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EPIGRAFE

“Somente a Educacédo podera transformar um pais verdadeiramente...”

Cristovam Buarque



RESUMO

BIANCHI, Ivan. Congelamento de sémen suino: estudo de crioprotetores intra e
extracelulares, metodologias de congelamento e marcador molecular de
congelabilidade. 2007. 94f. Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-Graduagéo em

Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Apesar do sémen suino congelado estar disponivel comercialmente deste 1975, o
seu uso tem ocorrido somente em ocasides especificas, pois, em relacédo ao uso de
sémen refrigerado, requer duas a trés vezes maior numero de espermatozoéides por
dose, o processamento do sémen é trabalhoso, o tamanho da leitegada € diminuido
em um a trés leitdes por parto e a taxa de parigdo € menor. Dessa forma, a grande
maioria das inseminacbes artificiais nessa espécie utiliza sémen diluido e
acondicionado no estado liquido entre 15 e 18 °C. Os objetivos desta tese foram:
avaliar diferentes diluidores de resfriamento, metodologias de congelamento,
temperaturas de centrifugagdo, uso de crioprotetores intracelulares a base de
amidas e extracelulares baseados em lipoproteina de baixa densidade, além do
estudo de fatores protéicos presentes no plasma seminal nos resultados de
avaliagbes in vitro e in vivo de sémen suino congelado-descongelado. Foram
executados cinco experimentos com avaliagées da qualidade do sémen congelado-
descongelado, quatro experimentos com avaliagdes in vitro (motilidade e integridade
de membrana) e um experimento com fertilizagdo in vivo. O tratamento utilizado
como controle foi o congelamento com glicerol na concentragédo de 3%. A melhor
curva de resfriamento apds a coleta até 15 °C, foi atingida com o tempo de 120 min.
Foi identificado um fator de 26 kDa no plasma seminal, cuja auséncia proporcionou
melhores resultados de integridade de membrana plasmatica apdés o
descongelamento. O wuso do crioprotetor intracelular dimetilacetamida na
concentracado de 5%, proporcionou nas avaliagdes in vitro, resultados superiores ao
tratamento controle (glicerol 3%), nao diferindo na avaliagdo in vivo. O presente
estudo demonstrou a relagdo de componentes do plasma seminal com a qualidade
espermatica, além de apresentar um novo protocolo de congelamento-
descongelamento de sémen suino baseado no uso de dimetilacetamida 5%.

Palavras-chave: Amidas. Sémen congelado. Suino. Criopreservagao. Glicerol.



ABSTRACT

BIANCHI, Ivan. Freezing of boar semen: study of penetrating and
nonpenetrating cryoprotectants, freezing methods and freezability molecular
marker. 2007. 94f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduagdo em

Biotecnologia Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Although boar semen is available in the frozen format since 1975, its use has been
restricted to very specific situations for many reasons: it requires spermatozoa
concentration per dose twice to three times higher than that for cooled semen; semen
processing is labor intensive; and farrowing rate and litter size are reduced. Thus,
most of the artificial inseminations in swine are performed at the day of semen
collection or at most at the following day, using liquid semen conditioned between 15
and 18 °C. The aims of this thesis were: to evaluate distinct extenders for cooling
semen, methods for freezing, centrifugation temperatures, the use of amides as
penetrating cryoprotectants and of low density lipoprotein as nonpenetrating
cryoprotectants, and the presence of specific protein factors in seminal plasma in the
results that could be associated with boar semen freezability. Five experiments have
been executed: four with evaluations in vitro (motility and cell membrane integrity);
and one with fertilization in vivo. The control treatment was the freezing with glycerol
at 3% concentration. The semen processing method that provide more efficient
results consisted of semen cooling during 120 min up to a centrifugation temperature
of 15 °C. We also identified a 26 kDa factor in the seminal plasma that is associated
with maintenance of the integrity of the sperm cell membrane post-thawing.
Additionally, parameters of semen quality in vitro with the use of dimetilacetamide at
5% were better than those observed with the most used penetrating cryoprotectant
(glycerol 3%) as control, although no difference between those cryoprotectants was
observed in vivo. This study demonstrated the association of components in the
seminal plasma with the sperm quality, and presenting an alternative protocol of
semen freezing-thawed boar semen based in the use of dimetilacetamide at 5%.

Keywords: Amides. Frozen semen. Swine. Cryopreservation. Glycerol.
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1. INTRODUCAO GERAL

A grande maioria das inseminagdes artificiais (IA) em suinos realizadas no
mundo utiliza sémen diluido e acondicionado no estado liquido entre 15 e 18 °C, por
um periodo de 1 a 5 d, sendo que 85% destas sao realizadas no dia da coleta do
sémen ou no dia seguinte (JOHNSON et al., 2000). Entretanto, a temperatura de
estocagem de 15 a 18 °C limita o transporte do sémen, pois exige caixas térmicas
especificas para esta faixa de temperatura, além de restringir o tempo de vida util do
sémen. Alguns diluentes tém sido desenvolvidos a fim de possibilitar o
prolongamento no tempo de estocagem do sémen de 3 para 5-7 d (LEVIS, 2000), ou
o seu armazenamento a 5 °C (CORREA et al., 2004). Ainda que a utilizagdo da IA
em suinos esteja aumentando, sua expansdo poderia ser incrementada se técnicas
como a criopreservacao (congelamento) do sémen possibilitasse adequados
resultados de fertilidade, tal como ocorre na espécie bovina (DESCHAMPS et al.,
1997; WATSON, 2000). Afora esta questado, a IA e o sémen congelado apresentam
vantagens de relevada importancia para os sistemas de produgéao, pois favorecem o
uso em escala de animais geneticamente superiores (BORTOLOZZO et al., 2005;
GERRITS et al.,, 2005). No entanto, apesar do sémen suino congelado estar
disponivel comercialmente deste 1975, o seu uso tem ocorrido somente em ocasides
especificas, como em casos de importagcdo de genética, visando a produgcao de
reprodutores (JOHNSON e LARSSON, 1985). A IA com sémen suino congelado
requer duas a trés vezes mais espermatozéides por dose, o processamento do
sémen é trabalhoso, o tamanho da leitegada é diminuido em um a trés leitdes por
parto e a taxa de paricao € menor. Esses fatores inviabilizam economicamente seu
uso em sistemas de producdo, quando comparada a IA com sémen acondicionado
refrigerado na forma liquida (JOHNSON, 1985; ERIKSSON et al., 2001; ROCA et al.,
2003; SARAVIA et al., 2005).
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A diminuicao da fertilidade do sémen suino congelado é resultado de danos
na capacidade funcional dos espermatozoides devido ao choque térmico
(ALTHOUSE et al., 1998; JOHNSON et al., 2000; WATSON, 2000). Outro aspecto
relevante, diz respeito ao estresse osmético provocado pela adicdo das solugdes
crioprotetoras que provocam a desidratagdo celular ocasionando altas
concentragdes intracelulares de sais (BALL e VO, 2001). As alteragbes decorrentes
do choque térmico e estresse osmotico irdo provocar alteragcdes estruturais e
funcionais da célula espermatica (PURSEL et al.,, 1972; PURSEL e JOHNSON,
1975; BUHR, 1991; BUHR et al., 1994). Tais alteragbes implicam em um efeito
negativo sobre a motilidade espermatica e sobre trocas metabdlicas através das
membranas celulares, que podem influenciar negativamente os processos de
capacitagcado espermatica e o mecanismo de fertilizagdo (WATSON, 1996; NARDID
et al., 1997), ou até mesmo levar a morte celular (DE LEEUW et al., 1991; WATSON,
1996).

A composigcdo da membrana plasmatica do espermatozoide suino difere da
membrana plasmatica de outros mamiferos, tais como o touro, que s&o mais
resistentes ao congelamento. Essa diferenca esta relacionada ao tipo de fosfolipidio
predominante e a relagdo colesterol/fosfolipidio (PARKS e LYNCH, 1992). As
espécies de animais cujos espermatozoides possuem maior resisténcia ao
congelamento, contém uma alta relagéo colesterol/fosfolipidio na membrana (BUHR
etal., 1994; BUHR et al., 2000).

Para o congelamento de sémen sao utilizados crioprotetores intracelulares e
extracelulares, cuja finalidade €& proteger a célula espermatica das lesbdes
provocadas pelo congelamento e descongelamento celular (KAROW, 2005). O
principio da técnica de congelamento celular consiste na diminuicdo do metabolismo
e na desidratagdo da célula através do uso de crioprotetores intracelulares (baixo
peso molecular) e extracelulares (alto peso molecular). Essas solugbes
crioprotetoras normalmente tém um carater de hiperosmolaridade que reduzem o
ponto de congelamento para -5 a —7 °C, interagem e estabilizam as membranas
celulares e atuam como tampao salino no combate aos efeitos deletérios das altas
concentracdes de eletrdlitos nas células desidratadas (DE LEEUW et al., 1993;
NICOLA, 1997).

Os protocolos de congelamento para sémen suino convencionalmente

utilizados, baseiam-se no método descrito por Westendorf et al. (1975), em que o
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plasma seminal é retirado somente quando a curva de resfriamento atingir 15 °C, e
no protocolo de Paquignon et al. (1974), pelo qual imediatamente apds a coleta do
ejaculado é feita a remogao do plasma seminal através de centrifugagcao. Ambos os
métodos utilizam o glicerol como crioprotetor intracelular e a gema de ovo como
crioprotetor extracelular. No entanto, o glicerol em determinadas concentragdes, tem
um potencial efeito citotoxico na célula espermatica em detrimento das suas
caracteristicas benéficas como crioprotetor (ALMLID e JOHNSON, 1988; HOLT,
2000; WATSON, 2000). Além disso, os radicais hidroxila do glicerol podem ligar-se
entre si, diminuindo a probabilidade de ligagdes com as moléculas de agua, sendo
assim, uma caracteristica desfavoravel ao processo de criopreservagdo (WOWK et
al., 1999). Dessa forma, a ineficiéncia do congelamento do sémen suino é também
atribuida aos crioprotetores e diluentes utilizados, sugerindo que outras solug¢des
crioprotetoras e metodologias de congelamento sejam testadas (KUSTER e
ALTHOUSE, 1999; BUHR et al., 2000; MEDEIROS et al., 2002b).

Estudos com a utilizacdo de crioprotetores em substituicdo ou associagao
com o glicerol tém sido conduzidos com obtenc&o de bons resultados em equinos,
através do uso de diferentes amidas (MEDEIROS et al., 2002a; VIDAMENT et al.,
2002). A dimetilacetamida € um crioprotetor largamente utilizado nos protocolos de
criopreservagao de espermatozoides de peixes (CABRITA et al., 1998; OGIER DE
BAULNY et al., 1999) e de aves (TSELUTIN et al., 1999), trazendo beneficios a
estas espécies na resposta pds-descongelamento.

As amidas possuem um mecanismo de acao crioprotetor diferente do
glicerol, devido sua estrutura molecular e sua habilidade de permear a membrana
celular. O mecanismo de agdo das amidas €& devido seu grupamento funcional
amina, o qual contém nitrogénio, portanto, quimicamente distinto do grupamento
funcional do glicerol que sdo as hidroxilas. As amidas realizam ligagbes de
hidrogénio com a molécula da agua em trés sitios de ligagdo. Além disso, devido ao
menor peso molecular e viscosidade das amidas em relagdo ao dglicerol, elas
possuem maior permeabilidade de membrana, diminuindo a possibilidade de danos
celulares causados por estresse osmoéticos (BALL e VO, 2001). Desta forma
supdem-se que as amidas possuam uma forma mais eficaz de realizar a coligagcao
com a molécula da agua, desempenhando um mecanismo crioprotetor celular mais
eficiente que o glicerol (BALL e VO, 2001; KAROW, 2001). Entretanto, estes

crioprotetores intracelulares nao tém sido testados para sémen suino.
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Como crioprotetor externo, a gema de ovo € usualmente adicionada aos
diluidores dos protocolos de congelamento de sémen suino (PAQUIGNON et al.,
1974; WESTENDOREF et al., 1975). Entretanto, a gema de ovo contém substancias
que podem dificultar o metabolismo, diminuindo a motilidade espermatica (PACE e
GRAHAM, 1974), além de ter risco de contaminagdo por microorganismos, por se
tratar de um composto de origem organica (BOSSEAU et al.,, 1998). O efeito
crioprotetor da gema de ovo é dado pela fragéo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), as quais atuam na superficie da membrana plasmatica restaurando a perda
de fosfolipidios e colesterol (BERGERON et al., 2004). A substituicdo da gema de
ovo por LDL foi benéfica para a manutengédo da qualidade espermatica em sémen
de caes, quando preservado a temperatura de refrigeracdo a 5°C ou congelado
(VARELA JUNIOR, 2005). Enquanto que LDL na concentragdo de 8% pode
substituir a gema de ovo na composigdo do diluente utilizado para criopreservar
sémen equino (MARTIN, 2005). A acéao crioprotetora da LDL purificada da gema de
ovo (MOUSSA et al., 2002) na preservacao de espematozéides suinos foi estudada
por DEMANIOWICZ e STRZEZEK (1996) com o uso de sémen refrigerado, portanto,
em estado liquido. Entretanto, este crioprotetor extracelular pouco tem sido testado
para o congelamento de sémen suino.

Outro fator importante relacionado ao uso de sémen congelado é a grande
variabilidade observada entre machos, cujos fatores que influenciam as diferengas
observadas na sobrevivéncia espermatica e aos processos de congelamento e
descongelamento, ainda ndo estao bem elucidados (ROCA et al., 2006).

Alguns autores (JOBIM et al., 2004) sugerem que ha diferengas nas
proteinas do plasma seminal de touros com boa e ma resposta ao congelamento,
sugerindo o estudo dessas proteinas do plasma como marcadores de
congelabilidade. A influéncia do plasma seminal na qualidade espermatica é
contraditéria, tendo sido observado que a sua presengca provocou maior
sensibilidade ao choque térmico (PURSEL et al., 1972). Porém, em outro estudo a
remocéo do plasma néo interferiu na viabilidade pos-descongelamento (SALAMON,
1973). No entanto, as diferencas observadas na congelabilidade entre machos
suinos, podem ser atribuidas a influéncia genética, podendo ser identificada através
de marcadores de moleculares do ejaculado (THURSTON et al., 2001; THURSTON
et al., 2002).



2. OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram:

1. Verificar o efeito de diferentes diluidores e periodos de estabilizacdo durante o
resfriamento do sémen, sobre a motilidade pré-congelamento e apds o
descongelamento;

2. Estudar a criopreservacao de sémen suino através do uso de crioprotetores
intracelulares a base de amidas, em diferentes concentragcdes, relacionados
com a motilidade e integridade da membrana plasmatica no sémen
descongelado;

3. Avaliar o uso de diferentes temperaturas de centrifugacédo do sémen sobre os
parametros de motilidade e integridade da membrana plasmatica apds o
descongelamento;

4. Identificar marcadores moleculares no plasma seminal, relacionados com a
integridade de membrana plasmatica do sémen descongelado;

5. Analisar o uso de gema de ovo e lipoproteina de baixa densidade (LDL) na
composi¢cao dos diluidores utilizados no resfriamento e congelamento do
sémen, sobre a motilidade e integridade da membrana plasmatica apds o
descongelamento;

6. Comparar a fertilidade in vivo de sémen suino congelado a base de amida em

relacdo ao uso de glicerol.



3. ARTIGO |I: Efeito de diferentes diluidores e periodos de

resfriamento sobre a motilidade de sémen suino criopreservado

Submetido: Revista Brasileira de Reproducao Animal

(Formatado segundo as normas da revista)

lvan Bianchi:; Marcio Nunes Corréa; Thomaz Lucia Jr., Erico Kunde Corréa;

Kérlin Calderam; Jodo Carlos Deschamps



18

Resumo

O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de diferentes diluidores e periodos de
estabilizacdo utilizados no pré-congelamento, sobre a motilidade do sémen suino
apo6s o congelamento. Foram utilizados durante o resfriamento do sémen até 15 °C,
dois diluentes com crioprotetor extracelular na composigéo: PIGPEL-5 (gema de
ovo) e PIGPEL+ (lipoproteina de baixa densidade) e um diluente sem crioprotetor
(BTS). Também foram utilizados dois periodos de estabilizagdo até 15 °C: padrao
(270 min) e curto (120 min). A motilidade a 5 °C e pds-descongelamento (10 e 30
min) foi maior (P < 0,05) para o BTS, em relagdo a PIGPEL-5 e PIGPEL+. A
motilidade no resfriamento curto foi superior (P < 0,05) ao padrdao a 5 °C e pos-
descongelamento. O uso de diluente sem crioprotetor extracelular foi mais eficiente
no periodo de resfriamento até 15 °C, enquanto que a reducédo do periodo de

estabilizagao foi associado a melhora da qualidade do sémen descongelado.

Palavras-chave: Lipoproteina de baixa densidade, gema de ovo, criopreservagao,

sémen suino.

Abstract

The aim of this study was to compare the use of different extenders and stabilization
periods before freezing on the motility of boar semen after thawing. Two extenders
were used during cooling up to 15 °C including different nonpenetrating
crioprotectants: PIGPEL-5 (egg yolk) and PIGPEL+ (low density lipoprotein) and one
extender without crioprotectant (BTS). Also, two stabilization periods were tested:
control (270 min) and short (120 min). The motility at 5°C and post-thawing (10 and
30 min) was better (P < 0.05) for BTS than for both PIGPEL-5 and PIGPEL+. The
motility was better (P < 0.05) after short cooling than for the control both at 5 °C and
post-thawing. The use of extender without nonpenetrating crioprotectant was more
efficient during the stabilization period and the short cooling was associated with

better motility post-thawing.

Keywords: Low density lipoprotein, egg yolk, cryopreservation, boar semen.
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Introducéao

O sémen suino refrigerado entre 15-18 °C é utilizado na maioria das
inseminagdes artificiais (IA). Os indices de fertilidade com |IA sdo similares aos
obtidos com monta natural, quando o sémen refrigerado é utilizado até 72 h apds o
inicio do armazenamento, mas aproximadamente 85% das IA sao realizadas no dia
da coleta do sémen ou no dia seguinte (Johnson et al., 2000). O diluente mais
utilizado para sémen suino refrigerado € o Beltsville Thawing Solution (BTS),
desenvolvido por Pursel & Johnson (1975) inicialmente para sémen congelado,
sendo, posteriormente, adaptado para o acondicionamento de sémen a 15-18 °C.
Alguns diluentes foram desenvolvidos para permitir maior tempo de armazenagem
de 5-7 d (Levis, 2000), ou a 5 °C (Corréa et al., 2004).

A 1A e o congelamento do sémen sdo biotécnicas reprodutivas importantes
para aumentar a eficiéncia de produgao dos rebanhos, especialmente devido ao uso
em maior escala de animais geneticamente superiores (Bortolozzo et al., 2005;
Gerrits et al., 2005). Porém, durante os processos de resfriamento, congelamento e
descongelamento os espermatozodides sdo expostos a varias situagdes adversas a
sua homeostase, tornando-se susceptiveis aos choques térmico e osmdético, que
podem promover alteragcdes estruturais e funcionais na célula espermatica, com
prejuizos para a motilidade e nas trocas que ocorrem através da membrana
plasmatica (Buhr, 1991; Buhr et al., 1994). Em fung&o destas injurias celulares, pode
ocorrer o comprometimento dos processos de capacitacao e fertilizagdo (Hinkovska-
Galcheva et al., 1989; Hofmo & Almlid, 1991; Watson, 1996; Nardid et al., 1997), ou
mesmo a morte celular (De Leeuw et al., 1991; Watson, 1996).

Apesar do uso de sémen suino congelado ter sido disponibilizado desde
1975, nas IA de rotina em granjas ele nao é difundido, em funcdo da obtencao de
taxas de paricdo de 50-70% e de um total de 7-10 leitdes nascidos por leitegada, o
que é consideravelmente inferior aos indices obtidos com sémen refrigerado. Além
disso, doses inseminantes de sémen congelado exigem numero de espermatozdides
duas a trés vezes maiores do que com sémen refrigerado, para compensar 0s
possiveis danos celulares associados ao congelamento (Johnson, 1985; Wagner &
Thibier, 2000; Eriksson et al., 2001).

A maioria dos protocolos de congelamento utilizados atualmente é baseada
no método descrito por Westendorf et al. (1975) (WE), no qual o plasma seminal é

retirado quando a curva de resfriamento atingir 15 °C. O sémen suino, antes do
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congelamento, precisa passar por um periodo de estabilizacdo (tempo de
resfriamento), para que os componentes do diluente possam interagir com as
estruturas moleculares da membrana da célula espermatica, e também para que
estas estruturas se adaptem a exposicao a baixas temperaturas, com a finalidade de
aumentar a resisténcia espermatica ao choque térmico (Garcia Casado et al., 2001).
No protocolo WE, a gema de ovo € adicionada aos diluidores, a fim de proteger a
membrana da célula espermatica das injurias provocadas por baixas temperaturas,
especialmente abaixo de 15 °C. O efeito crioprotetor da gema de ovo é dado pela
fragdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Watson, 1981; Bergeron et al.,
2004). A acao crioprotetora da LDL purificada da gema de ovo sobre a preservagao
de sémen suino foi comprovada por Demaniowicz & Strzezek (1996). O diluente
PIGPEL-5 (Corréa et al., 2004), desenvolvido para o acondicionamento de sémen
suino a 5 °C, possui 2% de gema de ovo na sua composig¢ao.

Os resultados insatisfatérios obtidos com sémen suino congelado, em geral,
sao atribuidos a ineficiéncia dos diluentes e crioprotetores, o que sugere que novas
solugdes crioprotetoras e métodos diferentes de congelamento devam ser testados
(Kuster & Althouse, 1999; Buhr et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes crioprotetores bem

como de métodos de congelamento sobre a motilidade do sémen suino.

Material e Método
Coleta de amostras

Foram utilizados dois machos suinos cruzados (Landrace x Large White)
com aproximadamente 18 meses de idade, os quais apresentavam fertilidade
conhecida e eram mantidos em baias individuais, sob as mesmas condi¢des
ambientais, na Estacdo Experimental da Palma, Universidade Federal de Pelotas.

Foram coletados dez ejaculados de cada macho. As coletas foram
realizadas através do método da méo-enluvada (Bearden & Fuquay, 1997a), usando
um copo plastico protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de
separar a fragdo do ejaculado rica em gel. Somente a por¢ao do ejaculado com a
maior concentragao espermatica foi utilizada para ser criopreservada. As porgdes
menos concentradas foram descartadas. Apds a coleta do ejaculado, a
concentracao de células espermaticas foi realizada através do hematocitémetro.

Também foi avaliada a motilidade espermatica (0 a 100%), por microscopia 6tica de
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contraste de fases em aumento de 200x (Bearden & Fuquay, 1997b). Somente
ejaculados com motilidade > 70% foram utilizados.
Processamento e criopreservacdo do sémen

Imediatamente apds a coleta do sémen, uma aliquota de 10 ml da fracéo
rica em espermatozoides foi diluida (1:1, v/v), em tubo cénico de 50 ml, em cada um
de trés diluentes: BTS (Levis, 2000), PIGPEL-5 (Corréa et al., 2004) e PIGPEL-5,
com substituicdo dos 2% de gema de ovo por quantidade equivalente de LDL
(PIGPEL+). A LDL foi obtida através de protocolo descrito por Moussa et al. (2002).
Para cada um dos trés diluentes, foram feitas duas amostras, considerando dois
tempos de resfriamento. No tempo de resfriamento denominado Padrdo, apds a
diluicdo inicial em cada um dos trés diluidores de resfriamento, os frascos
permaneciam 90 min a 24 °C e, apds, 180 min a 15 °C. No tempo de resfriamento
denominado Curto, apds a diluicdo inicial, os frascos permaneciam 60 min a 24 °C e,
apoés, 60 mina 15 °C.

Apos atingirem 15 °C, os tratamentos foram submetidos a centrifugagéo (800
x g por 10 min), para retirada do plasma seminal. O pellet de espermatozoéides obtido
da centrifugagcédo foi re-suspenso no diluidor de resfriamento WE (80%, v/v, de
solugdo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de ovo; pH de 6,1) para uma
concentracdo de 450 x 108 espermatozoides/ml. Apds, 2 ml da solugao foram
transferidos para tubos cénicos de 15 ml, realizando-se o resfriamento por 90 min a
5 °C, nos dois métodos de resfriamento (Padréao e Curto). Aos 5 °C, os tubos
conicos com 2 ml de espermatozéides diluidos foram re-suspensos em 1 ml do
diluidor de congelamento WE (89,5% de diluidor de resfriamento WE + 1,5% Orvus
Ex Paste, Equex-Paste’ e 9% glicerol, v/v; pH de 6,8) para uma concentragao final
de 300 x 10° espermatozdides/ml e 3% de glicerol. Apds a adicdo do diluidor de
congelamento, em cada um dos seis tratamentos de cada macho (trés diluentes e
dois tempos de resfriamento), o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, com
concentracdo de 150 x 10° espermatozoides/palheta. As palhetas foram congeladas
horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apés
armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C até o descongelamento.
Descongelamento das palhetas

Para o descongelamento das palhetas foi utilizado o protocolo de 37 °C por

20 s, em banho-maria com circulagéo de agua.

! Minitib, Germany
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Avaliacdes de qualidade de sémen

Apods a adigao do diluidor de congelamento a 5 °C, uma amostra de sémen
foi incubado em tubos coénicos de 15 ml a 37 °C, para a avaliagdo da motilidade
espermatica pré-congelamento, através de microscopia 6tica com contraste de fases
a 200 x (Bearden & Fuquay, 1997b).

Conforme o tempo de descongelamento, as palhetas foram re-suspensas
(1:10, v/v) em tubos cdnicos de 15 ml (Pena et al., 2003), nos respectivos diluentes
utilizados no periodo de resfriamento até 15 °C (BTS, PIGPEL-5 e PIGPEL+) e
incubados a 37 °C. A avaliagdo da motilidade espermatica foi realizada aos 10 e 30
min apds o descongelamento. Todas as avaliagdes foram feitas pelo mesmo técnico.
Analise estatistica

Para cada macho no método WE, seguiu-se um delineamento fatorial 3 x 2,
representando as combinacbes de diluentes e tempo de resfriamento,
respectivamente. A fim de isolar o efeito dos tratamentos (diluente e tempo de
resfriamento), sobre a motilidade no pré-congelamento e apds o descongelamento
(10 e 30 min) foi feita analise de varidncia com medidas repetidas, incluindo a
estimativa do efeito de cada coleta e o efeito de cada macho dentro de cada
tratamento. Comparacao de médias foi feita através do método LSD (least significant

difference), usando o procedimento GLM (general linear models) (SAS®, 1999).

Resultados e Discusséo
Efeito do diluente

Antes do congelamento, observou-se que o sémen diluido sem a presenca
de crioprotetor extracelular durante a curva de resfriamento até 15 °C (BTS),
apresentou motilidade superior (P < 0,05) aos tratamentos que continham
crioprotetor, tanto PIGPEL-5 como o PIGPEL+ (Tab. 1). A substituicdo da gema de
ovo por LDL nao influenciou a motilidade pré-congelamento (P > 0,05). A motilidade
aos 10 e 30 min apds o descongelamento foi superior (P < 0,05) para o tratamento
utilizando o diluente BTS durante o resfriamento do sémen até 15 °C (Tab. 1), sendo
que nao houve diferengca (P > 0,05) entre os diluentes PIGPEL-5 e PIGPEL+,
durante a curva de resfriamento até 15 °C nos dois momentos da avaliacdo apds o
descongelamento (Tab. 1).

A presencga de crioprotetor extracelular (gema de ovo ou LDL) durante o

periodo de resfriamento acima de 15 °C influenciou negativamente a motilidade do
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sémen submetido a criopreservacao. Bergeron et al. (2004) e Manjunath et al. (2002)
comprovaram que a LDL presente na gema do ovo promove a entrada de fosfolipidio
e colesterol na membrana, além de formar um complexo com as proteinas do
plasma seminal, prevenindo a saida de fosfolipidio e colesterol da membrana
espermatica. Os diluentes PIGPEL-5 e PIGPEL+, que possuem crioprotetor
extracelular em sua composicdo, possivelmente ndo influenciaram a viabilidade
espermatica a 5 °C e no pds-congelamento, talvez pelo baixo conteudo de gema de
ovo e LDL utilizados na composi¢ao do diluente (2%), o que nao possibilitou
intensificar os mecanismos de protecao propostos por Bergeron et al. (2004) e
Manjunath et al. (2002). Portanto, uma maior inclusdo de gema de ovo e LDL pode
ser necessaria, para aumentar a eficiéncia destes diluentes.

Efeito do tempo de resfriamento

No pré-congelamento, a motilidade nao diferiu (P > 0,05) entre o tempo de
resfriamento padréo (64,2%) e o curto (64,3%). Apdés o descongelamento foi
observada diferenga na motilidade (P < 0,05) entre os tempos de resfriamento
padréo e curto aos 10 min (35% e 39%, respectivamente), e aos 30 min (32% e
35%, respectivamente).

A motilidade do sémen submetido ao tempo de resfriamento curto até 15 °C
nao diferiu no tempo de resfriamento padrdo utilizado convencionalmente, na
avaliagédo pré-congelamento, tendo sido superior no pds-descongelamento (10 e 30
min). Eriksson & Rodriguez-Martinez (2000) observaram uma melhora de 5% e 4%
na integridade de membranas para os periodos de incubacdo de 10 e 20 h a 17 °C,
respectivamente, em relagdo a incubacdo a 15 °C por 3 h. De maneira similar,
Katzer et al. (2001) observaram que incubagdo prévia ou diminuicdo lenta da
temperatura foi associada com reduc¢ao na sensibilidade do sémen ao resfriamento a
5 °C. Porém, Garcia-Casado et al. (2001) ndo observaram efeito na motilidade pés-
congelamento em fungdo de incubagdo pré-congelamento por 2,5, 3,5 ou 26 h.
Também n&o foram observados efeitos sobre a motilidade de amostras de sémen
incubado a 15 °C por 3 ou 24 h, ou sobre as taxas de prenhez obtidas
posteriormente com este sémen (Guthrie & Welch, 2005). Neste estudo, o tempo de
120 min para o resfriamento até 15 °C foi suficiente para que as células
espermaticas se estabilizassem no diluente em relacdo ao volume utilizado,
adquirindo resisténcia ao choque térmico, o que proporciona uma sensivel reducéo

no tempo necessario para a execugao do processo de congelamento. Além disso,
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em fungcédo do menor tempo de permanéncia do sémen em temperatura acima de 15
°C, a produgao de catabdlitos sera menor, em fungdo da redugdo no metabolismo
celular, havendo menor risco de proliferagao bacteriana (Althouse & Lu, 2005).

Neste estudo, houve reducdo na motilidade na avaliacdo realizada pré-
congelamento (a 5 °C) e apds o uso do diluidor de congelamento. Estes efeitos
podem ser atribuidos a danos irreversiveis na célula espermatica em funcdo do
choque térmico que ocorre durante o processo de congelamento e descongelamento
e, também, ao choque osmético provocado pelas altas concentracdes intracelulares
de sais, resultantes do processo de desidratacdo a que a célula é submetida
(Woelders et al., 2005). A redugédo da motilidade especialmente nas avaliagbes pos-
descongelamento, pode estar associado a um efeito citotdxico devido a presenca de
glicerol no diluidor de congelamento (Almlid & Johnson, 1988; Holt, 2000).

A motilidade foi usada neste trabalho como Unico paradmetro de avaliagao,
em fungédo ser um bom indicador de integridade e funcionalidade das membranas
celulares (Gadea, 2005), apresentar boa correlaggo com o numero de
espermatozoides por ovocito penetrado (Hammitt et al., 1989), taxa de fertilizagao in
vivo (Xu et al., 1996; Flowers & Tumer, 1997; Gadea & Matas, 2000; Brito et al.,
2003), taxa de parigdo e tamanho total de leitegada (Selles et al., 2003; Gadea, et
al., 1998, 2004). Gallant et al. (1993), ao compararem o efeito de diferentes diluentes
na criopreservacido de espermatozoide de salméo, trabalharam com apenas um
método de avaliagao, em virtude do elevado numero de tratamentos estudados.

Os melhores resultados de motilidade obtidos neste estudo s&o
comparaveis, ou mesmo superiores, aos obtidos em alguns estudos (Eriksson et al.,
2001, 2002; Garcia-Casado et al., 2001; Cérdova et al., 2002; Roca et al., 2003; Holt
et al., 2005; Guthrie & Welch, 2005), porém, inferiores aos descritos por Maldjian et
al. (2005).

Concluséao
A motilidade do sémen apdés o descongelamento foi superior nos
tratamentos em que foi utilizado o diluidor BTS, sem o componente crioprotetor, € no

periodo de resfriamento curto (120 min), durante o resfriamento do sémen até 15 °C.
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Tabela 1: Motilidade espermatica (+ erro padrao) nos diferentes momentos de

avaliacao em funcgao do diluente utilizado durante o resfriamento até 15 °C

Momento da avaliagao

Diluente Pré-congelamento Descongelamento Descongelamento
a5°C 10 min 30 min

BTS 68+0,8° 43+1,7° 37+1,5°

PIGPEL-5 62+0,8° 34+1,7° 32+15°

PIGPEL+ 63+0,8° 33+£1,7° 31+1,5°

3 Meédias na coluna com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05)
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Abstract

The main objective of this study was to evaluate the amide use in the freezing boar
semen. The study consisted of two experiments. Semen from four boars was frozen
using four cryoprotectants: glycerol at the concentration of 3% (Gly) and three
amides at 5%: methylformamide (MF); dimethylformamide (DMF); and
dimethylacetamide (DMA). Two centrifugation temperatures were evaluated: 15 °C
(T15); and 24 °C (T24). In Experiment 1 (EXP1), all the four cryoprotectants and both
centrifugation temperatures were compared. In Experiment 2 (EXP2), only the
amides were used, at concentrations of 3, 5 and 7%, considering the same two
centrifugation temperatures. In both experiments, sperm motility and membrane
integrity post-thawing were compared across treatments and temperatures. In EXP1,
sperm membrane integrity was higher for MF, DMF and DMA than for Gly (P < 0.05).
Also, sperm motility for DMF and DMA were superior to that observed with Gly (P <
0.05), but no differences were observed between MF and Gly (P > 0.05). In EXP2,
generally, amide inclusion at 5% provided better results for sperm motility and
membrane integrity than inclusion at 3% and 7% (P < 0.05). There was no difference
in sperm motility between DMA and DMF (P > 0.05), but motility was higher for both
amides than for MF (P < 0.05). Sperm membrane integrity was superior for DMA than
for DMF and MF (P < 0.05). Both sperm motility and membrane integrity were also
superior for T15 than for T24 (P < 0.05) in the two experiments. These results
indicate that DMA at 5% with T15 can replace glycerol in boar semen

cryopreservation protocols.

Key Words: Amides, Glycerol, Cryopreservation, Centrifugation, Boar semen.
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Introduction

Most of the artificial inseminations (Al) in swine are performed using semen
extended and stored in liquid state at temperatures between 15 and 18 °C, during 1
to 5 d. Nearly 85% of those Al are conducted at the day of semen collection or at the
following day [29]. Some extenders have been developed to store semen at the
mentioned temperatures from 3 to 5-7 d [36], or even at lower temperatures such as
5 °C [11]. However, despite of the fact that it is commercially available since 1975,
frozen swine sperm have been used only in very specific conditions, such as for
importing genetics to produce breeding stock [31]. Al with frozen semen not only
requires two to three times more sperm per dose, but also leads to reduction in both
farrowing rate and litter size, when compared to Al with cooled semen, which impairs
its commercial use [14,18,30,52,54].

Glycerol is the most used intracellular cryoprotectant in swine sperm
cryopreservation protocols, usually at the concentration of 3% [30,38,52,63].
However, despite its beneficial action as a cryoprotectant, glycerol is potentially
cytotoxic in some concentrations [1,25,30,62], also having a contraceptive effect in
some species [23,27,49,55].

The inefficiency on the cryopreservation of swine sperm is attributed to both
the extenders and cryoprotectants commonly used, which indicates that other
cryoprotectant solutions should be tested [7,34,41]. However, studies reporting the
use of alternative cryoprotectants to freeze boar sperm are limited. In equine, sperm
cryopreservation faces challenges similar to those reported for swine. In that specie,
studies reported acceptable results using amides as cryoprotectants rather than
glycerol [2,19,40,61], but such intracellular cryoprotectants have not been tested in
swine.

The objective of this study was to evaluate the effect of the methylformamide
(MF), dimethylformamide (DMF) and dimethylacetamide (DMA) as intracellular
cryoprotectants, in different concentrations and centrifugation temperatures, in

comparison with glycerol, in boar semen freezing protocols.
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Materials and Methods

Two experiments were conducted, both using four crossbred boars
(Landrace x Large White) having approximately 24 months of age and known fertility.
The boars were housed in individual pens, under the same environmental conditions,
at the Palma Experimental Station of the Universidade Federal de Pelotas (Brazil).

Semen collections were performed using the gloved-hand technique [5],
using a plastic glass protected by an isothermic vacuum bottle covered with gauze, to
separate the gel-rich fraction of the ejaculate. Only the sperm-rich fraction of the
ejaculate was used for freezing [46,63]. After collection, sperm motility was evaluated
using a phase contrast optical microscopy, under 200x magnification [6]. Only
ejaculates having motility equal or higher than 70% were processed.

Experiment 1

Ten ejaculates were collected from each male. Immediately after collection,
two 20 ml samples from the sperm-rich fraction were placed into 50 ml conic tubes
and diluted (1:1, v/v) in Beltsville Thawing Solution (BTS) [50]. After dilution, semen
was refrigerated for 60 min at 24 °C.

Two semen centrifugation temperatures were tested: 15 °C (T15) and 24 °C
(T24). For T24, semen samples were cooled up to 24 °C and then centrifuged at 800
x g during 10 min (SORVALL®RCS). The supernatant was discarded and the sperm
pellet was resuspended in the cooling extender (80%, v/v, lactose solution at 11%;
20%, v/v, egg yolk) up to a final concentration of 450 x 10° sperm/ml, and
subsequently cooled up to 15 °C during 60 min. For T15, after cooling at 24 °C,
semen samples were kept cooled during additional 60 min until reaching 15 °C. At
that temperature, samples were centrifuged at 800 x g during 10 min
(SORVALL®RCS). After centrifugation, all the procedures were the same described
above for T24. For both T24 and T15, cooling up to 5 °C was conducted during 90
min.

During the freezing process, four intracellular cryoprotectants were used:
Glycerol? (C3HgOs3), N-Methylformamide® (C,HsNO), N,N-Dimethylformamide*
(C3H7;NO) and N,N-Dimethylacetamide® (C4HyNO), with molecular weights of 92.09;
59.07; 73.10 and 87.12, respectively. Glycerol (GLY) was used at a final

® G 4094 - Merck
® M 2769 - Sigma
* D 4254 - Sigma
°®D 5511 - Sigma
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concentration of 3% [63] and all the 3 amides at 5% final concentration. Therefore,
the combination of cryoprotectants and centrifugation temperatures followed a 4 x 2
factorial design. The freezing extenders to be added at 5 °C were prepared with the
cooling extender plus 1.5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste6 and the respective
cryoprotectants up to the final concentration described above (v/v).

When the treatments reached 5 °C, 2 ml from each 50 ml tube were
transferred to 15 ml conic tubes and then 1 ml of one of the four cryoprotectant
extenders was added. Semen was stored in 0.5 ml straws so each straw would have
150 x 10° spermatozoa. Straws were frozen horizontally, 5 cm above the nitrogen
vapor for 20 min, and stored in liquid nitrogen until thawing.

Experiment 2

Ten semen collections were conducted for each of the four males. Semen
processing and cryopreservation procedures were identical to those described for
experiment 1. The same two centrifugation temperatures were tested (15 °C e 24
°C). However, only the 3 amides (MF, DMF e DMA) were used as intracellular
cryoprotectants for freezing, all tested in three distinct concentrations (3, 5 and 7%),
thus composing a 3 X 3 X 2 factorial structure. The freezing extenders were added at
5 °C, including the cooling extender with the addition of 1.5% Orvus Ex Paste
(Equex-Paste) up to the same final concentration mentioned above (v/v).

Thawing

In both experiments, the straws were thawed at 37 °C during 20 s, and
resuspended in a conic tube containing 10 ml of BTS previously warmed to 37 °C
(1:20, viv) [47].

Sperm Motility and Membrane Integrity Analysis

Semen samples were incubated during 10 min in water bath at 37 °C and the
sperm motility was evaluated by phase contrast optical microscopy at 200 x
magnification [6,39].

After the evaluation of sperm motility, sperm membrane integrity was
evaluated through fluorescence [22], using the Carboxifluorescein Diacetate’ (CFDA)
and Propidium lodide® (IP) markers. The evaluation was conducted using an

epifluorescent microscope (Olympus BX 51, America INC), through WU filter

6 Minitib, Germany
7C 5041 - Sigma
8P 4170 - Sigma
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excitation under 400x magnification. Two hundred spermatozoa were counted in the
same slide and classified as intact (green fluorescence) or damaged (red
fluorescence).

Both evaluations were performed by the same technician and were identical
for both experiments.
Statistical Analysis

Experiment 1 evaluated the effects of the four cryoprotectants and the two
centrifugation temperatures on sperm motility and membrane integrity, whereas
Experiment 2 evaluated the effect of the use of the three amides as cryoprotectants,
three different concentrations and the two centrifugation temperatures on the same
dependent variables. Analysis of variance with repeated measures were used for
statistical comparisons in both experiments, considering all potential interactions
among independent variables. The subsequent comparisons among means were
conducted through the Tukey’s test. Additionally, Pearson’s correlation coefficients
were generated to evaluate the linear association between estimates of sperm
motility by optical microscopy and sperm membrane integrity obtained by fluorescent

markers. All analyses were performed with the same statistical program [57].

Results
Experiment 1

Post-thawing sperm motility did not differ (P > 0.05) between DMA (53.8%)
and DMF (50.6%), but both those estimates were higher (P < 0.05) than those for MF
(43.2%) and GLY (38.1%), which did not differ from each other (P > 0.05). Motility for
samples centrifuged at 15 °C was higher (P < 0.05) than that observed for those in
T24 (52.8% vs. 40.0%, respectively).

The sperm membrane integrity after thawing for DMA (50.9%) did not differ
(P > 0.05) from that observed for DMF (47.9%), but it was higher (P < 0.05) than for
MF and GLY (43.3% and 34.4%, respectively). Membrane integrity did not differ
between DMF and MF, whereas GLY presented the lowest frequency of
spermatozoa having intact membrane. Samples centrifuged at 15 °C presented a
higher percent of spermatozoa having intact membranes (P < 0.05) than those
centrifuged at 24 °C (49.0% vs. 39.3%, respectively). Estimates of sperm motility and

membrane integrity presented a high positive correlation (r = 0.92, P < 0.0001).
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Experiment 2

There was a significant cryoprotectant by concentration interaction
influencing both sperm motility and membrane integrity post-thawing (P < 0.05), as
shown in Table 1. Samples conditioned in DMA at 5% presented higher motility and
membrane integrity (P < 0.05) than those extended in MF at any concentration, DMF
at 7% and DMA at 3%. There was a high positive correlation (r = 0.92, P < 0.0001)

between estimates of sperm motility and membrane integrity.

Table 1: Post-thawing sperm motility and membrane integrity according to

cryoprotectant and concentration

Cryoprotectant Concentration (%) Motility (% + SE) Membrane integrity (% + SE)
DMA 3 46.6+2,1° 45.2 +2,6 *
5 53.8+1,7° 50.9+ 1,92
7 48.9 + 2,3 2° 46.7 +2,7 ®°
DMF 3 47.9+ 1,8 2 46.3 +2,2 *
5 50.6 + 1,9 % 47.9+21°%
7 441+20° 423+23¢
MF 3 443+1,9° 434 +22
5 432+24° 433+25
7 348+2,1¢ 34.7+25°

Means followed by distinct superscripts differ by P < 0.05

The centrifugation temperature also influenced sperm motility after thawing,
being higher (P < 0.05) in T15 (51.8%) than in T24 (40.3%). Sperm membrane
integrity in T15 was higher (P < 0.05) than in T24 (49.8% and 39.3%, respectively).

Discussion

This study indicates that amides, especially DMA and DMF, can successfully
replace glycerol as intracellular cryoprotectants for frozen boar semen, as reported in
equine [19,40,56,61], roosters [60], fish [31,43], geese [37] and rabbits [21]. The best
motility results obtained in this study are comparable to those obtained by other
authors [10,13,14,16,20,24,52,54,64], and close to some of the best results obtained

with frozen boar semen [38]; all those results obtained using glycerol as
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cryoprotectant. Glycerol is an alcohol that contains three functional hydroxyl groups,
which can accept one hydrogen from the water molecule in six different binding sites,
decreasing formation of ice crystals [12]. However, in some concentrations, glycerol
has a potential cytotoxic effect [1,25,62]. In boar semen cryopreservation protocols,
the final maximum concentration of glycerol is commonly 3% [13,30,38,52,63]. Also,
glycerol hydroxyl radicals may bind among them, decreasing the probability of
binding with water molecules, which is an undesirable characteristic related to
increased viscosity [32]. The replacement of the hydroxyl groups with carboxyl (-
OCH3) conferred lower viscosity and better binding activity, but the resulting
substance presented high cellular toxicity [65]. On the other hand, amides are formed
by two functional groups: one amine (containing nitrogen); and one carboxylic acid
(containing oxygen). The cryoprotectant action of the amides can be attributed to
their molecular structure and to their ability to permeate the cell membrane, since
their functional groups bind to the hydrogen from the water molecules in three sites.
So, amides likely bind to water molecules more efficiently than glycerol [4,32].
Furthermore, due to their lower molecular weight and viscosity in comparison to
glycerol, amides have higher membrane permeability, decreasing the possibilities of
cellular damage caused by osmotic stress [4].

In our study, the use of DMA and DMF at 5% was associated with improved
sperm motility and membrane integrity after thawing, in comparison with glycerol at
3%, which is the most common choice for boar semen freezing protocols. Also,
results with DMA were better than those with MF, although DMF and MF presented
similar results. Therefore, DMA could generally be considered more efficient than the
other tested amides, especially considering the results observed for sperm
membrane integrity. DMA is largely used as cryoprotectant in fish [8,43,44] and
poultry [60] semen freezing protocols, being associated with benefits for the post-
thawing response. In one study with poultry semen, the use of glycerol was related to
lower frequency of morphologic sperm abnormalities than dimethylsulfoxide (Me>SO)
and DMA [60], but samples conditioned with DMA presented better post-thawing
fertility than those conditioned with glycerol. Our results indicate that the
concentration of 5% provided better results for sperm motility and membrane integrity
after thawing, in comparison with 3%. When used in fish semen cryopreservation

protocols, DMA concentrations vary from 10 to 15% [43].
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The centrifugation temperature also influenced post-thawing sperm motility
and membrane integrity. The better frequencies for both estimates were observed in
T15, with longer exposure of sperm cells to both the seminal plasma and the
extender. For T15, it was necessary to use a refrigerated centrifuge to stabilize the
temperature; otherwise the heat generated during the centrifugation time would raise
the temperature up to nearly 24 °C, which could reduce the efficiency of such
protocol. The objective of using T24 was to optimize the protocol, using a non-
refrigerated bench centrifuge, common in most laboratories, since after centrifugation
at 24 °C, the temperature would remain stable. It is possible that better results could
be obtained with T24, if samples could be kept for at least 90 additional minutes at
the same temperature until centrifuged, so the total time from the semen collection to
centrifugation would be similar to T15.

Most of the boar semen freezing protocols currently used are based on
modifications of two methods: in the first one, the seminal plasma is removed by
centrifugation, immediately after the ejaculate collection [45]; whereas in the second,
the seminal plasma is removed only when the freezing curve reaches 15 °C [63]. The
influence of seminal plasma on sperm quality is controversial since its presence may
be associated with higher sensitivity to cold shock [51] and its removal may have no
effect in post-thaw viability [53]. Also, no influence of the presence of seminal plasma
on semen quality was observed when seminal plasma was added to the sperm rich
fraction of the ejaculate [29]. In studies with mini-pigs, it was concluded that seminal
plasma contains factors that modify the sperm cell before freezing, reducing its ability
to penetrate oocytes in vitro, after freezing [33]. Deleterious effects of the presence of
seminal plasma, were also reported for semen stored for at least 6 h before
cryopreservation [42]. On the other hand, beneficial effects related to the presence of
seminal plasma proteins were reported in many studies [9,17,35,48]. Some authors
[28] report that bulls having different levels of response with frozen semen would
have differences in the protein content of their seminal plasma, suggesting that such
proteins could be markers related to semen freezability. Such differences may be
related to individual differences in freezability [26], as well as genetic influences, as
observed in boars [58,59].

The correlations between motility and membrane integrity observed in this

study are in agreement with those reported by other authors [15].
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The results of this study indicate that the use of DMA and DMF as
cryoprotectants at the concentration of 5% and centrifuged at 15 °C provided sperm
motility and membrane integrity similar or superior to those observed using glycerol
at 3%.
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5. ARTIGO III: Efeito do uso de gema de ovo e lipoproteina de baixa

densidade na criopreservacdo de sémen suino
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
em comparagdo com o uso de gema de ovo, na composi¢cdo dos diluidores de
resfriamento e congelamento de sémen suino. Foram avaliados parametros
espermaticos in vitro, de sémen de seis machos suinos submetidos ao
congelamento-descongelamento. O uso de gema de ovo na composigdo dos
diluidores determinou apds o descongelamento maior motilidade espermatica (53,7 x
37,3%, P < 0,05), e maior integridade de membrana avaliada pela fluorescéncia
(49,0 x 43,7%, P < 0,05). A integridade de membrana avaliada pelo choque
hiposmotico nao diferiu (P > 0,05) entre gema (32,7%) e LDL (30,2%). O uso de
gema de ovo foi o crioprotetor extracelular mais eficiente na composicdo dos

diluidores de resfriamento e congelamento utilizados para sémen suino.

Palavras-Chaves: Crioprotetor extracelular, Lipoproteina de baixa densidade,

Sémen, Suino.

Summary

The aim of this study was to compare the use of low density lipoprotein (LDL) and of
egg yolk, in the composition of cooling and freezing extenders for boar semen.
Parameters of semen quality of six boars were evaluated in vitro after thawing.
Extenders having egg yolk presented better post-thawing motility (563.7 x 37.3%, P <
0.05) and membrane integrity evaluated by fluorescence (49.0 x 43.7%, P < 0.05).
Membrane integrity evaluated by hypoosmotic swelling test did not differ (P > 0.05)
between egg yolk (32.7%) and LDL (30.2%). The extender including egg yolk was
more efficient than that using LDL as a nonpenetrating cryopreservation for boar

semen.

Key-Words: Nonpenetrating cryoprotectants, Low density lipoprotein, Semen, Swine.
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Introducéao

O congelamento do sémen €& uma biotécnica reprodutiva importante para
aumentar a eficiéncia de produgédo dos rebanhos, especialmente devido ao uso em
maior escala nos programas de inseminagao artificial (IA) de animais geneticamente
superiores (GERRITS et al., 2005). No entanto, a expanséo da IA em suinos tem
sido limitada devido a baixa fertilidade da célula espermatica de suinos apds o
descongelamento. A criopreservagdao do sémen suino implica na diminuicdo da
fertilidade (PARKS e GRAHAN, 1992), possivelmente devido a danos provocados
nas membranas celulares (WATSON e PLUMMER, 1985; MAXWELL e JOHNSON,
1997). A integridade estrutural e funcional das membranas s&o, portanto,
fundamental para a viabilidade do espermatozadide.

A gema de ovo é amplamente utilizada nos protocolos de congelamento de
sémen. Sua acao crioprotetora é devido a fragcao de lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Véarios estudos tém demonstrado que a LDL pode aumentar a resisténcia
espermatica contra o choque térmico, melhorar a motilidade, a integridade do
acrossoma e da membrana plasmatica (GRAHAM e FOOTE, 1987; DEMANIOWICZ
e STRZEZEK, 1996; MOUSSA et al., 2002; HU et al.,, 2006). Evidéncias tém
mostrado que os danos espermaticos resultantes do processo de congelamento-
descongelamento podem ser minimizados pelos crioprotetores e pelas curvas de
resfriamento otimizadas (JOHNSON et al., 2000).

Trabalhos com o uso de LDL, na composi¢ao de diluentes utilizados para
sémen foram em diferentes espécies. A substituicdo da gema de ovo por LDL foi
benéfica para a manutengado da qualidade espermatica em sémen de caes, quando
preservado a temperatura de refrigeragdo a 5°C ou congelado (VARELA JUNIOR,
2005). Enquanto que, LDL na concentragéo de 8%, pode substituir a gema de ovo
na composi¢cdo do diluente utilizado para criopreservar sémen equino (MARTIN,
2005). A agao crioprotetora da LDL purificada da gema de ovo (MOUSSA et al.,
2002) na preservagao de espematozdides suinos foi estudada por DEMANIOWICZ e
STRZEZEK (1996), com o uso de sémen refrigerado, portanto, em estado liquido.
HU et al. (2006), encontraram que LDL na concentragdo de 9% foi benéfica para
manutencio de pardmetros de avaliagdo seminal de sémen suino congelado.

O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de gema de ovo e de LDL, na

composic¢ao dos diluidores de resfriamento (DR) e congelamento (DC) utilizados na
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criopreservacao de sémen suino, sobre parametros de avaliagao espermatica in vitro

de sémen congelado-descongelado.

Material e Método

Foram utilizados seis machos suinos cruzados (Landrace x Large White),
com aproximadamente 18 meses de idade, que apresentavam fertilidade conhecida
e que eram mantidos em baias individuais sob as mesmas condi¢des ambientais, na
Estacao Experimental da Palma, Universidade Federal de Pelotas. Para cada macho
foram realizadas 10 coletas, feitas através do método da mao-enluvada (BEARDEN
e FUQUAY, 1997a), usando um copo plastico recoberto por gaze protegido por um
copo isotérmico, a fim de separar a fragao do ejaculado rico em gel. Somente foram
utilizados neste estudo, ejaculados com motilidade maior que 80% no momento da
coleta.

Imediatamente apds a coleta do sémen, para cada macho foram coletadas
duas aliquotas de 20 ml da fragdo rica em espermatozéides (SPTZ), sendo diluidas
(1:1, v/v) em tubo cdnico de 50 ml com BTS (LEVIS, 2000).

O método de congelamento foi o descrito por Westendorf et al. (1975) e
Bordignon et al. (1996), com modificagdes feitas por Bianchi et al. (2006a; 2006b). O
tratamento utilizado como controle foi preparado utilizando-se a gema de ovo como
crioprotetor extracelular. Na curva de resfriamento, apds a diluicéo inicial, os frascos
permaneciam 60 min a 24 °C e, apds, 60 min a 15 °C. Ao atingirem 15 °C, os
tratamentos foram submetidos a centrifugacao (800 x g por 10 min), para retirada do
plasma seminal. O pellet de SPTZ obtido da centrifugacdo foi re-suspenso no
diluidor de resfriamento (DR) GEMA utilizado como controle (80%, v/v, de solugao de
lactose a 11%; 20% gema de ovo, v/v) e no DR LDL (80%, v/v, de solugdo de lactose
a 11%; 20% LDL, v/v), para uma concentragdo de 450 x 10 SPTZ/ml. A LDL foi
obtida através de protocolo descrito por Moussa et al. (2002). Apds realizou-se o
resfriamento por 90 min a 5 °C. Os tratamentos GEMA e LDL foram re-suspensos
quando atingiram 5 °C no diluidor de congelamento GEMA a base do crioprotetor
intracelular dimetilacetamida (DMA) (83,5% de DR GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste,
Equex-Paste e 15% DMA, v/v) e no diluidor de congelamento LDL também a base
do crioprotetor DMA (83,5% de DR LDL + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 15%
DMA, v/v). As concentragdes finais foram de 300 x 10° SPTZ/ml e 5% de DMA.
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Apds a adicdo do diluidor de congelamento, o sémen foi envasado em
palhetas de 0,5 ml, com 150 x 10° SPTZ/palheta. As palhetas foram congeladas
horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido por 20 min, sendo apés
armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. O descongelamento das palhetas foi
realizado a 37 °C por 20 s em banho-maria com circulagdo de agua. As palhetas
foram re-suspensas (1:20, v/v) em tubos cénicos de 15 ml (PENA et al., 2003), no
diluente BTS incubado a 37 °C.

Os valores de pH e osmolalidade do sémen e diluidores utilizados estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de pH e osmolalidade do sémen e diluidores utilizados.

Item avaliado Valor obfido
pH Osmolalidade, mOsm/kg H,O

Sémen 7,3 307

BTS 7,2 357

Diluidor de resfriamento GEMA 6,1 381

Diluidor de resfriamento LDL 6,1 431

Diluidor de congelamento GEMA 6,8 3.337

Diluidor de congelamento LDL 6,6 3.323

A avaliagdo da motilidade espermatica foi realizada através de microscopia
otica (200 x), 10 min apos o descongelamento (BEARDEN e FUQUAY, 1997b). Apés
a avaliagdo da motilidade foi feita a avaliagdo da integridade de membrana
plasmatica dos SPTZ por fluorescéncia (HARRISON e VICKERS, 1990), através das
sondas Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP). A
avaliacao foi feita em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América
INC), através de excitagdo em filtro WU sob aumento de 400x. Foram contados 100
espermatozoides em uma mesma lamina e classificadas conforme sua coloracdo em
integros (espermatozoides corados em verde em toda sua extenséo) e lesados
(espermatozoides corados em vermelho).

A integridade funcional da membrana espermatica foi testada também
através do teste do choque hiposmaético (CHIPO) (VASQUEZ et al.,, 1997). A
avaliacao foi feita utilizando-se camara de Neubauer e microscopia Optica com

contraste de fases, em aumento de 400x, procedendo-se a contagem de 100



52

células, registrando o numero de células que apresentavam cauda do
espermatozoide normal em relagao aquelas que estavam dobrada ou enrolada. O
valor que foi utilizado para analise do CHIPO, correspondeu a diferenga obtida entre
0 numero de espermatozdides com cauda dobrada e enrolada, observadas no teste
realizado com a solugéo hiposmotica (0 mOsm/kg) e isosmatica (312 mOsm/kg).

As variaveis dependentes consideradas foram: percentual de motilidade,
espermatozoides com membrana integra no descongelamento no teste da
fluorescéncia e para o CHIPO. Foi gerada analise de variancia pelo modelo linear
através de medidas repetidas, a fim de isolar o efeito de cada coleta e de cada
macho sobre os parédmetros avaliados. A comparagado de médias foi feita no teste de

Tukey. Todas as analises foram através do programa Statistix® (2004).

Resultados e Discussao

Os resultados das avaliagdes de motilidade, SPTZ com membrana integra
na fluorescéncia e membrana reagida no choque hiposmético apds o
descongelamento, estdo apresentados na Tabela 2. O uso de gema de ovo na
composicao dos diluidores de congelamento e resfriamento proporcionou melhores
resultados (P < 0,05) apds o congelamento para motilidade e integridade de
membrana avaliada por fluorescéncia em relagdo ao uso de LDL, mas nao diferiu (P

> 0,05) na integridade de membrana pelo choque hiposmaotico.

Tabela 2. Resultados de motilidade e integridade de membrana do sémen

descongelado.

Avaliacao GEMA LDL

Motilidade, % 53,7 ° 37,3°
SPTZ com membrana integra na fluorescéncia, % 49,0° 43,7°
SPTZ com cauda reagida no choque hiposmético, % 32,72 30,2°

2P Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

A complexidade estrutural da membrana espermatica, bem como, a etapa
durante o processo de congelamento que mais altera a dindmica estrutural da
membrana e como 0s componentes crioprotetores interagem com esta, ainda nao

estdo bem esclarecidos. Isso dificulta a adogao de medidas com o objetivo de
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melhor proteger a membrana durante o processo de criopreservagdo (PARKS e
GRAHAM, 1992).

Moussa et al. (2002), determinaram a inclusdo de LDL em 8% para o
congelamento de sémen de touro. Estudos de criopreservacido de sémen de caes
(VARELA JUNIOR, 2005) e de garanhdo (MARTIN, 2005), também estabeleceram a
utilizagdo de 8% de LDL. Trabalho com uso de LDL na crioreservagédo de sémen
suino foi realizado por Hu et al. (2006). Esses autores encontraram que a
concentracao de 9% de LDL determinou os melhores resultados de motilidade e
integridade de acrossoma e membrana.

O efeito crioprotetor da gema de ovo é dado pela fragao de lipoproteina de
baixa densidade. E mencionado que a LDL pode se aderir & membrana celular
durante o processo de preservagao espermatica (GRAHAM e FOOT, 1987),
promovendo uma pelicula interfacial entre os acidos graxos da membrana e a agua
(ANTON et al.,, 2003). Além disso, a LDL permite a entrada de fosfolipidio e
colesterol na membrana, formando um complexo com as proteinas do plasma
seminal que previne a saida de fosfolipidio e colesterol da membrana espermatica
(MANJUNATH et al., 2002; BERGERON et al., 2004).

Neste estudo, o percentual de inclusdo de LDL no diluidor de resfriamento foi
de 6% enquanto que no diluidor de congelamento foi de 5%. Dessa forma, o uso de
LDL nos diluidores em substituicdo a gema de ovo, possivelmente nao influenciou a
viabilidade espermatica devido a baixa inclusao do crioprotetor, em relagdo aos 9%
estabelecidos em outro trabalho (HU et al., 2006).

He et al. (2001), obtiveram reducdo na sensibilidade de espermatozéides
suinos submetidos a criopreservacao, através da incorporagcdo de microvesiculas de
lipidios especificos na forma de lipossomas. Além disso, Bergeron et al. (2004),
demonstraram, que o tempo minimo de incubacédo do sémen com LDL deve ser de 4
h, a fim de que a lipoproteina possa interagir com a membrana celular.

Dessa forma, além do baixo percentual de inclusao de LDL neste estudo, o
uso da molécula complexa de lipoproteina ao invés do uso de microvesiculas e o
curto periodo de incubagédo do sémen na presencga dos diluidores com LDL, 1,5 h ao
invés das 4 h preconizadas, sdo as hipbteses para que nio tenha se observado os
beneficios crioprotetores da fragdo de lipoproteina.

Os métodos de avaliacdo utilizados permitem avaliagdo da viabilidade

espermatica. No entanto, ndo permitem uma analise mais detalhada sobre a real
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agao dos tratamentos sobre a membrana celular, sugerindo desta forma, o emprego

de métodos ultra-estruturais mais especificos para verificar esse efeito.

Concluséao

Neste estudo o uso de gema de ovo ao invés de LDL como crioprotetor
extracelular na composicdo dos diluidores de resfriamento e congelamento,
proporcionou melhores resultados de motilidade e integridade de membrana

plasmatica de espermatozdides suinos criopreservados.
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6. ARTIGO IV: Inseminacéo artificial pos-cervical de leitoas com

sémen suino criopreservado utilizando dimetilacetamida e glicerol
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da dimetilacetamida (DMA) e glicerol na
criopreservacao de sémen suino, sobre resultados de fertilizagdo in vivo. Foram
sincronizadas 60 leitoas pré-puberes e inseminadas com o uso de sémen congelado
com glicerol 3% (30 fémeas) e DMA 5% (30 fémeas). O método de inseminacéo
utilizado foi o pés-cervical, com concentracdo de 1 x 10° espermatozoides viaveis
por dose. Apds 36 a 40 h da inseminacao, as fémeas foram abatidas e realizada a
contagem de corpos hemorragicos (CH) nos ovarios. Foi realizada a lavagem dos
ovidutos das fémeas, verificando o numero de estruturas recuperadas (odcitos e
embrides), calculando-se as taxas de concepgao e fertilizagdo. A média de CH nas
fémeas do grupo glicerol 3% nao diferiu (P > 0,05) daquelas do grupo DMA 5% (10,4
x 10,2, respectivamente). Nao houve diferenca (P > 0,05) nas taxas de recuperagao
de estruturas entre os grupos glicerol 3% (68,9%) e DMA 5% (66,9%). Os resultados
obtidos nos grupos glicerol 3% e DMA 5% para as taxas de concepgao (73,3 X
76,6%) e fertilizagcado (48,6 x 59,4%) nédo apresentaram diferengca (P > 0,05). Os
resultados obtidos indicam o uso de DMA 5% como um substituto potencial ao

glicerol 3% nos protocolos de congelamento de sémen suino.

Palavras-Chaves: Inseminacgao artificial, Congelamento, Amidas, Glicerol, Suinos.
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Summary

The objective of this study was to evaluate the use of dimethylacetamide (DMA) in
boar semen cryopreservation fertilization in vivo. Sixty pre-pubertal gilts were
synchronized and inseminated with semen including either glycerol 3% or DMA 5%
as cryoprotectants (n = 30 for both groups). Artificial insemination was conducted
with the intrauterine method using doses with 1 x 10° viable spermatozoa. The gilts
were slaughtered 36-40 h after the insemination and the hemorrhagic bodies (CH) in
the ovaries were counted. The oviducts were washed, so oocytes and embryos could
be recovered to determine the conception and fertility rates. The average CH
obtained with glycerol 3% did not differ (P > 0.05) from those observed with DMA
(10.4 x 10.2, respectively). Recovery rates also did not differ (P > 0.05) between
groups (68.9% with glycerol and 66.9% with DMA). Conception (73.3 x 76.6%) and
fertility rate (48.6 x 59.4%) were also similar (P > 0.05) for glycerol and DMA,
respectively. Those results indicate that DMA 5% can replace glycerol 3% in the

composition of extenders for frozen boar semen.

Key-Words: Atrtificial Insemination, Cryopreservation, Amides, Glycerol, Swine.
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Introducéao

Na espécie suina os primeiros animais produzidos por inseminacgao artificial
(IA) com sémen congelado s6 foram obtidos em 1970 (POLGE et al., 1970), cerca de
20 anos apos a descoberta do efeito crioprotetor do glicerol sobre gametas (POLGE
et al., 1949). No entanto, o uso de sémen suino congelado determina a queda de 20
a 30% nos resultados de taxa de paricao e dois a trés leitbes a menos por leitegada
(JOHNSON, 1985). Dessa forma, a sua utilizagdo fica condicionada apenas em
situagdes especificas, tais como a producdo de reprodutores em nucleos genéticos
(CRABO, 1990). A grande sensibilidade do espermatozéide (SPTZ) ao choque
térmico € o que impede a utilizagdo em maior escala do sémen congelado nesta
especie.

O glicerol € normalmente o crioprotetor de eleicdo para o congelamento de
sémen na maioria das espécies de mamiferos. Estudos com a utilizacdo de
crioprotetores em substituicdo ou associagdo com o glicerol tém sido conduzidos
com obtencdo de bons resultados, especialmente em eqlinos com o uso de
diferentes amidas (ALVARENGA et al.,, 2000; GRAHAN, 2000; MEDEIROS et al.,
2002; VIDAMENT et al., 2002). Amidas também sao utilizadas nos protocolos de
congelamento de sémen de aves (LUKASZEWICZ et al., 2004) e de peixes (OGIER
DE BAULNY et al., 1999). A superioridade do uso de dimetilacetamida em relagéo
ao glicerol sobre parametros de avaliagéo in vitro de sémen suino congelado, foi
demonstrada por Bianchi et al. (2006a; 2006b).

O uso de sémen congelado através da IA intracervical, normalmente sao
utilizadas doses de 5-6 x 10° SPTZ (BORDIGNON et al., 1996; ROCA et al., 2003), o
que é consideravelmente superior a dose convencional de 3 x 10° SPTZ utilizada
com sémen refrigerado (SERRET et al., 2005). Alguns trabalhos tém apresentado
promissores resultados de fertilidade utilizando sémen suino congelado (ERIKSSON
et al.,, 2002; ROCA et al.,, 2003; ROCA et al.,, 2006). A melhora nos resultados
obtidos é resultante da adaptacdo de protocolos de criopreservacao, além do
desenvolvimento de novos métodos de IA, tais como o intra-uterino profundo,
utilizando doses de até 150 x 10° SPTZ. Outro método de IA que tem sido testado,
especialmente com o emprego de sémen refrigerado, é o pés-cervical (WATSON e
BEHAN, 2002; BENNEMANN et al., 2004; SERRET et al., 2005), através do qual
tem se alcangado sucesso com emprego de doses de 1 x 10° SPTZ. Martinez et al.,

(2006), comparando IA intra-uterina profunda em relagdo ao método convencional
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intracervical encontraram 21% de fertilizacbes unilaterais, associadas ao método
intra-uterina profunda, ainda que tivessem utilizado sémen refrigerado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da dimetilacetamida (DMA) e
glicerol na criopreservacdo de sémen suino, sobre as taxas de concepg¢do e

fertilizacao in vivo, utilizando inseminacao artificial poés-cervical.

Material e Método
Coleta de sémen

Foi utilizado sémen de um macho suino cruzado (Landrace x Large White),
com aproximadamente 24 meses de idade, que apresentava fertilidade conhecida,
estava em regime rotineiro de coleta e era mantido em baia individual na Estacéo
Experimental da Palma (Universidade Federal de Pelotas). O ejaculado foi coletado
através do método da méao-enluvada (BEARDEN e FUQUAY, 1997a), usando um
copo plastico protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar
a fracdo do ejaculado rico em gel que era descartada. A condigdo minima para o
ejaculado ser processado foi de motilidade espermatica e integridade de membrana
por fluorescéncia superior a 80% e 70%, respectivamente no momento da coleta.
Processamento do ejaculado e criopreservagao

Imediatamente apds a coleta do sémen, a fracdo rica em espermatozéides
(SPTZ) foi diluida (1:1, v/v), em tubo em BTS (LEVIS, 2000). O método de
congelamento utilizado foi o descrito por Westendorf et al. (1975) e Bordignon et al.
(1996), com modificagdes feitas por Bianchi et al. (2006a, 2006b). A curva de
resfriamento apos a diluigdo inicial foi de 60 min a 24 °C e, apds, 60 min a 15 °C. Ao
atingir 15 °C, foi realizada a centrifugacao (800 x g por 10 min), para a retirada do
plasma seminal. O sedimento de espermatozoéides (SPTZ) obtido da centrifugacao
foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA (80%, v/v, de solugéo de
lactose a 11%; 20% gema de ovo, v/v), num volume suficiente para que cada ml
mantivesse uma concentracdo de 450 x 10° de SPTZ. Apds realizou-se o
resfriamento por 90 min até 5 °C, quando foi re-suspenso nos diluidores de
congelamento (DC) a base dos crioprotetores Glicerol® (C3HgOs) e N,N-
Dimetilacetamida® (C4HgNO), com pesos moleculares de 92,09; e 87,12,

respectivamente.

° G 4094 - Merck
"D 5511 - Sigma
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Os DC foram elaborados a partir do DR, sendo o DC composto de glicerol
(89,5% de DR GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 9% de Glicerol, v/v), e
o DC dimetilacetamida (83,5% de DR GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e
15% de DMA, v/v).

A quantidade de DC acrescentada foi de 1:2, ou seja, para cada 2 ml de
sémen com DR foi adicionado 1 ml de DC. Nesta propor¢cdo obteve-se uma
concentracao final de 3% para o congelamento com glicerol (WESTENDOREF et al.,
1975) e a 5% para DMA (BIANCHI et al., 2006a; 2006b).

Em seguida a adicdo do DC o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml,
contendo a concentragdo de 150 x 10° SPTZ/palheta. As palhetas foram congeladas
horizontalmente em vapor de nitrogénio liquido, 5 cm acima do nivel do nitrogénio, a
uma temperatura aproximada de -90 °C por um periodo de 20 min, sendo apdés
mergulhadas em nitrogénio liquido a -196 °C e mantidas até o descongelamento.

Os valores de pH e osmolalidade do sémen e dos diluidores utilizados no
processamento para resfriamento e congelamento do sémen estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores de pH e osmolalidade do sémen e diluidores utilizados.

Valor obtido
Iltem avaliado

pH Osmolalidade, mOsmol/kg H,O

Sémen 7,5 302
BTS 6,9 332
Diluidor de resfriamento Gema de Ovo 6,1 351
Diluidor de congelamento Glicerol 6,7 1.990
Diluidor de congelamento DMA 6,7 3.343

Avaliacdes in vitro do sémen descongelado

As palhetas foram descongeladas a 37 °C por 20 s, sendo re-suspensas em
tubo cénico contendo 10 ml de BTS previamente aquecido a 37 °C (1:20, v/v) (PENA
et al., 2003).
Motilidade

Apods o descongelamento, foi feita a incubagdo em banho-maria a 37 °C por
10 min e avaliada a motilidade (0 a 100 %) através de microscopia 6tica com
contraste de fases em aumento de 200 x (BEARDEN e FUQUAY, 1997b).
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Integridade de membrana espermatica através de sonda fluorescente

Apds a avaliacdo da motilidade e vigor foi feita a avaliacdo da integridade de
membrana espermatica por fluorescéncia (HARRISON e VICKERS, 1990), através
das sondas Diacetato de Carboxifluoresceina'’ (CFDA) e lodeto de Propidio' (IP). A
avaliagao foi feita em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América
INC), através de excitagdo em filtro WU sob aumento de 400x. Foram contados 200
espermatozoides em uma mesma lamina e classificadas conforme sua coloragédo em
integros (corados em verde em toda sua extensdo) e lesados (corados em
vermelho).
Integridade de membrana espermatica através do choque hipoosmaético

A integridade funcional da membrana espermatica foi testada também
através do teste do choque hiposmoético (CHIPO) (VASQUEZ et al.,, 1997). A
avaliacao foi feita utilizando-se cadmara de Neubauer e microscopia Optica com
contraste de fases, em aumento de 400x, procedendo-se a contagem de 100
células, registrando o numero de células que apresentavam cauda do
espermatozoide normal a aquelas que estavam dobrada ou enrolada. O valor que foi
utilizado para analise do CHIPO, correspondeu a diferenga obtida entre o nimero de
espermatozoides com cauda dobrada e enrolada, observadas no teste realizado
com a solugao hiposmotica (0 mOsm/kg) e isosmotica (312 mOsm/kg).
Avaliacao in vivo

Para avaliagdo da capacidade fertilizante in vivo do sémen congelado em
glicerol e dimetilacetamida, 60 leitoas pré-puberes (30 para cada grupo) com peso
médio de 86,5 kg e idade de 155 d foram tratadas com 1000 Ul de eCG" (sendo
considerado hora 0) e 70-72 h apds com de 500 Ul de hCG' (CORREA et al.,
2006). Ambos os horménios foram administrados por via intramuscular. Entre 31-34
h apés a aplicacdo do hCG as leitoas foram inseminadas ao acaso, independente
dos sinais de cio e abatidas entre 36 a 40 h apds a IA (BORDIGNON et al., 1996).

Para elaboracado das doses inseminantes, foi feito o descongelamento das
palhetas do tratamento correspondente (glicerol ou DMA) em banho-maria a 37 °C
por 20 s imediatamente antes de cada IA. Apds o descongelamento, o conteudo das

palhetas foi posto em uma dose de 60 ml de BTS em temperatura de 37 °C

"' C 5041 - Sigma

2P 4170 - Sigma
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" CHORAGON® - Droga Rapida
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(BORDIGNON et al., 1996), a fim de atingir uma concentracdo de 1 x 10° SPTZ
vivos (baseados na analise prévia da motilidade espermatica).

O método de IA utilizado foi o pds-cervical utilizando-se a pipeta
DeepGoldingPig'®, que ¢ fixada na cérvix e possui um cateter com um
prolongamento de 20 cm, que permite a deposicdo do sémen no corpo do utero
(WATSON e BEHAN, 2002; SERRET et al., 2005).

No frigorifico as genitélias das fémeas foram coletadas e transportadas para
o laboratério, onde se determinou a taxa de ovulacdo para cada fémea, a partir da
contagem do numero de corpos hemorragicos em cada ovario. Para a colheita das
estruturas (odcitos e embrides), cada oviduto (direito e esquerdo) foi lavado com 20
ml de PBS (solugdo de tampao fosfato) no sentido utero-ovario, sendo que o
conteudo lavado dentro de uma placa de petri e realizada a procura em lupa.

Para cada fémea foram determinadas as taxas de recuperagdo (TR) e
fertilizacao (TF), a partir das seguintes férmulas:

o Taxa de recuperagao (TR%)
TR =(n°0dcitos e/ou embrides recuperados / n°corpos hemorragicos contados) x 100
. Taxa de fertilizagéo (TF%)

TF = (n° de embrides / n° de estruturas recuperadas) x 100

Anélise estatistica

Estatisticas descritivas foram calculadas para as avaliagdes espermaticas in
vitro, manifestacado de cio, niumero de corpos hemorragicos, odcitos, embrides, taxa
de recuperacéo e fertilizacao.

A analise de concepgao entre os grupos glicerol e DMA foi avaliada pelo qui-
quadrado. As variaveis dependentes consideradas na analise de variancia foram:
numero de corpos hemorragicos; odcitos; embrides; taxas de recuperagdo e
fertilizacdo. A variavel independente considerada foi o crioprotetor utilizado (glicerol
ou DMA). A comparagao de médias foi feita pelo teste de Tukey. Todas as analises
foram através do Statistix® (2004).

% 1MV
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Resultados e Discusséo

Os resultados de avaliagdo in vitro do sémen apods a coleta e apods o
descongelamento estdo apresentados na Tabela 2. A sensibilidade do
espermatozoide suino ao processo de congelamento-descongelamento é
evidenciada na comparacao dos resultados das avaliagdes do sémen apds a coleta,
com os resultados obtidos ap6s o congelamento. A comparagdo entre os
crioprotetores glicerol e DMA nas avaliagdes apds o descongelamento, evidencia-se
a superioridade dos resultados de motilidade e integridade de membrana por
fluorescéncia obtidos no tratamento com DMA. Para a elaboragdo das doses
inseminantes foi utilizado o resultado de motilidade obtido apés o descongelamento
(Tabela 2), calculando-se dessa forma a quantidade de palhetas utilizadas a fim de

atingir 1 x 10° SPTZ viaveis por dose.

Tabela 2. Parametros de avaliagdo do sémen apds a coleta e apds o congelamento.

Momento da avaliagao

Parametro avaliado Pdos-descongelado
Pds-coleta
Glicerol DMA
Motilidade, % 85,0 53,0 65,0
Integridade de membrana por fluorescéncia, % 77,0 45,0 53,0
Integridade de membrana pelo CHIPO*, % 35,0 26,0 28,0

*CHIPO: Choque hipoosmatico

Em todas as fémeas utilizadas no trabalho foram encontrados nos ovarios
foliculos pré-ovulatérios e/ou corpos hemorragicos, demonstrando que todas
responderam ao protocolo hormonal utilizado. O nimero de corpos hemorragicos,
taxa de recuperagao e os resultados de concepcao e fertilizagdo para cada grupo,
estdo apresentados na Tabela 3. A média de corpos hemorragicos foi superior
aquelas obtidas por Corréa et al. (2006), porém, inferiores as de Bordignon et al.
(1996), enquanto que as taxas de recuperacédo obtidas se assemelham aos dados
desses autores. Este trabalho foi realizado com o uso de leitoas pré-puberes, que
embora tenham respondido ao protocolo hormonal, a taxa de ovulagado € baixa

quando comparado ao uso de fémeas multiparas (ROCA et al., 2003).
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Tabela 3. Taxa de recuperagao de estruturas e efeito do tratamento sobre a
fertilidade.

Tratamento
Parametro
Glicerol 3% DMA 5%

Leitoas inseminadas 30 30
Corpos hemorragicos 306 299
Taxa de recuperacao, % 68,9 66,9
Taxa de concepcéao, % 73,3 76,6
Taxa de fertilizacao, % 48,6 59,4

Os dados nao diferem (P > 0,05).

Usando sémen congelado, Bordignon et al. (1996) conseguiram 85% de taxa
de concepcdo trabalhando com leitoas pré-puberes sincronizadas, no entanto
utilizando IA intracervical com doses de 6 x 10° SPTZ. Roca et al. (2003) obtiveram
em torno de 79% de taxa de prenhez aos 28 d, com o emprego de sémen congelado
através do método de IA intra-uterina profunda com dose de 1 x 10° SPTZ e na IA
intracervical com doses com 6 x 10° SPTZ, porém utilizando fémeas multiparas.
Eriksson et al. (2002) utilizando IA intracervical com sémen congelado em fémeas
multiparas, alcancaram 72% de taxa de parto, usando protocolo com duas
inseminacdes por estro, com concentracdo de 5 x 10° SPTZ por dose. Taxa de
prenhez de 40% aos 28 é citada com o uso de IA intra-uterina profunda utilizando
dose de 1 X 10 de SPTZ (WONGTAWAN et al., 2006).

Nao houve diferenga entre os grupos glicerol e DMA na taxa de concepgéao
(P > 0,05), e os resultados se assemelharam aos relatados com o uso de sémen
congelado. A taxa de fertilizagdo do grupo glicerol € comparavel a obtida por
Bordignon et al. (1996), porém a fertilizacdo do grupo DMA é superior aos resultados
desses autores. Porém, os resultados neste estudo sdo oriundos de IA pds-cervical
com doses de 1 X 10° de SPTZ, ao contrario das doses de 5-6 X 10° de SPTZ,
embora utilizando IA intracervical. Além disso, descatam-se os resultados obtidos
através do uso de DMA, pois, a maioria dos trabalhos utilizando sémen suinos
congelado, baseiam-se no uso de glicerol.

Nao foi encontrada diferenga (P > 0,05) na taxa de fertilizagcdo entre os
grupos glicerol e DMA. No entanto o grupo DMA é superior 10% em relagdo ao

glicerol, além do que possui uma tendéncia de maior taxa de concepgao.
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Além disso, ha que se destacar os resultados da avaliagdo espermatica pos-
descongelamento. Baseado nas avaliagdes de motilidade a fim de elaborar as doses
inseminantes, foram necessarias 10 palhetas do tratamento DMA, enquanto que
para atingir a mesma concentragao foram utilizadas 13 palhetas de glicerol. Essa
diferenga de 30% torna o processo com o uso de DMA mais eficiente, resultando em
um melhor aproveitamento do ejaculado.

Devido ao fato do uso de IA com sémen congelado, especial atengao deve
ser dada ao momento da IA, pois, ha um menor periodo necessario para a
capacitagao dos espermatozoides, além do menor tempo de permanéncia destes no
oviduto (JOHNSON, 1985; ROCA et al., 2003). Com o protocolo hormonal utilizado,
a estimativa é de que os animais ovularam 4212 h apés a aplicagdo do hCG
(SRIKANDAKUMAR e DOWNEY, 1989; HUHN et al., 1996). A taxa de fertilizagéo
com sémen descongelado pode diminuir quando as fémeas sdo inseminadas mais
do que 4 horas antes ou apds a ovulagao (WABERSKI et al., 1994). No entanto, n&o
foi feito o acompanhamento da dindmica folicular. Dessa forma, o momento da IA
pode ter influenciado especialmente a taxa de fertilizagdo, e melhores resultados
poderdo ser obtidos com a IA realizada o mais préximo possivel do momento da

ovulagédo, acompanhado através de ultra-sonografia.

Conclusdes
Os resultados obtidos na fertilizagéo in vivo com sémen suino congelado
com DMA permitem considera-la como um substituto ao glicerol nos protocolos de

congelamento.
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Resumo

A compreensdao de mecanismos moleculares envolvidos nos processos de
maturagao de espermatozodides e associagdo com componentes do plasma seminal,
tem fornecido informagcbes para a determinagdo de marcadores bioquimicos
associados com a qualidade do sémen. A aplicacdo de marcadores bioquimicos
para identificar propriedades biolégicas do sémen pode providenciar informagdes
especificas sobre a funcionalidade espermatica durante o congelamento do sémen.
O presente estudo teve por objetivo identificar polipeptideos associados a
integridade de membrana plasmatica (IMP) de espermatozdéides suinos apods o
processo de congelamento/descongelamento. O perfil protéico do plasma seminal
em SDS-PAGE demonstrou a presenga de 09 bandas polipeptidicas com pesos
moleculares variando de 11 a 122 kDa. Dentre essas, uma banda de 26 kDa
demonstrou associacdo com a IMP. A presencga desta banda foi associada com a
baixa IMP (< 55%). Em contraste, ndo foi observada a associagdo das outras
bandas detectadas com a IMP. Estes dados sugerem que proteinas presentes no
plasma seminal suino interagem com a superficie da membrana plasmatica do
espermatozoide, indicando a necessidade de novos estudos para elucidar o

processo fisioldgico dessas associacoes.

Palavras-chave: Proteinas seminais, Criopreservagdo, Sémen, Marcador

bioquimico.
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Abstract

The knowledge about the molecular mechanisms involved in the sperm maturation
process and their associations with seminal plasma components has helped to detect
biochemical markers of semen quality. The application of those markers to identify
biological properties of the semen may generate specific information about the sperm
function during cryopreservation. The aim this study was to identify polypeptides in
boar seminal plasma that could be associated to plasma membrane integrity (IMP) of
thawed spermatozoa. The SDS-PAGE profile of boar seminal plasma demonstrated
the presence of 9 bands with molecular ranging from 11 to 122 kDa. One of those
bands (26 kDa) was associated with IMP. The presence of this band was associated
with reduced IMP (< 55%). Our data indicate that seminal plasma proteins interact
with the plasma membrane of boar spermatozoa, which opens promising possibilities

for further studies to investigate these associations.

Keywords: Seminal proteins, Cryopreservation, Semen, Biochemistry marker.
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Introducéao

O plasma seminal € um fluido com papel essencial para fungdes
espermaticas in vivo, desde a ejaculagao, até a fertilizacao (Kraus et al., 2005). O
plasma seminal contém diferentes componentes, entre estes, proteinas, as quais
sdo os maiores constituintes organicos do fluido seminal, apresentando fundamental
importancia fisiolégica ao sémen, estando presente na forma de distintos complexos
associados. A composicdo, a conformacdo e o tamanho destas proteinas sao
especificos para cada espécie, as quais sdo estaveis também sob determinadas
condigbes (Jelinkova et al., 2003).

O evento da fertilizacdo nos mamiferos inclui interagcdes bioquimicamente
reguladas, tais como: ligacdo de proteinas seminais na superficie dos
espermatozoides durante a ejaculagado, interacdo de proteinas de membrana dos
espermatozoides com células epiteliais do oviduto, capacitacdo espermatica,
reconhecimento dos gametas, ligagdo entre os gametas, reagcdo acrossémica,
penetracao do espermatozoide na zona pelucida e fusdo dos gametas (Jansen et al.,
2001; Suarez et al.,, 2001; Strzezek et al., 2005). A membrana plasmatica do
espermatozoide sofre extensivas remodelagdes quando o espermatozéide interage
com proteinas do plasma seminal durante a ejaculacdo. Neste sentido, dois tipos de
interacdes protéicas podem estar envolvidos nesse processo: a interacdo de
proteinas com a membrana espermatica e interacbes mutuas entre proteinas de
formas monoméricas (Manaskova et al., 2003).

Outras fungbes e caracteristicas dos espermatozéides que podem ser
influenciadas por proteinas do plasma seminal, incluem a capacitacdo e reagéo
acrossOmica (Manjunath; Thérien, 2002), bem como a motilidade espermatica (Curi
et al.,, 2003), e a integridade gendmica (Chen et al., 2002). Desta forma, com a
caracterizacdo de proteinas presentes no plasma seminal de diferentes espécies,
alguns desses polipeptideos vém sendo utilizados como marcadores seletivos de
fertilidade e de congelabilidade do sémen (Killian et al., 1993; Roncoletta et al.,
1999; Jobim et al., 2004; Moura et al.,, 2006). Um estudo de Nauc e Manjunath
(2000) demonstrou que proteinas do plasma seminal bovino (BSP) possuem a
propriedade de ligacédo a superficie do espermatozoéide, diminuindo sua quantidade
apods a criopreservagado do sémen, sugerindo alguma relagdo com a congelabilidade
do sémen. Entretanto, ainda é desconhecida a influéncia destas proteinas sobre o

processo de criopreservagao do sémen. Roncoletta et al. (1999) demonstraram que
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a presenga de um fator polipeptidico de 61 kDa no plasma seminal esta associado
com a alta congelabilidade do sémen de touros da raga Gir. Contudo, ndo foram
encontrados dados relacionando proteinas do plasma seminal com a integridade da
membrana plasmatica de sémen suino criopreservado.

Este trabalho teve por objetivo identificar polipeptideos provavelmente
associados a integridade de membrana plasmatica de sémen suino submetido ao

congelamento e descongelamento.

Material e Método
Animais

Foram utilizados trés machos suinos adultos mantidos sob as mesmas
condigbes ambientais e de manejo. Para a coleta, processamento e criopreservagéao
do sémen foram realizadas seis coletas de cada macho. As coletas foram realizadas
através do método da mao-enluvada (Bearden; Fuquay, 1997), usando um copo
plastico protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a
fragdo do ejaculado rico em gel. Somente a por¢dao do ejaculado com maior
concentracao espermatica foi utilizada para o processo de congelamento
(Westendorf et al., 1975; Bordignon et al., 1996).
Criopreservacao, envase e descongelamento

Imediatamente apds a coleta do sémen, para cada macho foi obtida da
fragdo rica em espermatozdéides uma aliquota de 20 ml em tubo cdnico de 50 ml, e
diluida (1:1, v/v) no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) (Levis, 2000). Apés a
dilui¢ao inicial foi feito o resfriamento por 60 min a 24 °C, e seguiu-se o resfriamento
por mais 60 min até 15 °C, quando entéo foi feita a centrifugacéo a 800 x g por 10
min (SORVALL®RCS6). O sobrenadante foi descartado e o pellet de espermatozdides
foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (80%, v/v, de solugao de lactose a 11%;
20%, v/v, gema de ovo) para uma concentracdo de 450 x 10° espermatozdides/ml. O
resfriamento foi realizado durante 90 min até 5 °C. No processo de congelamento foi
utilizada a N,N-Dimetilacetamida (DMA) (C4sHgNO) com peso molecular de 87,12
como crioprotetor intracelular. O diluidor de congelamento a ser adicionado a 5 °C foi
elaborado a partir do diluidor de resfriamento, acrescido de 1,5% do detergente
Orvus Ex Paste, e o respectivo crioprotetor para concentragéo final de 5%, v/v, (DMA
5%). O envase das doses de sémen foi feito em palhetas de 0,5 ml, com 150 x 108

espermatozoides/palheta. As palhetas foram congeladas horizontalmente, 5 cm
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acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apds armazenadas em
nitrogénio liquido a -196 °C até o descongelamento. As palhetas foram
descongeladas a 37 °C por 20 s, sendo re-suspensas em tubo conico contendo 10
ml de BTS previamente aquecido a 37 °C (1:20, v/v).

Caracterizacdo das proteinas do plasma seminal (SDS-PAGE)

Uma aliquota de sémen apds a coleta foi centrifugada (2000 x g, 10 min,
4 °C) logo apés a coleta. O plasma seminal foi congelado e mantido em nitrogénio
liquido. Para a analise as amostras foram descongeladas e recentrifugadas (3000 x
g, 10 min, 4 °C), para eliminar possivel contaminagdo com espermatozoides. O
plasma seminal foi diluido trés vezes em solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%). Cada
amostra foi preparada para a corrida com 50 ul de plasma seminal e 25 ul de tampéo
de amostra (Glicerol; Tris-Hcl 0,6173M - pH 6,8; B-mercaptoetanol; SDS 10%; azul-
de-bromofenol; H,0), apdés foram submetidas a fervura por 10 min para
desnaturagao protéica.

A eletroforese unidimensional SDS-PAGE (Laemmili, 1970) foi realizada com
o sistema BIO-RAD Mini-Protean 3 Cell® (Bio-Rad Laboratories, USA). Foram
usados géis concentrados a 15%. As amostras foram concentradas a 50 V por 20
min, € a corrida a 100 V por aproximadamente 2 h. Como padrao foi utilizado o
marcador de peso molecular BenchMark Protein Ladder™ (Invitrogen®, Carlsbad,
USA). Os géis foram corados a temperatura ambiente com Coomassie Brilliant Blue
em over-night. Os géis foram analisados com o software TotalLab TL 100 v. 2006
(Nonlinear Dynamics, UK).

Avaliacdo da integridade de membrana plasmaética (IMP) de espermatozdides
(SPTZ)

Apos o descongelamento foi feita a avaliacdo da IMP espermatica por
fluorescéncia (Harrison; Vickers, 1990), através das sondas Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP). Apds incubagdo em
temperatura de 22 °C por 15 min foi feita a avaliagdo em microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC), através de excitacao em filtro WU
sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozdides em uma mesma
lamina e classificadas conforme sua coloragdo em integros (corados em verde em
toda sua extensao) ou lesados (corados em vermelho).

Apods o descongelamento das palhetas foi feita a distribuicdo de freqiéncias

dos resultados de IMP dos espermatozédides e feita a categorizagdo em menor de
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55% e igual ou maior que 55%. Com isso foi relacionado a integridade no
descongelamento com a presencga ou auséncia de cada banda protéica no plasma

seminal.

Resultados e Discusséo

No total, foram detectadas nove bandas protéicas no perfil eletroforético do
plasma seminal dos machos analisados (Tab. 1). O peso molecular das bandas
variou de 11 a 122 kDa. Foram observadas diferengas individuais no padrao do perfil
eletroforético entre as amostras analisadas. Muitas proteinas com peso molecular
semelhante ao das bandas detectadas neste experimento foram identificadas nos
bancos de dados in silico. Uma banda de 26 kDa (Fig. 1) apresentou uma
associagdo com a IMP. Foi observado que, em 88% das amostras que
apresentavam IMP = 55%, a banda de 26 kDa estava ausente (Tab. 2). Por outro
lado, ndo foi observada a associacdo de outras bandas detectadas com a
integridade de membrana. O plasma seminal contém fatores protéicos especificos
que provocam importantes efeitos tanto na capacidade de fertilizagdo do
espermatozoide quanto na fisiologia reprodutiva da fémea (Strzezek et al., 2005).
Entretanto, os efeitos bioldgicos especificos das proteinas do plasma seminal nas
funcdes espermaticas sdo complexos e ndo compreendidos totalmente. Nos bancos
de dados in silico foi encontrado um grupo protéico com peso molecular de
aproximadamente 26 kDa chamado Sialoproteinas, que tem por fungéo a inibigao da
aglutinagdo das cabegas dos espermatozoides. A deficiéncia deste grupo pode
comprometer o potencial espermatico de fertlizagdo (Strzezek et al., 2002). Usando
eletroforese bidimensional (2D-PAGE), Flowers (2001) demonstrou a importancia
biolégica de duas proteinas (26 kDa, pl 6,2; 55 kDa, pl 4,8) presentes no plasma
seminal de suinos, relacionadas com altas taxas de paricdo (em torno de 86%).
Killian et al. (1993) associaram quatro proteinas do plasma seminal com a fertilidade
de touros. Duas proteinas (26 kDa, pl 6,2; 55 kDa, pl 4,5) foram detectadas em
touros de alta fertilidade e outras duas (16 kDa, pl 4,1; 16 kDa, pl 6,7) estavam
presentes em touros de baixa fertilidade.

A maioria das caracteristicas da superficie dos espermatozoéides € adquirida
no epididimo (processo de maturacdo) e na ejaculagdo pela adsor¢cdao de
componentes especificos do plasma seminal (Amann et al., 1993). E geralmente

aceito que a ligacdo de algumas proteinas do plasma seminal estabiliza
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componentes da membrana plasmatica, mascara antigenos expostos na superficie
celular e previne contra a reacdo acrossdémica prematura (Strzezek et al., 2005). E
bem conhecido que a adsorcao de elementos pela superficie celular € um processo
dependente da temperatura. No caso de células espermaticas a adsor¢do pode ser
afetada por temperaturas de congelamento, dessa forma a adsorgéo de proteinas no
sémen congelado pode ser diferente daquele mantido a temperatura ambiente (De
Leeuw et al., 1990). No presente estudo, os espermatozdides foram separados do
plasma seminal e congelados, o que ndo impede a possivel influéncia deste fluido
sobre as células espermaticas durante o periodo de processamento.

Em estudos realizados com suinos miniatura observou-se que o plasma
seminal contém fatores que modificam a célula espermartica antes do congelamento
e reduzem a capacidade de penetragdo no odécito apds o congelamento (Kawano et
al., 2004). Evidéncias tém demonstrando o papel de proteinas do plasma seminal na
tecnologia de preservagéo do sémen suino (Centurion et al., 2003; Caballero et al.,
2004a; Caballero et al.,, 2004b; Ceremades et al., 2004). A suplementacdo de
diluentes de sémen com espermadesinas PSP-I/PSP-Il purificadas tem um efeito
benéfico na viabilidade de espermatozoéides preservados (Centurion et al., 2003).
Entretanto, outros estudos demonstraram que a suplementacido de diluentes de
congelamento com essas espermadesinas PSP-I/PSP-Il nado influenciou a
sobrevivéncia dos espermatozéides pos-descongelamento, mas teve um efeito
inibitério na capacidade de fertilizacdo desses espermatozoides descongelados
(Caballero et al., 2004a; Ceremades et al., 2004). Apesar disso, o papel biolégico
dessas espermadesinas na fisiologia espermatica ainda ndo é bem conhecido. Por
outro lado, efeitos benéficos das proteinas do plasma seminal sdo relatados em
alguns trabalhos (Castellini et al., 2000, Garner et al., 2001). Jobim et al. (2004)
demonstraram que ha diferengas nas proteinas do plasma seminal de touros com
boa e ma resposta ao congelamento, sugerindo o estudo dessas proteinas do
plasma como marcadores de congelabilidade. O uso de marcadores bioquimicos
para a identificagdo de propriedades biolégicas do sémen podera ajudar a
desenvolver novos critérios que sao precisos e objetivos na predicdo e

melhoramento da fertilidade de machos (Fraser et al., 2006).
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Concluséao

Neste estudo € demonstrada a associagdao de um fator polipeptidico que
possui 26 kDa, com a baixa integridade de membrana plasmatica do espermatozéide
suino apoés o congelamento/descongelamento. Além disso, essa banda polipeptidica
pode representar até mais de uma proteina com varias diferengas entre elas.
Trabalhos futuros de protedmica devem ser realizados a fim de caracterizar esta
banda protéica. A compreensdo e o controle de mecanismos envolvidos na
fertiidade, sdao de fundamental importdncia para o maximo desempenho da
reproducgao animal artificial.



82

Referéncias

AMANN, R.P.; HAMMERSTEDT, R.H.; VEERAMACHANENI, D.N.R. The epididymis
and sperm maturation - a perspective. Reprod. Fertil. Dev., v.5, p.361-381, 1993.
BEARDEN, H.J.; FUQUAY, J.W. Semen collection, in: H.J. Bearden, J.W. Fuquay
(Eds.), Applied Animal Reproduction. 4th Ed. New Jersey: Prentice Hall, 1997, p.147-
157.

BORDIGNON, V.; DESCHAMPS, J.C.; SECHIN, A. et al. Effect of trehalose on
motility, acrosome and fertility of the frozen-thawed boar semen. Rev. Bras. Reprod.
Animal, v.20, p.54-62, 1996.

CABALLERO, I.; VAZQUEZ, J.M.; CENTURION, F. et al. Comparative effects of
autologous and homologous seminal plasma on the viability of largely extended boar
spermatozoa. Reprod. Domestic. Anim., v.39, p.370-375, 2004a.

CABALLERGO, I.; VAZQUEZ, J.M.; GIL, M.A. et al. Does seminal plasma PSP-I/PSP-
Il spermadhesin modulate the ability of boar spermatozoa to penetrate homologous
oocytes in vitro? J. Androl., v. 25 p. 1004-1015, 2004b.

CASTELLINI, C.; LATTAIOLI, P.; MARONI, M. et al. Effect of seminal plasma on the
characteristics and fertility of rabbit spermatozoa, Anim. Reprod. Sci., v. 63, p.275-
282, 2000.

CENTURION, F.; VAZQUEZ, J.M.; CALVETE, J.J. et al. Influence of porcine
spermadhesins on the susceptibility of boar spermatozoa to high dilution. Biol.
Reprod., v.69, p.640-646, 2003.

CEREMADES, T.; CARAVAJA, G.; HERNANDEZ, M. et al. Freezing of boar semen
is not affected by the addition of seminal plasma spermadhesins. Reprod. Domestic.
Anim., v.39, p.269, 2004.

CHEN, H.; CHEUNG, M.P.L.; CHOW, P.H. et al. Protection of sperm DNA against
oxidative stress in vivo by accessory sex gland secretions in male hamsters.
Reproduction, v.124, p.491-499, 2002.

CURI, S.M.; ARIAGNO, J.l.; CHENLO, P.H. et al. Asthenozoospermia: analysis of a
large population. Arch. Androl., v.49, p.343-349, 2003.

DE LEEUW F.E.; CHEN, H.C., COLENBRANDER, B. et al. Cold-induced
ultrastructural changes in bull and boar sperm plasma membranes. Cryobiology,
v.27, p.171-183, 1990.

FLOWERS, W.L. Relationship between seminal plasma proteins and boar fertility.
Swine News, USA, 2001, p.1-4.



83

FRASER, L.; WYSOCKI, P.; CIERESZKO, A. et al. Application of biochemical
markers for identification of biological properties of animal semen. Reprod. Biol., v.6,
p.5-20, 2006.

GARNER, D.L.; THOMAS, C.A.; GRAVANCE, C.G. et al. Seminal plasma addition
attenuates the dilution effect in bovine sperm. Theriogenology, v.56, p.31-40, 2001.
HARRISON, R.A.P.; VICKERS, S.E. Use of fluorescent probes to assess membrane
integrity in mammalian spermatozoa, J. Reprod. Fertil., v.88, p.343-352, 1990.
JANSEN, S.; EKHLASI-HUNDRIESER, M.; TOPFER-PETERSEN, E. Sperm
adhesion molecules: structure and function. Cells Tissues Organs, v.168 p.82-92,
2001.

JELINKOVA, P.; MANASKOVA, P.; TICHA, M. et al. Proteinase inhibitors in
aggregated forms of boar seminal plasma proteins. Int. J. Biol. Macromol., v.32, p.99-
107, 2003.

JOBIM, M.LM.; OBERST, E.R.; SALBEGO, C.G. et al. Two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis of bovine seminal plasma proteins and their
relation with semen freezability. Theriogenology, v.61, p.253-266, 2004.

KAWANO, N.; SHIMADA, M.; TERRADA T. Motility and penetration competence of
frozen-thawed miniature pig spermatozoa are substantially altered by exposure to
seminal plasma before freezing, Theriogenology, v.61, p.351-364, 2004.

KILLIAN, G.J.; CHAPMAN, D.A.; ROGOWSKI, L.A. Fertility-Associated proteins in
Holstein bull seminal plasma. Biol. Reprod., v.49, p.1202-1207, 1993.

KRAUS, M.; TICHA, M.; ZELEZNA, B. et al. Characterization of human seminal
plasma proteins homologous to boar AQN spermadhesins. J. Reprod. Immunol.,
v.65, p.33-46, 2005.

LAEMMILI, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
bacteriophage T4. Nature, v.5, p.677-680, 1970.

LEVIS, D.G. Liquid boar semen production: current extender technology and where
do we go from here! In: INTERNATIONAL CONFERENCE ON BOAR SEMEN
PRESERVATION, 4, 2000, Beltsville. Proceedings... Beltsville, 2000, p.121-128.
MANASKOVA, P.; BALINOVA, P.; KRAUS, M. et al. Mutual interactions of boar
seminal plasma proteins studied by immunological and chromatographic methods. A.
J. Reprod. Immunol., v.50, p.399-410, 2003.



84

MANJUNATH, P.; THERIEN, I. Role of seminal plasma phospholipidbinding proteins
in sperm membrane lipid modification that occurs during capacitation. J. Reprod.
Immunol., v.53, p.109-119, 2002.

MOURA, A.; CHAPMAN, D.A.; KOC, H. et al. A comprehensive proteomic analysis of
the accessory sex gland fluid from mature Holstein bulls. Anim. Reprod. Sci., in
press, 2006.

NAUC, V.; MANJUNATH, P. Radioimmunoassay for bull seminal plasma proteins
(BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30 kilodaltons), and their quantification seminal
plasma and sperm. Biol. Reprod. v.63, p.1058-1066, 2000.

RONCOLETTA, M.; FRANCESCHINI, P.H.; LIMA, V.F.H. et al. Perfil em SDS-PAGE
das proteinas do plasma seminal e sua relacdo com a congelabilidade do sémen de
touros doadores da raga gir. Brazil. J. Vet. Res. Anim. Sci., v.36, 1999.

STRZEZEK, J.; SAIZ-CIDONCHA, F.; WYSOCKI, P. et al. Seminal plasma proteins
as markers of biological value of boar semen. Anim. Sci. Pap. Rep., v.20, p.255-266,
2002.

STRZEZEK, J.; WYSOCKI, P.; KORDAN, W. et al. Proteomics of boar seminal
plasma — current studies and possibility of their application in biotechnology of animal
reproduction. Reprod. Biol., v.5, p.279-290, 2005.

SUAREZ, S.S. Carbohydrate-mediated formation of the oviductal sperm reservoir in
mammals. Cells Tissues Organs, v.168, p.105-112, 2001.

WESTENDOREF, P.; RICHTER, L.; TREU, H. Zur Tiefgefrierung von Ebersperma:
Labor- und besamungsergebnisse mit dem hulsenberger pailletten-verfahren. Dtsch.
Tierarztl. Wschr., v.82, p.261-267, 1975.



85

Tabela 1. Distribuicdo de bandas protéicas detectadas no plasma seminal suino,

através de SDS-PAGE, com a média de peso molecular e o desvio padrao em kDa.

26 kDa

Peso Molecular (kDa)

Bandas Protéicas

Média DP
1 122 2,5
2 96 2,3
3 85 2,9
4 63 1,2
5 43 2,0
6 26 0,6
7 17 0,6
8 14 0,2
9 11 0,1

<

Figura 1. Banda de 26 kDa do plasma seminal suino



Tabela 2: Presenca (Sim) e Auséncia (N&o) de proteinas no plasma seminal relacionado com IMP >55% descongelado
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Banda, kDa, n (%)

Macho Perfil
122 96 85 63 43 26 17 14 11
1 Sim 5(83) 6(100) 6 (100) 6 (100) 6(100) 2 (33) 3 (50) 6 (100) 6 (100)
1 Nao 1(17) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 4 (67) 3 (50) 0 (0.0) 0 (0.0)
2 Sim 3(60) 3(60) 5 (100) 5(100) 2 (40) 0 (0.0) 3 (60) 5 (100) 5 (100)
2 Nédo 2(40) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (60) 5(100) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0)
11 Sim 3(60) 3(60) 5 (100) 5(100) 3 (60) 0(100) 4 (80) 5 (100) 5 (100)
11 Nao 2(40) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (40) 5(100) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0)
Total Sim  11(69) 12(75) 16 (100) 16(100) 11(69) 2(12) 10 (62) 16 (100) 16 (100)
Total Nado 5(31) 4 (25) 0 (0.0) 0 (0.0) 5 (31) 14(88) 6 (38) 0 (0.0) 0 (0.0)




8. CONCLUSOES GERAIS

Foi estabelecido um novo protocolo para o processo de congelamento do
sémen suino, alterando o periodo de resfriamento até 15 °C para 120 min e uso de
dimetilacetamida na concentragao de 5% como crioprotetor intracelular.

Foi identificado que a auséncia de um fator de 26 kDa no plasma seminal
suino, esteve associado a melhora na integridade de membrana plasmatica de

espermatozoides apos o descongelamento.



9. CONSIDERACOES FINAIS

A viabilizagdo da utilizagdo do congelamento de sémen na espécie suina
parece estar na dependéncia, ndo sé de um melhor conhecimento estrutural da
célula espermatica, mas também do esclarecimento do efeito das substancias
utilizadas durante o processo de congelamento e descongelamento, além das
interacdes entre os componentes da célula espermatica e o plasma seminal.

O presente trabalho apresenta a melhora nos resultados de avaliagdes in
vitro apds o descongelamento, através do uso de crioprotetores a base de amidas
em relagdo ao uso convencional de glicerol e de alteragbes no protocolo de
congelamento. Além disso, demonstra possiveis relagdes de proteinas presentes no
plasma seminal com os resultados de integridade de membrana apdés o
descongelamento.

As avaliacoes in vitro do sémen utilizadas neste trabalho foram: motilidade
Optica, vigor espermatico, morfologia, concentragao, osmolalidade, pH, integridade
de membrana através de sondas fluorescentes (iodeto de propidio e diacetato de
carboxifluoresceina) e integridade de membrana espermatica pelo choque
hiposmatico.

Para melhor avaliacdo do sémen ha necessidade de intensificar o uso de
outros métodos de avaliagao. Isso permitira acumular um conjunto de informagdes, a
fim de elucidar a relagcéo dos resultados de avaliagdes in vitro com aqueles obtidos
com o descongelamento, bem como, com os resultados in vivo, que ainda ndo estéao

completamente compreendidas. Algumas alternativas de analise séo:
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e Uso de conjunto de sondas fluorescentes para avaliagdo da integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, fungcdo mitocondrial e compactagao da
cromatina;

e Métodos de avaliagao espermatica computadorizados (CASA);

e Integridade de DNA (teste cometa);

e Fertilizagao in vitro (FIV);

o Teste de penetracao espermatica;

e Citometria de fluxo;

e Analise da ultra-estrutura celular através do uso da microscopia eletrénica de

transmissao e varredura.

O método de biologia molecular utilizado neste estudo foi a eletroforese
unidimensional, que indicou a possibilidade de relagdes de proteinas do plasma
seminal com a integridade espermatica. Este efeito deve ser melhor investigado,
incrementando o uso da eletroforese bi-dimensional, a fim de propiciar o estudo mais
especifico dessas proteinas, o que podera vir a confirmar possiveis marcadores de
congelabilidade e verificar o efeito individual e genético nos resultados obtidos.

Os resultados obtidos neste trabalho com o uso alternativo de crioprotetores
intra e extracelulares, sugerem que um estudo mais aprofundado do uso combinado
de amidas e destas com glicerol e também, de outros possiveis crioprotetores e/ou
aditivos podem trazer resultados ainda melhores. Substéncias como os lipossomos
(microvesiculas de lipidios obtidas por sonicagao), biopolimeros tais como a xantana
e o0s blogueadores da formagdo de gelo poderdo ser avaliados como
crioprotetores/aditivos e mensurada sua influéncia na dindmica da membrana
plasmatica e, portanto, aumentando a resisténcia celular as injurias do
congelamento.

Trabalhos mais simples, que poderao trazer informacdes importantes, como
investigar o uso de palheta de diferentes volumes, ou mesmo o uso de diferentes
concentragdes espermaticas serdo importantes para adicionar conhecimento sobre o
congelamento de sémen.

Neste trabalho o congelamento de sémen foi realizado de forma manual. Os

resultados de congelamento poderdo ser otimizados com o uso de equipamentos
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automatizados de congelamento e descongelamento, que reduzira o viés de
execucao da técnica.

O processamento de sémen congelado, em escala comercial, necessitara de
investimento em equipamentos, alguns deles muito caros, necessarios ao processo
de congelamento e descongelamento. A centrifugagdo do sémen €& passo
fundamental da técnica, a fim de eliminar o excesso de plasma seminal e concentrar
o ejaculado. Esta etapa foi realizada de duas formas neste trabalho. A primeira com
centrifuga refrigerada a temperatura de 15 °C, com sucesso. A segunda realizada na
temperatura de 24 °C com centrifuga convencional, sem éxito. No entanto, podem-
se investigar alternativas de protocolos a fim de evitar o uso de centrifugagéo
refrigerada a 15 °C, que muito colaborara para o processo de congelamento em
escala comercial, simplificando o processo.

Os resultados de fertiidade obtidos sao satisfatorios, especialmente
considerando o fato da concentracdo espermatica utilizada, em fungcdo do uso do
método de inseminagdo artificial pods-cervical. Assim, o uso de doses mais
concentradas com este método de inseminagdo podera trazer ainda melhores
resultados. Outro estudo fundamental sera o uso de sémen congelado através da
inseminacao intra-uterina profunda.

Os resultados in vivo foram obtidos através da sincronizacao de leitoas pré-
puberes. Deve-se investigar também o uso desta metodologia através de
inseminacgdes de fémeas multiparas, especialmente com ovulagcbes espontaneas.

Os dados de fertilizagéo através da avaliagdo de clivagem permitiram inferir
sobre o uso de crioprotetores alternativos ao uso de glicerol. Porém ha necessidade
de se avaliar o desenvolvimento embrionario. Isto respondera a indagacao de que
com o uso de sémen congelado, se houver a clivagem, o desenvolvimento
embrionario ocorrera normalmente, ou se, o processo de congelamento podera
comprometer o DNA celular, ainda assim permitindo a clivagem, porém inibindo o
desenvolvimento embrionario.

Para que esses trabalhos possam ser realizados sdo fundamentais a
participacdo e visdo multidisciplinar, dado os desafios que o processo de
congelamento impdem. Dessa forma, parcerias interinstitucionais, de grupos de
pesquisa das areas afins e destas com a iniciativa privada sdo imprescindiveis e

devem ser buscadas.
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