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Resumo

MARTINS, Kaué Rodriguez. Plasma seminal suino na criopreservacao de sémen
ovino. 2014. 47f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacédo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

O interesse pelo uso da inseminacéo artificial (IA) em ovinos vem crescendo, em fungéo
do avanco no melhoramento genético. Entretanto, a criopreservacdo causa danos aos
espermatozoides, diminuindo seu potencial fertilizante, quando a IA é feita com sémen
congelado, pela via cervical. Uma alternativa para proteger ou recuperar a célula dos
danos da criopreservacdo € a adicdo de plasma seminal (PS), que contém varios
fatores produzidos pelos testiculos, epididimos e glandulas acessorias do macho, com
potencial de prevenir a capacitacdo prematura e danos gerados pelo congelamento. A
adicdo de PS antes do congelamento seria benéfica para os processos de selecéo e
congelamento. A suplementacédo do diluente com PS ovino e suino foi associada com
aumento na motilidade espermatica, apds a segunda hora de incubacdo sob condicbes
in vitro, assim como quando usado na refrigeracdo, congelamento e descongelamento.
Este estudo teve como objetivo testar a adicdo de PS suino (20%) ao diluente para
congelamento do sémen ovino e avaliar os parametros seminais in vitro pos-
descongelamento. Ejaculados de quatro machos ovinos e trés machos suinos foram
coletados para formacdo de amostras combinando PS de varios machos (pools). Uma
fracdo das amostras de PS foi destinada a quantificacdo de proteinas. Seis coletas dos
qguatro machos ovinos foram colhidas e diluidas em Tris-gema de ovo-glicerol, para
congelamento, compondo trés tratamentos: controle (sem PS); inclusdo de 20% de PS
ovino; e inclusdo de 20% PS suino. Apds o descongelamento, as amostras foram
submetidas a um teste de termo resisténcia durante cinco horas. Avaliacbes de
qualidade espermatica foram realizadas a cada duas horas. Também foram realizadas
andlises por citometria de fluxo para as avaliacdes de integridade de acrossoma e
integridade de membrana. Para os tratamentos controle, PS ovino e PS suino, ndo
foram observadas diferencas (P > 0.05) quanto a motilidade (30,0 £ 2,0; 30,4 £ 2,0 e
24,6 + 2,0 respectivamente), integridade de membrana (37,5 £ 2,6; 409 + 26 e 31,4 +
2,6, respectivamente), funcdo mitocondrial (70,0 = 1,7; 61,8 £ 1,7 e 63,6 + 1,7,
respectivamente) e integridade de DNA (91,2 + 3,1; 96,5 + 3,1 e 93,6 += 3,1,
respectivamente). A integridade do acrossoma foi maior (P < 0.05) com incluséo de PS
suino (59,3 £ 3,5) em comparacdo com o controle (46,7 £ 3,5), mas ambas as médias
foram similares (P > 0.05) a observada para o PS ovino (56,7 £ 3,5). Conclui-se que
apesar do beneficio do PS suino a 20% para a integridade de acrossoma, nao se
obteve resultados positivos nas demais avaliacdes de qualidade seminal.

Palavras-Chaves: Congelamento, plasma seminal, suino, ovino, Citometria.
decapitagao.



Abstract

MARTINS, Kaué Rodriguez. Swine seminal plasma for ram sperm cryopreservation.
2014. 47p. Master’s Dissertation — Programa de Pés-Graduagédo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas.

There is a growing interest in using artificial insemination (Al) in sheep due to the
potential for genetic improvement. However, cryopreservation damages spermatozoa,
decreasing their fertilizing potential when frozen semen is deposited in the cervix. Sperm
damages attributed to cryopreservation may be minimized by the addition of seminal
plasma (SP), which contains several factors produced by the testis, epididhymis and
accessory glands with potential to prevent premature capacitation. Supplementation of
SP prior to freezing would be beneficial for various processes of periods of the selection
and freezing process, reported before freezing would be beneficial for the processes of
selection and freezing. The supplementation of extenders with SP from ram and boars is
associated with increased sperm motility after incubation in vitro, as well as when used
for cooling, freezing and thawing. The objectives of this study were to test the addition of
20% boar SP to the extender to freeze ram sperm and to evaluate parameters of sperm
quality after thawing. Ejaculates from four rams and three boars were collected to form
pooled SP samples. A fraction of each pooled sample was used for protein
guantification. Six samples from four rams were collected and diluted in Tris-egg yolk -
glycerol for freezing, forming three treatments: control (no SP); inclusion of 20% ram SP;
and inclusion of 20% boar SP. After thawing, the samples were subjected to a thermal
stress test for five hours. Sperm quality was assessed every two hours. Analyses by flow
cytometry were done to evaluate the integrity of acrosome and membrane integrity. For
the control, ram SP and boar SP treatments, the evaluated parameters of sperm quality
were: motility (30.4 + 2.0, 24.6 + 2.0 and 30.0 + 2.0, respectively); membrane integrity
(37.5 + 2.6; 40.9 + 2.6 and 31.4 + 2.6 respectively); mitochondrial functionality (70.0 +
1.7,61.8+ 1.7 and 63.6 £ 1.7); and DNA integrity (91.2 + 3.1; 96 5+ 3.1 and 93.6 + 3.1
respectively). For those parameters, no significant differences were observed across
treataments (P > 0.05). However, addition of boar SP to the extenders was related to
greater acrosome integrity (59, 3 + 3.5) than that of the control (46.7 = 3.5) (P < 0.05),
although both means were similar (P > 0.05) to that observed for the treatment with ram
SP (56.7 £ 3.5). Despite of the benefit on acrosome integrity related to addition of boar
SP, no other positive effects were observed for post-thawing ram sperm viability.

Keywords: Freezing, seminal plasma, boar, ram, flow-cytometry, decapacitation.
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1 Introducéo geral
1.1 Criopreservagéo do sémen

O interesse pelo uso da inseminacao artificial (IA) em ovinos vem crescendo pelo
fato de ser uma importante ferramenta para facilitar o melhoramento genético e o ganho
nos sistemas de exploracdo. Esse ganho reprodutivo é muito mais expressivo quando
se maximiza o aproveitamento de machos superiores mediante a criopreservacao de
seu sémen.

A criopreservagdo tem como principio basico a reducdo da temperatura como
forma de reduzir o metabolismo celular, permitindo que as células ou os tecidos sejam
conservados por periodos indeterminados em nitrogénio liquido, com posterior
retomada do desenvolvimento celular normal apdés o descongelamento (PEGG, 2007).
Um dos efeitos mais significativos da criopreservagédo é a formacgdo natural de cristais
de gelo, a partir da 4gua existente nos espacos intra e extracelulares. A medida que
estes cristais vao se formando, eles assumem formas e tamanhos irregulares, podendo
afetar as microestruturas de membranas e organelas, comprometendo a fungéo celular
(FAHY, 1987), sendo a membrana plasmatica a primeira estrutura a ser afetada
(BARRIOS et al., 2000).

Ainda que o congelamento do sémen contribua significativamente para a IA, o
sémen ovino possui uma sensibilidade inerente ao processo de criopreservacao, o que
resulta em baixos niveis de prenhez apds IA cervical (SALAMON & MAXWELL, 2000).
A sensibilidade ao processo de criopreservacao resulta em perda de motilidade devido
a baixa atividade mitocondrial (GILLIAN, 2004), menor sobrevivéncia dos
espermatozoides no trato feminino (em parte devido as caracteristicas anatdmicas da
cérvix da ovelha) e criocapacitacdo, por mudancas na membrana acrossomal durante o
congelamento (GILLIAN et al., 1997).

Outro problema existente na criopreservagdo é o dano causado pela diluicdo
excessiva (MANN, 1964; LEHAY & DE GRAAF, 2012), realizada anteriormente ao
congelamento, que resulta muitas vezes em reducdo na motilidade, na atividade
metabdlica e no potencial de fertilizagdo (LEHAY & DE GRAAF, 2012). Uma alternativa
para evitar o efeito da diluicdo, aumentando a qualidade seminal pés-descongelamento
do sémen ovino seria a adicdo de PS (MAXWELL & JOHNSON, 1999). O PS beneficia



a sobrevivéncia dos espermatozoides, aumentando sua resisténcia ao choque térmico e
revertendo a criocapacitacdo (CROSS, 1993). Porém, existe certa relutancia em utilizar
o PS, o qual é considerado, de forma conservadora, somente como um veiculo para 0s
espermatozoides, ou até mesmo deletério para o armazenamento (RODRIGUEZ-
MARTINEZ & BARTH, 2007).



1.2 O plasma seminal

O plasma seminal (PS) é composto por diversos fatores produzidos pelos
testiculos, epididimos e glandulas acessoérias, entre os quais podem ser citados: ions
inorganicos; acucares; sais organicos; lipideos; proteinas; enzimas; e prostaglandinas
(BURROUGHS et al.,, 2013; DRUART et al., 2013). Sua composicdo complexa é
necessaria para manter a viabilidade espermatica, inibindo a capacitacdo, protegendo a
membrana celular e auxiliando o desencadeamento da motilidade espermatica, durante
o transito pelo trato reprodutivo do macho. No trato reprodutivo da fémea, o PS interage
com o epitélio e as secrecBes do Utero e dos ovidutos modulando diversas reacoes,
especialmente relacionadas ao sistema imune (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).
Além disso, a composicdo do PS € altamente variavel entre diferentes espécies e
estacdes do ano (LEHAY et al., 2010) e até mesmo entre machos (CABALLERO et al.,
2004), devido as diferencas na contribuicdo de cada glandula acesséria (MANN, 1964;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011).

Durante o acasalamento realizado em condi¢cdes naturais, as proteinas do PS
interagem com as moléculas da superficie dos espermatozéides, em uma tentativa de
sincronizar a capacitacdo com a chegada destes até o odcito no momento da
fertilizacdo (BEDFORD, 2004). Portanto, os espermatozoides permanecem pouco
tempo em contato com o PS, sendo capacitados rapidamente. Desta forma, os
mecanismos de regulacdo da oxidacdo que levam os espermatozoides a rota da
capacitacdo promovem um estresse celular, que lentamente os conduzir4 a apoptose
(AITKEN, 2011). Se a capacitacdo ndo ocorrer, 0s espermatozoides ndo estardo
equipados para reconhecer o o6cito quando atingirem o oviduto, e também n&o serdo
capazes de participar da intrincada cascata de interacfes célula-célula que culminara
na fertilizacdo (AITKEN & NIXON, 2013). A regulacéo da capacitacao in vivo envolve a
exposicao dos espermatozoides a uma variedade de ligantes, os quais controlam o
destino da célula, através de mecanismos mediados por receptores e a perda dos
fatores de decapacitacao da superficie espermatica (AITKEN & NIXON, 2013).

Porém, quando sdo processados para criopreservacdo ou selecionados para
sexagem, 0s espermatozoides podem ser expostos ao PS diluido por varias horas

(BURROUGHS et al., 2013), o que pode acarretar uma capacitagdo prévia. Nesses
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casos, as proteinas especificas sdo removidas da superficie da célula espermatica,
concomitantemente com a reorganizacao lipidica e com a perda de colesterol da
membrana plasmatica, que ocorrem durante a capacitacdo (VADNAIS et al., 2007). A
perda destas proteinas, antes da fase de mudanca lipidica da membrana espermatica
que ocorre durante a criopreservacao, desencadearia o inicio do processo conhecido

como criocapacitacdo (VADNAIS et al., 2007).



11

1.3 Utilizagao do plasma seminal

Alguns estudos compararam a adicdo de PS, durante os varios periodos do
processo de selecdo e congelamento, relatando que a sua suplementacdo antes do
congelamento seria benéfica para estes processos (PEREZ-PE et al., 2001; MUINO-
BLANCO et al., 2008; LEHAY et al., 2010). A suplementacéo do diluente com PS foi
associado com aumento na motilidade espermaética, apos a segunda hora de incubacéao
sob condi¢des in vitro (ASHWORTH et al, 1994), assim como quando usado na
refrigeracdo, congelamento e descongelamento (GRAHAM et al, 1994).

Para ovinos, Maxwell e Johnson (1999) verificaram que a adicdo de PS preveniu
a ocorréncia de aglutinacbes nas cabecas dos espermatozoides (provavelmente em
funcdo do inicio da fluidez da membrana plasmatica), que seriam decorrentes da
remocdo de substéncias presentes na sua membrana plasmatica. Esses fatores
decapacitantes sdo polipeptideos originados das secre¢des dos epididimos e glandulas
anexas, adsorvidos a membrana plasmatica dos espermatozoides no momento da
ejaculacdo (FRASER, 2008). Além disso, particulas da membrana plasmatica de
espermatozoides ovinos se agregam durante o resfriamento até 5°C (HOLT & NORTH,
1995) e proteinas intramembranosas se redistribuem na membrana plasmatica no
espermatozoide de suinos e bovinos.

A adicdo de PS homologo (de machos da mesma espécie) pode influenciar a
capacidade fertilizante dos espermatozoides (KILLIAN et al., 1993). Experimentos in
vitro envolvendo a adicdo de PS de touros de baixa fertilidade ao sémen de touros de
alta fertilidade levaram a diminuicdo na taxa de penetracdo em oodcitos (HENAULT &
KILLIAN, 1996). Ainda, o uso de PS de bovinos domésticos melhora a habilidade de
espermatozoides de bufalos africanos fertilizarem odcitos bovinos in vitro, o que indica
que os efeitos do PS podem néo estar restritos a um efeito autélogo (GERBER et al.,
2003).

Os espermatozoides ovinos aparentemente respondem bem a suplementacéo
com PS homologo. Este fato pode contribuir para a maior resisténcia dos
espermatozoides ovinos a processos estressantes, como a sele¢cdo espermatica e o
armazenamento, em comparagcdo com o0s espermatozoides de touros (DE GRAAF et
al., 2009).
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Em suinos, sabe-se que a viabilidade pos-descongelamento pode ser melhorada
quando adicionado PS ao diluente de congelamento (CABALLERO et al., 2004), porém
a presenca de algumas proteinas pode variar dependendo da porcdo do ejaculado
utilizada (CORCINI et al., 2012)

Em equinos, a adicdo de PS de garanhfes com alta motilidade pos-
congelamento ao sémen de garanhfes com baixa motilidade melhorou a integridade de
membrana e a motilidade progressiva (AURICH et al., 1996). Em suinos,
espermatozoides de diferentes machos diferem quanto a resposta ao PS autélogo e
homologo. Uma variacdo na presenca, auséncia ou concentracdo de alguns
componentes, ou mais provavelmente sua acao combinada, pode ser responsavel pela
variabilidade no efeito sobre os espermatozoides (Caballero et al., 2004).

Okazaki et al. (2009) utilizaram tratamento em duas etapas: inicialmente
removendo o PS suino da amostra logo ap6s a coleta de sémen; e posteriormente
descongelando a amostra em uma solucéo contendo 10% de PS (v/v). Apoés a IA, a taxa
de prenhez foi de 70%, comparavel com a obtida com sémen fresco. Em suinos, a
adicdo de 10% e 20% de PS homologo reduziu a proporcdo de espermatozoides
capacitados, quando estes foram descongelados e incubados em um meio de suporte
para capacitacdo (VADNAIS et al., 2007). Quando foi utilizado um pool de PS suino de
11 machos, na incubacdo de amostras pds-descongelamento nas concentracées de 10
e 50%, foi relatado um efeito dramético para a concentracdo de 50% na membrana
plasmatica, acompanhado de outras mudancas fisioldgicas, o que ndo foi observado na
concentracdo de 10% (FERNANDEZ-GAGO et al., 2013). Entretanto, aparentemente,
em uma pequena populagdo de células espermaticas mais sensiveis, observou-se um
aumento da fluidez de membrana nas amostras tratadas com 50% de PS,
acompanhado de um aumento na producdo intracelular de espécies reativas do
oxigénio (ROS) e por um aumento na proporcdo de acrossomas danificados ou
reagidos.

Ainda que o uso de PS tenha resultados contraditorios, um ponto em comum
associado ao seu uso é a influéncia da estacdo do ano na qual este PS é coletado. Em
ovinos, quando a coleta do PS é feita durante o outono e o inverno, observa-se melhora

na motilidade total e progressiva dos espermatozoides apdés o descongelamento,
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enquanto que o PS obtido na primavera e no verdo, aparentemente nado afeta a
motilidade (BARRIOS et al., 2000; DOMINGUEZ et al., 2008). Portanto, o0 sémen ovino
descongelado pode ser suplementado com PS de outras espécies, minimizando o efeito
do volume limitado e da variagdo sazonal da composi¢cdo proteica dos ejaculados
(PEREZ-PE et al., 2001; CARDOZO et al., 2006).

Além do uso de PS autélogo e homologo, também existe a possibilidade do uso
de PS heterdlogo, de ejaculados de machos de espécies diferentes, com base em
semelhancas na composicdo entre os PS de espécies distintas, a partir de estudos
utilizando espectrometria de massa e a analise in silico de proteinas (Druart et al.,
2013).

Ollero et al. (1997) dividiram o PS ovino e bovino em trés fracdes: PS livre de
proteinas; proteinas do PS livres de sais; e proteinas do PS termicamente
desnaturadas. Com o uso de proteinas do PS ovino, houve um aumento de 60% na
viabilidade de espermatozoides ovinos, mas ndo houve efeito das proteinas do PS
bovino. Ainda, ndo houve recuperacéo da viabilidade espermatica quando as proteinas
do PS bovino foram adicionadas ao PS bovino livre de proteinas. Porém, quando o
contrario foi testado, houve interacdo positiva, demonstrando que a adsorcdo de
proteinas do PS é prevenida por um fator de baixo peso molecular presente no PS
ovino.

Martins et al.,(2013) testaram a adi¢cdo de PS equino, ovino e bovino ao sémen
ovino descongelado, relatando que o PS equino e o ovino afetam sua viabilidade em
uma relacdo dependente de tempo, enquanto que o PS equino seria associado com
estabilizacao da integridade do DNA espermatico.

Considerando os dados acima descritos, estudos relacionando aos efeitos da
adicdo de PS heterélogo ao sémen ovino ainda sédo necessérios. Este estudo possui
como objetivo avaliar o efeito do PS suino adicionado ao diluidor de congelamento de

sémen ovino.
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Conteudo

O interesse pelo uso da inseminacdo artificial (IA) em ovinos vem crescendo, em fun¢do do avan¢o no
melhoramento genético. Entretanto, a criopreservacdo causa danos aos espermatozdéides, diminuindo seu
potencial fertilizante, quando a 1A é feita com sémen congelado, pela via cervical. Uma alternativa para proteger
ou recuperar a célula dos danos da criopreservacao € a adicdo de plasma seminal (PS), que contém varios fatores
produzidos pelos testiculos, epididimos e glandulas acessérias do macho, com potencial de prevenir a capacitacao
prematura e danos gerados pelo congelamento. A adi¢do de PS antes do congelamento seria benéfica para o0s
processos de selecdo e congelamento. A suplementacdo do diluente com PS ovino e suino foi associada com
aumento na motilidade espermatica, ap6s a segunda hora de incubagdo sob condigdes in vitro, assim como
quando usado na refrigeracdo, congelamento e descongelamento. Este estudo teve como objetivo testar a adi¢do
de PS suino (20%) ao diluente para congelamento do sémen ovino e avaliar os pardmetros seminais in vitro pés-
descongelamento. Ejaculados de quatro machos ovinos e trés machos suinos foram coletados para formacao de
amostras combinando PS de varios machos (pools). Uma fragdo das amostras de PS foi destinada a quantificagcdo
de proteinas. Seis coletas dos quatro machos ovinos foram colhidas e diluidas em Tris-gema de ovo-glicerol, para
congelamento, compondo trés tratamentos: controle (sem PS); inclusdo de 20% de PS ovino; e incluséo de 20%
PS suino. Apds o descongelamento, as amostras foram submetidas a um teste de termo resisténcia durante cinco
horas. Avaliagbes de qualidade espermatica foram realizadas a cada duas horas. Também foram realizadas
andlises por citometria de fluxo para as avaliagGes de integridade de acrossoma e integridade de membrana. Para
os tratamentos controle, PS ovino e PS suino, ndo foram observadas diferengas (P > 0.05) quanto a motilidade
(30,0 £ 2,0; 30,4 + 2,0 e 24,6 £ 2,0 respectivamente), integridade de membrana (37,5 +2,6; 409+26¢e 31,4 +
2,6, respectivamente), fungdo mitocondrial (70,0 £1,7; 61,8 £ 1,7 e 63,6 + 1,7, respectivamente) e integridade de
DNA (91,2 +3,1; 96,5 £ 3,1 € 93,6 £ 3,1, respectivamente). A integridade do acrossoma foi maior (P < 0.05) com
inclusdo de PS suino (59,3 £+ 3,5) em comparagdo com o controle (46,7 + 3,5), mas ambas as médias foram
similares (P > 0.05) a observada para o PS ovino (56,7 + 3,5). Conclui-se que apesar do beneficio do PS suino a
20% para a integridade de acrossoma, ndo se obteve resultados positivos nas demais avaliagdes de qualidade
seminal.
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1. Introducéo

O processo de resfriamento, congelamento e descongelamento dos espermatozoides
induz injurias em suas organelas, prejudicando sua funcionalidade (Watson, 1981). As
primeiras injurias ocorrem na membrana plasmatica e acrossomal, em funcdo de estresse
térmico, mecanico, quimico e osmatico (Maxwell & Watson, 1996; Prathalingam et al., 2006).
Estas injarias desencadeiam reacdes semelhantes ao processo de capacitacdo (Vadnais et al.,
2005), limitando a vida feértil do espermatozoide descongelado (Martinez et al.,2005; Abad et
al., 2007). Desta forma, é necessario buscar formas de proteger as membranas espermaticas
para preservar o estado decapacitado dos espermatozdides, para que estes possam se depositar
nos reservatorios seminais da juncdo Utero-tubarica do trato genital da fémea, mantendo sua
fertilidade (Fazeli et al., 1999; Tienthai et al., 2004).

Durante o transito no interior dos testiculos e o processo ejaculatorio, o0s
espermatozoides entram em contato com uma gama de fatores moduladores, secretados pelos
epididimos e pelas glandulas acessoérias, o qual compde o plasma seminal (PS), que serve de
veiculo e de substrato nutritivo, além de manter o estado decapacitado dos espermatozéides
(Maxwell et al., 2007). Essa condicdo de estabilidade da membrana caracteristica do estado
ndo capacitado € promovida por proteinas de baixo peso molecular, classificadas como familia
BSP, inicialmente identificadas no PS bovino. Dentre as BSP, foram identificadas as
espermadesinas (glicoproteinas com peso molecular de 12-16 kDa), que sdo proteinas
multifuncionais que exibem uma vasta gama de habilidades ligantes a fosfolipidios de
heparina, inibidores de protease e carboidratos que mudam com o estado de adesdo e
glicosilacdo. Dependendo de sua capacidade ligante, as espermadesinas que se ligam a
superficie espermatica podem ser classificadas em ligantes de heparina e ndo ligantes de

heparina (Jonakova et al., 2000; Topfer-Petersen et al., 1998). A variedade de propriedades
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ligantes sugere que as espermadesinas atuam em diversos eventos durante a vida dos
espermatozoides, incluindo a capacitacdo, a formacéo do reservatorio espermatico no oviduto,
a interacdo de gametas e a imunomodulacdo uterina (Caballero et al., 2008). Por estarem
presentes no PS, a suplementacdo do diluente com PS homologo no descongelamento
demonstrou capacidade de reverter lesbes provocadas pelo choque térmico em
espermatozoides ovinos (Barrios et al., 2000; 2005; Cardozo et al., 2008), estando associado
com elevacdo nas taxas de prenhez em equinos (Alghamdi et al., 2004), ovinos (Maxwell et
al., 1999) e suinos (Rozeboom et al., 2000). Porém, o uso de PS homologo apresenta restricdes
sanitarias e também é limitado pelo seu baixo volume por ejaculado, como no caso dos
pequenos ruminantes, indicando o uso de PS heterélogo como alternativa. Nesse sentido, PS
bovino (Ollero et al., 2007; Matavéia et al., 2010; Martins et al., 2013), equino (Martins et al.,
2013) e canino (Matavéia et al., 2010) foram usados como aditivos protetores dos
espermatozoides ovinos descongelados. Entretanto, até 0 momento nao existem relatos do uso
de PS suino como aditivo protetor do espermatozoide ovino, apesar de haver certa homologia
(em torno de 22%) entre as proteinas do PS das duas espécies (Druart et al., 2013). Como
existe efeito positivo da adicdo de PS homdlogo ao diluente de sémen suino congelado, faz-se
necessario testar a viabilidade do uso do PS suino como aditivo ao diluente de congelamento
de sémen ovino. O objetivo deste estudo é testar a adi¢do de PS suino ao diluente previamente
ao congelamento do sémen ovino a fim de avaliar os parametros seminais in vitro pos-

descongelamento.
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2. Materiais e métodos
Exceto onde especificado, todos os produtos utilizados foram obtidos de Sigma

Chemical Company (St. Louis, MO, USA).

2.1 Obtencéo e processamento do plasma seminal ovino

Quatro carneiros da raca Criolula lanada com idade em torno de 72 meses foram
usados como doadores de sémen e PS ovino. Os machos permaneceram alojados nas
instalacBes da Embrapa Clima Temperados (Latitude 31° 42' S, Longitude 52° 24' O; Altitude
57m), em pastagem nativa e recebendo alimentacdo concentrada duas vezes ao dia e agua ad
libidum. Ejaculados foram colhidos no periodo de julho a setembro pelo método da vagina
artificial, durante nove semanas. Os ejaculados foram encaminhados para o laboratorio em
uma caixa térmica a 37°C, para a determinacdo da motilidade espermatica. Somente foram
processados os ejaculados com motilidade > 70% e vigor > a trés (escala de 1-5). Os
ejaculados foram submetidos a duas se¢fes de centrifugacdo a 12.500 x g por 10 min, em
centrifuga refrigerada (4°C). A partir de cada amostra foram coletadas aliquotas de 400 uL de
PS, que foram mantidas congeladas a -20°C. Apds acumular nove rotinas de coleta,
totalizando 36 amostras, procedeu-se o descongelamento das aliquotas e a constituicdo de um

pool, que foi fracionado e mantido congelado a -20°C até o momento do uso.

2.2 Obtencéo e processamento do plasma seminal suino

O PS suino foi obtido de trés machos suinos hibridos, com idade em torno de 16 meses
de idade. Os machos permaneceram alojados no setor de suinos da Faculdade de veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas (Latitude 31°80', Longitude 52° 41', Altitude 57m) recebendo

alimentacdo concentrada duas vezes ao dia e agua ad libidum. Concomitantemente &s duas
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ultimas semanas do periodo de coleta do PS ovino, foram coletadas e separadas todas as
fracdes dos ejaculados dos machos suinos, com excluséo da parte gelatinosa pelo uso de filtro
no copo coletor, pelo método da mao enluvada (Hancock & Hovel, 1959; Bearden & Fuquay,
1997), sendo somente utilizada a fracdo rica para a obtencdo do plasma seminal. A partir da
fracdo rica a motilidade e o vigor espermatico foram determinados imediatamente apods a
coleta, sendo utilizados apenas os ejaculados com motilidade e vigor nos mesmos niveis
descritos anteriormente para os ejaculados de ovinos. De cada ejaculado, 15 aliquotas de 1,0
mL foram submetidas a duas secdes de centrifugacdo sob refrigeracdo (4°C). Inicialmente
procedeu-se uma centrifugacdo a 2.500 x g por 5 min e, ap6s um periodo de repouso
isotérmico de 60 min, procedeu-se uma segunda centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min. O PS
obtido na primeira semana foi armazenado a -20°C, sendo descongelado e associado ao PS
obtido na segunda semana, para constituir o pool de PSS que foi fracionado e mantido

congelado a -20°C até o momento do uso.

2.3 Determinacédo da concentracao de proteina total nos pools de PS

A determinacdo da concentracdo total de proteinas em cada pool de PS foi realizada
pelo método de espectrofotbmetria (Bradford, 1976). Inicialmente, foi gerada uma curva
analitica de calibracdo do equipamento (Ultraspec I, GE Lifesciences, Piscattaway, NJ,
USA) com solugdes de BSA diluida em reagente de Bradford. A partir das médias obtidas em
leituras em triplicata de absorbancia (595 nm), foi gerada uma equacéo linear de absorbancia
versus concentracdo (R? = 0,9761). Apos a calibracdo do equipamento, foram realizadas
avaliacOes em triplicatas das amostras dos pools de PS ovino e suino diluidos em agua ultra-
pura na proporcao de 1:100, para determinacdo da concentracdo total de proteinas em cada

pool de PS.
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2.4 Congelamento do sémen ovino

Imediatamente apos as coletas (n = 6), foram obtidas amostras para determinacdo da
concentracdo espermatica, enquanto que o restante do ejaculado foi diluido na proporcao 1:1
com Tris-gema-glicerol (Evans & Maxwell, 1987). A partir de uma concentracdo protéica
ajustada (o PS ovino foi diluido 1:4 em solucdo fisioldgica), foram constituidos trés
tratamentos de congelamento de sémen ovino: sem adi¢do de PS (controle); com adicdo de
20% de PS ovino; e com adicdo de 20% de PS suino. Antes do congelamento, foram
avaliados: motilidade e vigor (microscopia oOptica); integridade da membrana; integridade do
acrossoma e integridade do DNA (por microscopia de epifluorescéncia). Apos a determinacéo
da concentracdo espermatica em camara de Neubauer, procedeu-se a diluicdo final do sémen
em volume suficiente para obter uma concentracdo de 50 x 10° células por palheta de 0,25 mL.
Apbs o envase, as palhetas de todos os tratamentos foram mantidas em caixa condicionadora
(1g1o0® Kool Mate 12 volt 40 Quart Cooler, S. King Company Inc., Kenosha, Wisconsin,
USA), para resfriamento a 0,3-0,5°C/min até 5°C. Ap0s estabilizacdo por 90 min a 5°C, as
palhetas foram resfriadas a -79°C em vapor de Nitrogénio por 10 min, antes de serem
submersas no Nitrogénio liquido, onde permaneceram armazenadas até o momento do

descongelamento.

2.5 Descongelamento do sémen

Em cada rotina de congelamento, uma palheta de cada tratamento foi descongelada em
banho-maria a 37°C durante 30 seg (Maxwell et al., 1999). Apds a homogeneizacdo do
conteudo da palheta em um microtubo conico (1,5 ml), foram realizadas as avalia¢Ges, com

diluicdo em 1,5 mL de solugéo de 2,94% de citrato de sodio, em condic¢des isotérmicas, para
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realizacdo de um teste de termo resisténcia a 37°C durante 5 h (Bag et al., 2004). Realizou-se a
analise de motilidade e vigor da hora O até a hora 5. As 0, 2 e 4 h, foram avaliadas a
integridade da membrana, do acrossoma e do DNA e a funcionalidade mitocondrial. Para as
avaliacdes da integridade da membrana e do acrossoma por citometria de fluxo, amostras de 5
pl de sémen descongelado foram adicionadas a um tubo com 300 ul de PBS adicionado das

sondas fluorescentes (FITC-PNA, iodeto de propideo e Hoestch).

2.5.1 AvaliacGes de qualidade seminal

A avaliacdo da motilidade e do vigor espermatico foi realizada sempre pelo mesmo
técnico, em um microscopio equipado com mesa térmica a 37°C (HT 50, Minitub, GE). As
amostras foram colocadas entre 1dmina e laminula e visualizadas sob um aumento de 200 X.

A integridade da membrana espermatica foi avaliada através das sondas fluorescentes
Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP), em microscopio de
epifluorescéncia (Nikon 80i, Tokio, JP), sob aumento de 400 x, com filtro WU com excitacdes
de 450-490nm e emissdao de 516nm (CFDA) e 617nm (IP). Em cada lamina foram contadas
200 células espermaticas para avaliacdo do acumulo dos fluorocromos. As células que
emitiam fluorescéncia verde foram classificadas como possuindo membrana integra e aquelas
que emitiam fluorescéncia vermelha foram classificadas como lesadas (Harrison & Vickers,
1990). Para a avaliacdo da integridade do acrossoma foi seguida a metodologia utilizada por
Kawamoto, (1999). A integridade do DNA foi avaliada a partir do protocolo modificado
descrito por Evenson et al. (1999), usando a sonda acridine Orange, diferenciando entre as
bicatenarias e monocatenérias. Foram adicionados 5 puL de sémen a 10 pL de solucdo de

0,01M Tris-HCI + 1 mM NaCl + 1 mM EDTA 2 H,0. Em seguida, foi adicionada 50 pL de
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triton (1:100 v/v) ¢ 10 uL de Acridine Orange (diluido 1g em 1000 ml de H,O MiliQ). Ap6s 5
min, a amostra foi colocada sobre 1dmina e coberta com laminula para a leitura. As laminas
foram avaliadas com aumento de 1000 x, em microscéopio de epifluorescencia (Nikon 80i,
Tokio, JP), atraves de excita¢bes de 450-490 nm e emissdo 520 nm.

A funcionalidade da mitocondria foi avaliada baseada na técnica descrita por Evenson,
(2002) com a sonda Rodamina 123 (Rh123). Uma aliquota de 20 uL do sémen foi adicionada
a uma solucéo contendo formaldeido, IP, Rh123 e citrato de sodio, incubada a 37°C por 5 min,
em sala escura. A avaliacdo foi feita em microscépio de epifluorescéncia (Nikon 80i, Tokio,
JP), sob aumento de 400 x, em filtro WU com excitacdes de 450-490 nm e emissdo de 516—
617 nm.

Para a citometria, as avaliacfes da integridade da membrana e do acrossoma por esta
técnica utilizaram o método descrito por Martinez-Pastor et al. (2010). Foi utilizado o
citometro de fluxo Attune® (Life Technologies™, Aplyed Biosystems™). As sondas FITC-
PNA e IP foram excitadas pelo laser azul (488nm) e capturada nos filtros 530;30 (BL-1) e
640LP (BL-3), respecivamente. Foi usado o laser violeta de 405 nm para H 33342 (Hoestch,
Sigma B2261), 450/40 (VL-1) com a funcdo de separar a populacdo de células dos debris e
sujidades da amostra. Estes debris podem ser descartados utilizando gates em pontos
especificos de um grafico de pontos combinado a FSC (forward scatter of the laser light)/VL-
1 na emissdo de fluorescéncia dos espermatozdides. A partir de um gate contendo apenas
espermatozoides, as populagdes de células com acrossoma integros/reagidos e com membrana
integra foram geradas. Antes da leitura, procedeu-se a incubacdo das amostras por 15 min a
temperatura ambiente, com os fluorocromos protegidos da luz. A velocidade de anélise foi de

25 pl/min avaliando um total de 10.000 eventos. Os dados obtidos foram gerados em um
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gréfico logaritmico pelo programa Attune® Cytometric Software, version 1.2.5 (Life

Technologies™ Aplyed Biosystems™).

2.6 Andlise estatistica

Inicialmente, os dados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk. Porém, como
nenhuma das respostas de interesse apresentou distribuicdo normal, os dados foram
submetidos a transformacdo arco-seno. As respostas foram comparadas em funcdo dos
tratamentos e dos periodos de incubacdo apds o descongelamento atraves de andlise de
variancia com medidas repetidas, com o efeito dos machos doadores de sémen agrupado ao
efeito da coleta de sémen. As comparacdes entre médias foram realizadas pelo teste de
Tuckey. Ainda, os resultados das avaliagdes de integridade da membrana e integridade do
acrossoma, realizadas por microscopia as 0 h e por citometria de fluxo foram associados
através do teste de correlacdo de Pearson. Todas as analises foram conduzidas com Statistix®

(2008).

3. Resultados

A concentracgdo total de proteinas indicou que o PS ovino é aproximadamente quatro
vezes mais concentrado que o PS suino (188 pg/ml x 48 pg/ml, respectivamente). Foram
observadas respostas das analises de motilidade, integridade de membrana, integridade de
acrossoma, funcionalidade de mitocondria e integridade de DNA frente aos trés tratamentos

durante a hora O (Tabela 1).
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A motilidade e integridade de membrana do PS suino foi a menor entre os 3
tratamentos (P< 0,05), enquanto que o PS ovino foi semelhante ao tratamento controle
(P<0,05). A integridade de membrana foi melhor no ovino que no suino, porém ndo diferiu do
controle (P<0,05), entretanto para a analise de funcdo mitocondrial o controle apresentou
maiores médias em relacdo ao PS ovino e suino que nao diferiram entre si. A integridade de
DNA néo diferiu entre os tratamentos (P>0,05).

O periodo de incubacdo do sémen apds o descongelamento afetou os parametros de
qualidade seminal de forma distinta (Tabela 2). A motilidade, integridade de membrana e
integridade de acrossoma ndo apresentaram diferenca significativa até duas horas de
incubacdo, porem houve diferenca na hora quatro (P< 0,05). A funcdo mitocondrial apresentou
diferenca desde a hora 0 até a hora 4 (P<0,05). A avaliacdo de integridade de DNA néo diferiu

significativamente em funcdo do tempo de incubacéo (P>0,05).

Uma interacdo entre os efeitos dos tratamentos e dos periodos de incubacdo do sémen
foi detectada para a integridade da membrana e funcionalidade de mitocdndria (Tabela 3). No
tratamento com PS suino, a integridade da membrana apds 4 h de incubacdo foi semelhante a
observada com 0 h (P > 0,05), enquanto que nos demais tratamentos houve queda na
integridade da membrana (P < 0,05). Ainda, a funcdo mitocondrial para os trés tratamentos foi
semelhante durante a hora 0, porém apds duas horas de incubacdo houve um declinio
acentuado nas meédias para os trés tratamentos, sendo mais evidente no PS suino(P < 0,05).
Apo0s quatro horas o PS ovino apresentou maiores medias, porém foi semelhante aos demais
tratamentos.

As avaliagOes da integridade da membrana espermatica e do acrossoma atraves de

citometria de fluxo ndo detectaram diferengas entre os tratamentos (P> 0,05) (Tabela 4).
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Quando comparadas com as avaliagdes das mesmas variaveis, realizadas por microscopia de
fluorescéncia as 0 h de incubacdo, foi observada uma correlacdo positiva tanto para a
integridade da membrana (R= 0, 7915), quanto para a integridade do acrossoma (R= 0, 9148)

(P< 0,01, para as ambas as variaveis).

4. Discussao

Este estudo comparou o efeito da adicdo de 20% de PS ovino e suino pré-
congelamento ao sémen ovino diluido em tris-gema 1:1 (v/v). Até entdo, nao havia relatos de
experimentos utilizando o PS suino como aditivo para diluente de sémen ovino. A adi¢édo do
PS ovino foi associada com aumento na integridade de membrana e acrossoma pos-
descongelamento do sémen ovino criopreservado, engquanto que a adicdo de PS suino
demonstrou beneficio somente para a integridade de acrossoma. Comparando tratamento e
tempo, a integridade da membrana com PS ovino apresentou maiores taxas para as horas 0, 2 e
4, resultados que se assemelham com outro estudo utilizando o PS ovino (Barrios et al., 2000).
No entanto, o PS suino apresentou maiores taxas de integridade da membrana a partir de duas
h de incubacao.

Quanto a funcionalidade da mitocondria, os tratamentos com PS ovino e suino foram
inferiores ao controle, podendo-se notar um aumento na atividade a partir de duas horas de
incubacdo para ambos os tratamentos e um declinio da duas até as quatro horas, no tratamento
com PS ovino. A auséncia de alteragdes na motilidade e na integridade da membrana, do
acrossoma e do DNA, entre zero e duas horas de incubagdo representa uma informacéo

relevante para trabalhos em condigdes de campo, indicando que mesmo apds duas horas de
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incubacdo ap6s o descongelamento, o sémen ovino nao apresentou reducdo relevante em
varios parametros de qualidade.

A correlacdo positiva (R< 0,01) observada entre as avaliagdes de integridade da
membrana e do acrossoma por microscopia de epifluorescéncia e citometria de fluxo indicam
que, apesar da discrepancia, os resultados obtidos com ambos os métodos sdo compativeis. No
entanto, as avaliacGes por citometria de fluxo ndo comprovaram os efeitos aparentemente
positivos e negativos da inclusdo de PS, em especial o PS suino, observados na analise por
microscopia. Ainda, os percentuais de espermatozoides com membrana integra, obtidos
através da citometria de fluxo, foram aparentemente mais baixos do que os obtidos com
microscopia, porém para a integridade do acrossoma, 0s percentuais mais elevados foram
obtidos com o uso de citometria de fluxo, o que pode indicar que, apesar da finalidade da
técnica ser a mesmo, as técnicas apresentam certa variacdo entre si devido ao método de
preparo e de contagem da amostra.

Os dados obtidos com o PS ovino corroboram estudos anteriores, que demonstram a
eficiéncia da adicdo do PS ovino com o intuito de recuperar, diminuir ou frear o efeito do
congelamento em células criopreservadas (Barrios et al., 2000; Colas et al., 2009). Apesar de a
composicao do PS suino incluir mais de 90% de espermadesinas (Romero et al., 1997; Topfer-
Petersen et al., 1998), que apresentam efeitos na capacitacdo, somente obteve-se resultado
positivo quanto a integridade de acrossoma, provavelmente devido a presenca de proteinas
homdlogas. Estas proteinas, identificada no PS ovino no estudo de Barrios et al., (2005) e
Cardozo et al., (2008), tendo sua presenca confirmada a presenca no PS suino no estudo de
Druart et al., (2013). Apesar da homologia de 22% entre as proteinas dos plasmas seminais
utilizados no estudo, conforme descrito por Druart et al. (2013), o plasma seminal suino

parece ndo ser adequado para se assemelhar ao efeito do PS ovino. Porém, ainda ndo se
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conhecem todas as propriedades apresentadas pelas proteinas do PS, nem sua interacdo com
espermatozoides de outras espécies. Portanto, ainda é necessario identificar e purificar
proteinas que beneficiem o congelamento para serem posteriormente adicionadas a diluentes e
crioprotetores ou durante 0 momento de incubacéo.

Experimentos que relatam o uso de PS sdo contraditorios, pois a resposta dos
espermatozoides ao PS pode ser altamente variavel, em parte devido a presenca de fatores
inibitdrios e estimuladores (Lehay et al., 2010; Muifio-Blanco et al., 2008). Porém, um ponto
em comum abordado é a estacdo do ano na qual o PS é coletado (Perez-Pé et al., 2001; Lehay
et al., 2010). Estes resultados controversos sdo provavelmente a consequéncia dos
componentes e da concentracdo de PS utilizado, devido este ser uma mistura complexa de
proteinas que apresentam efeitos positivos e negativos nos parametros seminais (Rovegno et
al., 2013).

Fernandez-Gago et al. (2013) relataram um aumento da fluidez da membrana de
espermatozoides suinos, em amostras tratadas com 50% de PS suino, seguido por um aumento
na producdo intracelular de ROS e na proporc¢édo de acrossomas danificados ou reagidos, efeito
gue ndo pode ser detectado quando os espermatozoides eram tratados com 10% de PS. O que
indica que deve-se buscar uma concentracdo ideal para cada espécie.

O PS ovino obtido durante o outono e inverno seria associado com melhoria na
motilidade total e progressiva dos espermatozoides ap6s o descongelamento, enquanto que 0
PS obtido na primavera e no verdo néo teria efeito sobre a motilidade (Barrios et al., 2000;
Dominguez et al., 2008; Sharma et al., 2014). Neste experimento, 0 PS de ambas as espécies
foi obtido no periodo de inverno, enquanto que as coletas de sémen para o congelamento
foram realizadas na primavera. Sabe-se também que existe uma grande variacdo na

composicgdo do PS entre diferentes espécies, entre diferentes machos, e até mesmo, entre cada
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ejaculado colhido dos mesmos machos (Ashworth et al., 1994; Killian et al., 1993; Zhu et al.,
2000). Porém, no presente estudo o uso de pools combinando PS de varios machos pode ter
eliminado parcialmente o efeito individual de cada macho.

Alguns estudos afirmam que a composicao do PS de cada macho pode ser a alternativa
para alguns problemas de fertilidade, a partir da identificacdo de proteinas que aperfeicoam
certas caracteristicas (Cabalerro et al., 2004; Colas et al., 2009). Assim, cada macho pode ser
destinado a um tipo diferente de atividade (congelamento, FIV, entre outros), pois as
diferencas na fertilidade observadas entre os animais, muitas vezes ndo sdo detectadas pelos
testes rotineiros empregados na avaliacdo da qualidade do sémen. Esses métodos de avaliacao
tem sido objeto de importantes progressos nos ultimos anos, embora nenhum teste de
laboratdrio seja comprovadamente eficaz na predicdo da fertilidade (Amman, 1995). Analises
bioquimicas, associadas aos critérios de avaliacdo espermatica, poderiam auxiliar na
identificacdo de diferencas importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Uma das
alternativas futuras a serem seguidas neste sentido, poderia ser a metodologia semelhante a de
Kukov et al., (2009), que separou vérias proteinas do PS através de cromatrografia e utilizou
diferentes fraces do PS na incubacdo pds-descongelamento, demonstrando diferentes efeitos
na motilidade e na viabilidade dos espermatozoides, dependendo da fracdo utilizada. Neste
estudo realizado por Kuvov et al.,(2009), observou-se que proteinas de baixo peso molecular
(14-20 kDa) séo absorvidas especificamente na superficie da membrana plasmatica na regido
apical e na parte intermediaria da cabeca, podendo apresentar um maior efeito protetor do que

proteinas com maior peso molecular.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

29

5. Concluséo

A adicdo de 20% de PS ovino ao diluente para congelamento do sémen ovino demonstrou
efeitos positivos nos parametros seminais pds-congelamento de integridade de membrana e
integridade de acrossoma. A adicdo de 20% de PS suino também beneficiou a integridade de

acrossoma, porem nao apresentou efeitos sobre os parametros de qualidade seminal.
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1 Tabela 1: Qualidade do sémen ovino pds-descongelamento em funcdo da inclusdo de plasma seminal (PS) de
2 diferentes espécies na hora 0
Tratamento
Variavel (%) Controle PS ovino PS suino
Motilidade 30,0 £2,0° 30,4 +2,0° 24,6 +2,0°
Integridade da membrana 37,5+2,6% 40,9 + 2,6 31,4+ 2,6
Integridade do acrossoma 46,7 + 3,5 56,7 £3,5% 59,5 + 3,5
Func&o mitocondrial 700+1,7° 61,8 +1,7° 63,6 +1,7°
Integridade do DNA 91,2+31° 96,5 +3,1% 93,6 +3,1°
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*®Médias + EPM com expoentes distintos demonstram diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05).
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Tabela 2: Qualidade do sémen ovino em funcdo do tempo de incubacdo apo6s o descongelamento

38

Tempo de Incubacdo (h)

Variavel (%) 0 2 4

Motilidade 28,3 +1,0" 25,7 +1,0% 16,7 +1,0°
Integridade da membrana 36,6 +1,5" 35,0+15" 24,5 +1,5°
Integridade do acrossoma 54,3 +2,3" 49,5 +23" 42,8+23°
Funcdo mitocondrial 65,1 +1,7% 451+1,78 35,4 +1,7¢
Integridade do DNA 93,8+1,8" 96,0 +1,8" 95,0 +1,8"

*Pc\Médias + EPM com expoentes distintos demonstram diferenca significativa em funcéo do tempo (P<0,05).
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Tabela 3: Integridade da membrana e funcdo mitocondrial em funcdo da inclusdo de plasma seminal (PS) de

diferentes espécies e do tempo de incubacdo do sémen ovino ap6s o descongelamento

Variavel (%) Tempo (h) Tratamento
Controle PS ovino PS suino
0 37,5+ 2,6® 41,0 £ 2,6% 31,4 +2,6™
Integridade da membrana
2 30,9 + 2,6™ 38,2 +2,6° 36,0 + 2,6
4 22,1+ 2,6 26,2 +2,6% 25,3 + 2,6%
0 70,0 + 3,0 61,8 + 3,0 63,6 + 3,0
Fungdo mitocondrial 2 48,1+ 3,0 48,3 +3,0Y 38,9 +3,0¢
4 35,2 + 3,0° 38,3 + 3,0 32,7 +3,0°

2P¢ Médias + EPM com expoentes distintos demonstram diferenca significativa em funcdo da interacéo

tratamentos e tempo (P<0,05).

*¥Z Médias + EPM com expoentes distintos demonstram diferenca significativa em funcdo da interagdo

tratamentos e tempo (P<0,05).
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Tabela 4: Integridade da membrana e do acrossoma apds o descongelamento para sémen ovino, em fun¢do da
inclusdo de plasma seminal (PS) de diferentes espécies, ap6s avaliacdo por microscopia de fluorescéncia e

citometria de fluxo

Variavel (%) Método Controle PS ovino PS suino

) Microscopia 375+26 41,0+6 314+26
Integridade da membrana ) )

Citometria 22,4140 17,3+£4,0 14,0+£4,0

) Microscopia 46,7 +4,1 56,7 +4,1 59,5+4,1
Integridade do acrossoma ) )

Citometria 69,4 £3/4 63,3+3,4 62,6 £3,4

Para a andlise de citometria ndo houve significancia estatistica (P> 0,05).
Correlacdo positiva entre microscopia e fluorescéncia e citometria para integridade de mitocondria (R<0,7915) e

integridade de acrossoma (R<0,9148).
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2 Conclusao Geral

A adicdo do PS ao sémen pode ser uma alternativa para evitar os danos
causados pelo resfriamento, efeito da diluicdo, aumentar parametros de capacitacao,
motilidade, reversdo do choque térmico. Neste estudo foi observado um efeito
benéfico da adicdo do PS ovino e suino em alguns parametros de fertilidade.
Conclui-se que, apesar da semelhanca de 22% das proteinas entre os PS suino e
ovino, a adicdo de 20% de PS suino ao diluente do sémen criopreservado ovino
afetou positivamente o pardmetro de integridade de acrossoma, porém o0s demais
parametros seminais de fertiidade ndo foram afetados positivamente no pos-
descongelamento. Mais analises sdo necessarias para definir o uso do plasma
heterélogo, identificando principalmente proteinas que possam interagir com 0s
espermatozoides ovinos, sem diminuir seu potencial fertilizante. Alternativas para a

continuidade deste estudo sao:

e Uso de novos fluorocromos para analises de integridade de membrana,
apoptose, funcionalidade de mitocéndria, peroxidacao lipidica e fluidez de
membrana;

e Uso do teste de penetracdo oocitaria e fertilizacdo in vitro, para avaliar a
fertilidade do sémen pés-descongelamento;

e Analise da ultra-estrutura da célula espermatica, submetida ao congelamento
e descongelamento, através do uso da microscopia eletrénica de transmisséo
e varredura;

e Uso da eletroforese 2D para a diferenciacdo de proteinas de cada macho;

e Uso de espectrometria de massa para a identificacdo das proteinas obtidas na
eletroforese 2D;

e ApOs a diferenciacdo e identificacdo das proteinas de cada macho, buscar
semelhancas em bancos de dados in silico por proteinas alvo;

e Purificacdo e teste das proteinas mais significantes obtidas apds a analise in

silico;
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e Testar a adicdo destas proteinas separadamente no sémen pré-congelamento
e pos-congelamento utilizando métodos de imunomarcacdo para confirmar

sua acao.
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