidade >40%. Dos quatorze animais utilizados no presente estudo, seis foram
considerados GFEs, e oito foram considerados PFEs. Logo, os animais GFEs

apresentaram uma media para vigor espermatico de 2,2+0,8 e motilidade espermatica
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41,8+22,9, enquanto que o grupo PFEs apresentou 1,9+0,6 de vigor espermatico e
26,8+17,5 de motilidade espermética.

Os resultados dos parametros avaliados apds a descongelacdo quanto a
viabilidade do sémen congelado neste estudo confirmam que, mesmo sob as mesmas
condicdes de criopreservacdo, o grau de alteracdes produzidas pelo choque térmico nédo
€ 0 mesmo para ejaculados proveniente de animais diferentes, conforme anteriormente
discutido por Gutiérrez-Pérez et al., (2009).

Quanto a analise das proteinas de membrana do espermatozoide suino, foi
detectado em média, 263+62,2 spots por gel, de acordo com o pareamento gerado pelo
aplicativo PDQuest®, o qual representa uma combinaco da todos os spots presentes no
gel de referéncia (Figura 1). Um total de 234,2+54,6 spots foi detectado de forma
consistente nos géis dos quatorze animais. Ja no grupo GFEs apresentou 211,8+64,4
spots em comum entre 0s seis animais do grupo, enquanto que no PFEs apresentou
251+42,8 spots em comum entre 0s 0ito animais.

Comparando a quantidade de spots da membrana do espermatozoide de
suino com ovino, pdde-se observar gue esse apresentou uma maior média de spots, visto
gue em ovinos da raca Morada Nova foi detectado uma média de 133+4,6 spots por gel
de proteinas de membrana de espermatozoides, com 107 spots consistentemente
presente em todos os géis (VAN TILBURG et al., 2013).

Figura 1: Gel Bidimensional de proteinas de membrana de espermatozoides suinos.
Amostras focalizadas em tiras de 13 cm com pl de 4 — 7. SDS-PAGE (12,5%). 400 ug
de proteinas por Gel. As proteinas foram coradas com Coomassie blue coloidal.
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Quanto aos totais de spots analisados, foi detectado diferenca significativa
(p<0,05) na intensidade de cinco deles (Figura 1). Os spots 1, 2 e 3 foram encontrados
em uma intensidade maior nos animais do grupo PFEs (Figura 2), e os spots 4 e 5
foram encontrados com uma maior intensidade nos animais do grupo GFEs (Figura 3).

O spot 1, com 117,2 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos oito animais do PFEs,
enquanto que no grupo GFEs, foi detectado nos seis animais (Figura 2A).

O spot 2, com 121, 4 kDa e 5,0 pl, foi detectado em sete animais do grupo
PFEs e em cinco animais do GFEs (Figura 2B).

Ja o spot 3, com 49,8 kDa e 6,7 pl, foi encontrado em seis animais de cada

grupo (Figura 2C).

Figura 2: Intensidades (médias e erros-padrdo) dos spots 1, 2 e 3 no mapa bidimensional

da membrana dos espermatozoides de suinos, agrupados de acordo com os resultados de
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vigor e motilidade espermatica analisados apds a descongelacdo seminal, dividindo-os
em PFEs e GFEs. Letras distintas diferem pelo teste de t de Student (CV >30%).
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O spot 4, com 61,4 kDa e 5,3 pl, foi detectado nos oito animais do PFEs,
enquanto que no grupo GFEs, foi detectado em quatro animais (Figura 3A).
E o spot 5, com 36,8 kDa e 5,8 pl, foi detectado em seis animais do grupo

PFEs, engquanto que no grupo GFEs, foi encontrado em cinco animais (Figura 3B).

Figura 3: Intensidades (médias e erros-padrao) dos spots 4 e 5 no mapa bidimensional
da membrana dos espermatozoides de suinos, agrupados de acordo com os resultados de
vigor e motilidade espermatica analisados apds a descongelacdo seminal, dividindo-os
em PFEs e GFEs. Letras distintas diferem pelo teste de t de Student (CV >30%).
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As diferencas quanto a intensidade da expressdo de determinadas proteinas
podem variar para cada animal, mesmo que estes sejam da mesma espécie. Estas
diferentes expressdes podem influenciar diretamente na protecdo espermatica ao
processo de criopreservacao do sémen, visto que em estudos anteriores mostraram
diferenca na intensidade de proteinas e correlacionaram com os resultados da
criopreservacdo do sémen suino. Como resultados, observaram que a proteina Acrosina
(ACRBP) foi encontrada com maior intensidade em GFEs e a Triose Fosfato Isomerase
(TPI) foi mais expressas em PFEs, podendo entdo estas duas proteinas atuarem como
marcadores de congelabilidade para sémen suino (VILAGRAN et al., 2013).

4 CONCLUSAO

A capacidade das células espermaticas resistirem ao processo de
criopreservacao seminal € diferente para cada animal, mesmo sendo da mesma espécie.
Desta forma, o uso de marcadores de congelabilidade representa uma vantagem para a
criopreservacao do sémen, porque evita utilizar ejaculados que ndo conseguem resistir
ao estresse causado por este procedimento. O presente estudo encontrou cinco possiveis
marcadores de congelabilidade, onde dois destes podem ser utilizados como marcadores
de boa congelabilidade, visto que estdo presentes em ejaculados que apresentam

viabilidade espermatica apds a criopreservacao do sémen.
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9 CONCLUSAO

Pode-se constatar que o ACP-103® pode ser utilizado como um diluente
alternativo na criopreservacao do sémen suino, pois, além de ser uma opg¢éo simples, de
baixo custo e de facil obtencdo, ndo compromete a qualidade espermatica.

Quanto a curva de resfriamento utilizada, esta mantém a viabilidade
espermatica durante todo o processo de reducdo da temperatura, podendo entdo ser
utilizada em protocolos futuros.

No entanto, mesmo sob as mesmas condicGes de criopreservacdo, diluente e
curva de resfriamento, cada animal apresenta um resultado para a congelacdo do sémen.
Pois, o grau de alteracbes produzidas pelo choque térmico ndo € o mesmo para
ejaculados proveniente de diferentes animais, e essas diferencas podem estar
relacionadas quanto a intensidade da expressdo de determinadas proteinas, que variam
para cada animal, mesmo que estes sejam da mesma espécie. Sendo assim, estas
diferentes expressdes podem influenciar diretamente na protecdo espermaética ao
processo de criopreservacdo do sémen.

Desta forma, os cinco possiveis marcadores de congelabilidade encontrados
no presente trabalho representa uma vantagem para a criopreservacao do sémen, porque
evita utilizar ejaculados que ndo conseguem resistir ao estresse causado por este

procedimento.
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10 PERSPECTIVAS

A busca por melhores resultados na criopreservacdo do sémen € necessaria,
pois alguns pesquisadores apontam esta técnica para um futuro promissor, devido aos
avancos das novas tecnologias e equipamentos de congelacdo de sémen. Alguns,
afirmam até que o uso do sémen criopreservado substituira o uso do sémen refrigerado.
Onde o sémen congelado de suinos serd comercializado nos grandes Centros de
Inseminagdo Artificial e intensamente utilizado em granjas comerciais.

Através de maiores estudos, a criopreservacdo poderd ter uma maior
aceitacdo e ser executada com maior frequéncia. J& os cachacos devem ser testados
individualmente, utilizando marcadores moleculares de congelabilidade espermética,
para predizer o resultado de cada animal para a criopreservagdo, antes de serem

utilizados na producéo para evitar gastos desnecessarios.
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