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RESUMO

TORRES, M. A. Efeito da adicio de plasma seminal nas caracteristicas da motilidade e
na fertilidade de espermatozoides criopreservados de suinos. [Effect of seminal plasma on
motility characteristics and fertility of cryopreserved boar spermatozoa]. 2015. 107f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, 2015.

A criopreservagdo do sémen suino ainda ¢ um desafio devido a extensdo dos danos causados
pelo choque-frio. Os espermatozoides oriundos da fragdo rica do ejaculado suino possuem a
membrana plasmatica mais estavel, sdo mais resistentes ao choque-frio e a reagdo acrossomal
precoce do que aqueles oriundo da fragdo total do ejaculado. Com isso, o uso do plasma
seminal oriundo dessa fragdo do ejaculado suino também poderia aumentar a criotolerancia
dos espermatozoides suinos e/ou reverter os danos oriundo da criopreservacdo. Entretanto, a
grande maioria das técnicas de avaliagdo espermatica inclui apenas um parametro de
funcionalidade espermatica. Por outro lado, quanto mais caracteristicas espermaticas
analisadas, mais fiel se torna a avaliagdo quanto ao potencial fertilizante da amostra. Nesse
contexto, esse trabalho objetivou a validacdo de uma técnica de andlise espermatica por
citometria de fluxo para a avaliacdo simultanea da integridade das membranas plasmatica e
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial. Além de avaliar os efeitos da
adi¢do/manutengdo do plasma seminal oriundo da fra¢do rica do ejaculado suino sobre a
cinética espermatica, integridade das membranas plasmatica e acrossomal e potencial de
membrana mitocondrial, fluidez e peroxidacdo das membranas espermaticas, fosforilacdo do
aminoacido tirosina, taxa de fertilidade e de prenhez precoce. A técnica sugerida em nosso
trabalho ¢ capaz de detectar (R = 0,9356; p < 0,01) simultaneamente os espermatozoides com
a membrana plasmatica e acrossomal integras e alto potencial de membrana mitocondrial
(PTIAIA). O plasma seminal da fragdo rica do ejaculado suino gera beneficios para a cinética
espermatica melhorando a motilidade total e progressiva dos espermatozoides descongelados
(p < 0,05). Por outro lado, a manutengao/adi¢do de plasma seminal oriundo da fragdo rica do
ejaculado suino, ndo € capaz de alterar (p > 0,05) os espermatozoides PIAIA, a fosforilagdo
do aminodcido tirosina, a fluidez e a peroxida¢do das membranas espermaticas. Entretanto,
essas caracteristicas devem ser cuidadosamente interpretadas, uma vez que, a fluidez e a
peroxidagdo das membranas espermaticas sdo alteradas (p < 0,05) pelo processo de
centrifugacdo. As taxas de fertilidade e de prenhez precoce também ndo foram influenciadas
(p > 0,05) pela adicao de plasma seminal oriundo da fracdo rica do ejaculado suino. Portanto,

podemos concluir que o plasma seminal da fragdo rica possui efeito benéfico sobre a



fisiologia dos espermatozoides pos-descongelacdo, melhorando a criopreservacdo do sémen
suino.

Palavras-chave: Espermatozoide. Suino. Membrana. Plasma seminal. Fertilidade.



ABSTRACT

TORRES, M. A. Effect of seminal plasma on motility characteristics and fertility of
cryopreserved boar spermatozoa. [Efeito da adi¢do de plasma seminal nas caracteristicas da
motilidade e na fertilidade de espermatozoides criopreservados de suinos]. 2015. 107f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, 2015.

Boar semen cryopreservation is still a challenge due to the extension of cold shock damage.
Boar spermatozoa arising from sperm-rich ejaculate fraction are reported to have a more
stable plasma membrane, more resistant to cold shock and premature acrosome reaction than
spermatozoa from the whole ejaculate. Thus, seminal plasma arising from whole sperm-rich
fraction can increase cryotolerance of boar spermatozoa, and in other domestic species it has
the ability to reverse cryopreservation damage. However, the majority of actual sperm
evaluation techniques include a single sperm parameter, which makes the sperm
characterization of a single population difficult. In this context, this work was performed to
validate a sperm flow cytometry fourfold coloration technique for the simultaneous evaluation
of plasma and acrosomal membrane integrity and mitochondrial membrane potential.
Furthermore, we evaluate the seminal plasma arising from whole sperm-rich fraction effects
on sperm kinetics, plasma and acrosomal membrane integrity and mitochondrial membrane
potential, tyrosine phosphorylation, membrane fluidity and peroxidation, fertility and early
pregnancy rate. The proposed technique is able (R* = 0.9356; p < 0.01) to simultaneous
detection of plasma and acrosomal membrane integrity and high mitochondrial membrane
potential (IPIAH). Seminal plasma arising from whole sperm-rich fraction is able to improve
(p < 0.05) total and progressive motility. Furthermore, seminal plasma arising from whole
sperm-rich fraction maintenance/addition was not able to improve (p > 0.05) the IPIAH sperm
population, tyrosine phosphorylation, membrane fluidity and peroxidation. However, these
sperm characteristics need to be carefully interpreted, once, membrane fluidity and
peroxidation could be influenced (p < 0.05) by centrifugation. Fertility and early pregnancy
rate we not improved (p > 0.05) by seminal plasma addition. Therefore, we concluded that
sperm fourfold coloration can be used to evaluate simultaneously plasma and acrosomal
membranes integrity and mitochondrial membrane potential and that whole sperm-rich
fraction seminal plasma can be beneficial to post-thawed sperm physiology, thereby

improving boar semen cryopreservation.

Keywords: spermatozoa, swine, membrane, seminal plasma, fertility
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1 INTRODUCAO

O sémen criopreservado de suino ¢ utilizado em baixa escala comercial (JOHNSON et
al., 2000), sendo que menos de um por cento das inseminagdes artificiais realizadas no
mundo, na suinocultura industrial, ocorre com a utilizagdo de sémen criopreservado
(RODRiGUEZ-GIL; ESTRADA, 2013), apesar de esta ser considerada a melhor
biotecnologia para a conservagdo do sémen suino por longos periodos (YESTE, 2015). Além
das vantagens de possibilitar o transporte de genéticas de alta qualidade e/ou das doses
seminais sem restricdes de tempo, possibilitando também a incorporagdo de testes para
presenga de patdogenos, e consecutivamente, melhorando a biosseguridade (BAILEY et al.,
2008) além da possibilidade de manutengdo de banco de germoplasma (EGITO et al., 2002).

Essa baixa exploracdo do uso do sémen congelado na suinocultura industrial ¢
consequéncia dos danos estruturais e funcionais as membranas espermaticas, oxidagdo dos
lipideos e do material genético, alteragdo na estrutura e organizagdo da membrana plasmatica;
danos que sdo inerente ao processo, € geram, por consequéncia, a diminuicdo do potencial
fertilizante dessas células apos a descongelacdo (JOHNSON et al., 2000; RATH et al., 2009)
diminuindo o ntimero de leitdes por leitegada (JOHNSON et al., 2000).

As alteracdes geradas nas membranas espermaticas durante o processo de congelacio
e descongelacdo se assemelharem aquelas ocorridas durante o capacitacdo fisioldgica
(BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000; WATSON, 2000). Além disso, os
espermatozoides descongelados apresentam in vivo caracteristicas semelhantes aqueles
capacitados prematuramente (VADNAIS; ALTHOUSE, 2011), possuindo a habilidade de
fertilizar o oocito (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000) mas com uma vida util muito
curta (BAILEY; BILODEAU; CORMIER, 2000; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007) por nao
conseguirem formar o reservatdrio espermatico, o que ocorre por ndo serem capazes de se
aderir as células epiteliais da tuba uterina, devido ao aumento da fluidez do lipideos da
membrana plasmatica (TIENTHAI; JOHANNISSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2004;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

Mariana Andrade Torres
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O sucesso da criopreservagdo seminal estd intimamente correlacionado com a
capacidade dos espermatozoides em sobreviverem aos processos de congelacio e
descongelagdo, mantendo sua integridade e funcionalidade (JOHNSON et al., 2000). A partir
desse principio, muitos estudos tem sido conduzidos a fim de melhorar a criopreservacao do
sémen suino, diminuindo os danos inerentes ao processo. Uma das alternativas que surgiu a
alguns anos foi a adicdo de plasma seminal ao meio de descongelacdo seminal em véarias
espécies como bovinos (GARNER et al., 2001), equinos (DE ANDRADE et al., 2011, 2012),
carneiros (ROVEGNO et al., 2013) e suinos (HERNANDEZ et al., 2007b; OKAZAKI et al.,
2009, 2012; SARAVIA et al., 2009; FERNANDEZ-GAGO; DOMINGUEZ; MARTINEZ-
PASTOR, 2013), e na grande maioria dos estudos foi observado o efeito benéfico que o
plasma seminal tem sob os espermatozoides descongelados, o qual deve-se ao efeito que essa
fragdo seminal tem de prote¢do contra o choque-frio (PURSEL; SCHULMAN; JOHNSON,
1973).

Em suinos tem se adotado o uso de fragdes especificas do ejaculado em substitui¢do a
fracdo total, e tem-se obtido resultados satisfatorios (SARAVIA et al., 2007). Tal fato tem
ocorrido depois da descoberta que os espermatozoides derivados dos primeiros 10 mL da
fragdo rica em espermatozoides (sperm-peak portion) sdo mais resistentes ao choque-frio,
reagdo acrossomal prematura, possuem maior estabilidade de membrana plasmatica o que, por
fim, resulta em maior sobrevivéncia pds-descongelagdo (PENA et al., 2006; GARCIA et al.,
2009; SARAVIA et al., 2009; SARAVIA; WALLGREN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2010).

A adigdo do plasma seminal ao s€émen pds-descongelagdo tem a capacidade de reduzir
a criocapacitagdo ja que reduz o nimero de espermatozoides capacitados e/ou com acrossomo
reagido em humanos, carneiros e suinos (HAN et al., 1990; VADNAIS et al., 2005; CROSS,
1993; GUTHRIE; MAXWELL; JOHNSON, 2000) ¢ melhora a viabilidade (DE ANDRADE
et al., 2011) e a motilidade dos espermatozoides (GUTHRIE; MAXWELL; JOHNSON,
2000). Fato este, que leva a obtengdo de melhores resultados nos indices de prenhez em
inseminagdes com sémen criopreservado de carneiros (MAXWELL et al., 1999), ou seja, a
criocapacitacdo e os efeitos deletérios da refrigeragdo podem ser revertidos com a adi¢do de
plasma seminal autélogo ao sémen descongelado ou submetido a refrigeracdo (CROSS, 1993;

BARRIOS et al., 2000; GUTHRIE; MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Mariana Andrade Torres
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Na espécie suina, antes de se submeter o sémen a congelacdo realiza-se a
centrifugacdo. Este procedimento ¢ necessario para promover o aumento da concentragdo dos
espermatozoides, o qual ¢ essencial para permitir o envasamento (CARVAJAL et al., 2004).
Este plasma seminal retirado ¢ entdo descartado mesmo sabendo que este ao ser adicionado ao
sémen pods-descongelacdo ¢ capaz de reduzir os efeitos da criocapacitagdo (VADNALIS;
ROBERTS, 2007).

Com o intuito aprimorar os estudos relacionados a melhora da congelabilidade do
sémen suino, tanto no que diz respeito a qualidade in vitro dos espermatozoides, quanto a
capacidade fertilizante dos mesmos p6s descongelacgdo, este estudo tem como objetivo avaliar
os beneficios que a adicdo do plasma seminal pode trazer aos parametros espermaticos pos-

descongelagdo assim como avaliar a capacidade fecundante desses espermatozoides.

Mariana Andrade Torres
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Nessa sessdo serdo abordados e revisados os temas que foram essenciais para a

elaboracao das hipoteses posteriormente apresentadas.

2.1 OS ESPERMATOZOIDES SUINOS E A CRIOPRESERVACAO SEMINAL

Apobs o advento dos crioprotetores penetrantes, com a descoberta que o glicerol
poderia ser utilizado em protocolos de criopreservagao seminal com bons resultados (POLGE;
SMITH; PARKES, 1949), essa biotecnologia passou a ser intensivamente estudada.
Entretanto, por mais que a criobiologia tenha avangado muito nos ultimos anos, ainda obtém-
se resultados muito similares aos obtidos por Polge (1951) na primeira criopreservagao,
registrada com sucesso, realizada com sémen de galo, com aproximadamente 50% de
sobrevivéncia pos-descongelacao.

A criopreservacdo do sémen suino se faz importante no ambito do transporte de
genética associado a biosseguridade global (BAILEY et al.,, 2008). A criobiologia dos
espermatozoides suinos vem sendo amplamente estudada desde sua primeira criopreservagao
em 1970 (PURSEL; JOHNSON; GERRITS, 1970), devido as caracteristicas impares do
ejaculado suino quando comparado com o de outras espécies domésticas (JOHNSON et al.,
2000).

A primeira particularidade do sémen suino ¢ o grande volume ejaculado (200 — 400
mL), o que gera a necessidade de centrifugacdo do sémen para concentragdo dos
espermatozoides visando possibilitar o envase em palhetas finas (0,25 — 0,5 mL) para
criopreservacao seminal da fracdo total do ejaculado (CARVAJAL et al., 2004).

Por outro lado, a particular fisiologia da ejaculacdo dos machos suinos possibilita a
diferenciagdo de fragdes especificas do ejaculado (RODRIGUEZ-MARTINEZ;
WALLGREN, 2011). A primeira fragdo, denominada fracdo pré-espermatica (PSF)
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corresponde a secrecdes das glandulas bulbouretrais e da prostata; a fracdo seminal seguinte,
que ¢ claramente diferenciada pela sua coloragdo esbranquicada e aspecto mais espesso, € €
denominada fragdo rica (FR) e possui a maior concentragdo de espermatozoides, fluido
epididimario e pouca secrecdo das glandulas sexuais acessorias, os dez primeiros pulsos
ejaculatorios dessa fragdo ¢ denominada sperm-peak portion; a fragdo pds-espermatica
(PSRF) é composta por uma quantidade reduzida de células espermaticas embebidas em
grande quantidade de plasma seminal (PS). A ultima fra¢do do ejaculado suino ¢ representado
pela fragdo gelatinosa oriunda das glandulas bulbouretrais, a qual possui a fun¢do, na monta
natural, de tampao cervical para evitar o refluxo de sémen pds copula (RODRIGUEZ-
MARTINEZ; WALLGREN, 2011).

A utilizacdo a fragdes do ejaculado, mais especificamente a sperm-peak portion, &
possivel simplificar do método de criopreservagdo, ndo sendo necessaria a etapa de
centrifugacdo para a concentracdo dos espermatozoides (SARAVIA; WALLGREN;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2010; RODRIGUEZ-MARTINEZ; WALLGREN, 201 1). Os
espermatozoides oriundos da sperm-peak portion sdo mais resistentes ao choque frio, reagdo
acrossomal prematura e possuem uma maior estabilidade das membranas espermadticas
(HOSSAIN et al, 2011a), o que gera um aumento na viabilidade espermatica pos-
descongelagdo (PENA et al., 2006; GARCIA et al., 2009; SARAVIA et al., 2009; SARAVIA;
WALLGREN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2010).

Por outro lado, a sperm-peak portion possui apenas a metade do numero de
espermatozoides da fragdo rica total, estando a outra metade presente no restante da fragdo
rica (ZASIADCZYK et al., 2015). Com isso, a técnica de congelacdo do s€émen suino com o
uso da sperm-peak portion gera uma grande perda dos espermatozoides, e os seus beneficios
podem ndo compensar as perdas geradas. Apesar do uso da fracdo rica total ndo ser comum
para a criopreservagao do sémen suino, ¢ possivel que a criopreservagdo dessa fracdo seminal

gere beneficios pelo melhor aproveitamento dos espermatozoides do ejaculado.
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2.1.1 As membranas espermaticas dos espermatozoides suinos e a criopreservacio

seminal

A membrana plasmatica ¢ composta por uma bicamada de fosfolipidios, moléculas de
colesterol e proteinas, respeitando o modelo de Mosaico Fluido proposto por Singer e
Nicolson (1972). Os fosfolipidios de membrana possuem uma distribuicdo assimétrica em
toda a bicamada, entretanto, normalmente, a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina estao
presentes no folheto citoplasmatico da membrana enquanto a fosfatidilcolina e a
esfingomielina localizam-se na porcao extracelular da bicamada lipidica (GADELLA, 2008)

Os espermatozoides suinos possuem distintas particularidades em relagdo a
composicdo da membrana plasmatica, a qual, nessa espécie possui baixa concentracdo de
fosfatidilcolina e altas porcentagens de fosfatidiletanolamina e esfingomielina. A composicao
dos acidos graxos dos fosfolipidios de membrana determina o comportamento da fase de
transicao lipidica da membrana plasmatica (JOHNSON et al., 2000). Os diferentes tipos de
lipideos de membrana possuem diferentes temperaturas de transi¢do, o que faz com que com a
diminui¢do da temperatura os lipideos com a mesma sensibilidade se agrupam, as vezes
irreversivelmente, formando balsas lipidicas (DE LEEUW et al., 1990) e como consequéncia
alteram a seletividade e a permeabilidade da membrana plasmatica (WATSON, 2000).

A membrana plasmatica ¢ considerada o primeiro sitio da ag¢do deletéria do choque
térmico (BAILEY et al., 2008; MEDRANO; WATSON; HOLT, 2012), o qual ¢ responsavel
pelo efluxo de colesterol durante a criopreservagdo (WHITE, 1993). Além disso, a propor¢ao
colesterol: fosfolipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides de suinos ¢ mais baixa
(0,12) (DE LEEUW et al., 1990) do que em outras espécies como bovinos (0,38) e ovinos
(0,36) (DE LEEUW et al., 1990). Essas particularidades da membrana espermatica de suinos
induz uma maior formag¢do das balsas lipidicas durante a refrigeracdo, o que torna os
espermatozoides dessa espécie mais sensiveis ao choque frio (SIMPSON el al., 1987). A
remog¢ao do colesterol das membranas espermaticas aparentemente ¢ o mediador da via de
ativacdo da capacitagdo espermatica, podendo culminar na reagdo acrossomal (SHADAN et

al., 2004).
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A criopreservagdo espermatica ¢ responsavel pela diminui¢ao da atividade celular, até
a sua total suspensdo, a qual ¢ recuperada apos a descongelagdo (MAZUR, 1984). Entretanto,
o metabolismo e funcionalidade celular ndo ¢ recupera na grande maioria das células, em
decorréncia de danos letais e irreversiveis que ocorrem durante a congelacdo. Esses danos
ocorrem principalmente devido a formagdo inadequada de cristais de gelo, estresse osmético,
choque frio, e descongelagio (WATSON, 2000), sendo a membrana plasmatica e a
acrossomal externa sdo as estruturas espermaticas mais criosensiveis (SALAMON;

MAXWELL, 1995).

2.1.2 Fosforilacao das proteinas

Os espermatozoides maduros possuem sua particular idiossincrasia como células
altamente especializadas. Estas sd3o altamente compartimentalizadas, inativas quanto a
transcricdo génica e inaptas a sintetizar novas proteinas. Desta maneira, percebe-se a grande
importancia das fosforilagdes das proteinas como forma de alterar suas fungdes, quando
comparado a outros tipos celulares. Durante a fertilizacdo, a funcdo espermatica ¢ regulada
por um sistema de sinais intracelulares que controlam fosforilagdes de proteinas. A
fosforilacdo dos aminoacidos Serina/Treonina e da Tirosina ocorrem no espermatozoide, mas
somente algumas proteinas fosforiladas foram identificadas. Embora a via do cAMP-
dependente da proteina quinase A desempenhe um papel central na fun¢do espermatica e ja
tenha sido estudada em detalhes (VISCONTI; KOPFE, 1998), o conhecimento sobre as
tirosina quinases e outras serina/treonina quinases permanece limitado (URNER; SAKKAS,
2003). Embora ocorra a fosforilagdo nos aminoacidos serina, treonina ¢ na tirosina, a
fosforilagdo do aminoacido tirosina ¢ muito importante e deve ser considerada como a
primeira, ou até mesmo a Unica a ser interpretada como um sinal de transdu¢do em uma célula
(NAZ; RAJESH, 2004). Os processos regulados pela fosforilagdo do aminodcido tirosina
incluem a capacitacdo, hiperativagcdo e a reagdo acrossomal, todas essas fungdes necessarias

para que o espermatozoide alcance e se fusione ao oo6cito (VISCONTI et al., 2002).
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Em geral, a fosforilagdo do aminoacido tirosina ¢ estudada pela identificacdo de
proteinas com tirosina fosforilada, em popula¢des espermaticas durante a capacitagdo e apos a
exposicdo a indutores da rea¢do acrossomal, pela técnica de Western blot. Estes estudos
levaram ao acimulo de informag¢des quanto ao peso molecular das proteinas com residuos de
tirosina fosforilado e quais papéis estas exercem durante a capacitacdo e a reagdo acrossomal.
A fosforilagdo das proteinas também pode ser observada em um espermatozoide
individualmente por imunocitoquimica, a qual revela a compartimentalizacdo das proteinas
fosforiladas e a heterogeneidade da populacdo espermatica (URNER; SAKKAS, 2003).

Deste modo, a fosforilagdo do aminoacido tirosina das proteinas espermaticas ¢ um
importante mecanismo intracelular de regulacdo da capacitacdo espermatica de mamiferos,
servindo como um significativo indicador da evolucdo deste processo. Este mecanismo parece
ser promovido pela agdo de fatores auxiliadores da capacitagdo como a proteina semelhante a
albumina, o bicarbonato e o calcio (VISCONTI et al., 1995; VISCONTI; KOPF, 1998;
TARDIF et al., 2001).

2.1.3 Hipermotilidade

O processo de capacitacdo espermdtica também envolve mudancas no padrdo de
motilidade, o qual ¢ denominado de hiperativacdo (YANAGIMACHI, 1994). Este padrao de
movimento € necessario para a progressao do espermatozoide na tuba uterina, permitindo a
liberacdo do espermatozoide do epitélio do istmo (DEMOTT; SUAREZ, 1992) e promovendo
a motilidade necessaria para a penetragdo da zona pelicida (SUAREZ; PACEY, 2006). A
hiperativacdo ¢ caracterizada por movimentos vigorosos do flagelo, marcante deslocamento
lateral da cabega do espermatozoide e presenca de uma trajetoria ndo progressiva (SUAREZ;
KATZ; OVERSTREET, 1983).

A hiperativagdo deve ter seu inicio em lugar e momento apropriado para que o
espermatozoide consiga realizar a fertilizagdo. Seria provavel que este local estivesse com

liquido folicular e presenga do cumulus para entdo iniciar a hiperativagdo, mas ha evidéncias
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in vivo de que estes fatores por si s6 ndo iniciam a hiperativagdo (HO; SUAREZ, 2001).
Embora o liquido folicular seja encontrado na ampola da tuba uterina no momento da
ovulacdo das porcas, somente < 1% permanece retido no limen da ampola (HANSEN et al.,
1991).

A hiperativacdo tem sido considerada como parte no processo de capacitacao;
entretanto, ha evidéncias (em bovinos) que a hiperativagdo ¢ regulada separadamente ou por
uma via de sinalizagio do Ca*" divergente da que regula a reagiio acrossomal, tendo em vista,
que a hiperativacao ocorre mesmo quando ¢ adicionado ao meio substincias que bloqueiam a
capacitacdo como o H-89, um inibidor da proteina quinase A (PKA) e o Rp-cAMPS,
antagonista do cAMP (MARQUEZ; SUAREZ, 2004). Somando-se a estes achados,
Colenbrander et al. (2001) descreveram que a porcentagem de células hiperativadas de uma
determinada populacdo de células com motilidade ndo teve mudangas quando induzidas a
capacitagdo, concluindo que este movimento caracteristico ndo pode ser usado na avaliagdo
da capacitacao.

O movimento caracteristico apresentado pela célula espermatica durante o fendémeno
da hiperativagdo pode ser detectado pelas analises computadorizadas da motilidade (CASA —
Computer Assisted Sperm Analisys). Este padrao de movimento € representado pelo aumento
do ALH (amplitude do deslocamento lateral da cabeca) e do VCL (velocidade curvilinear)
(WHITE; AITKEN, 1989; BURKMAN, 1991). Schmidt e Kamp (2004) descreveram que os
espermatozoides suinos podem ser considerados hiperativados quando apresentam ALH > 3.5

um e VCL > 97 um/s.

2.1.4 Reaciao Acrossomal

O odcito de todos os mamiferos eutérios € circundado por um revestimento
glicoprotéico, a zona pelucida, esta ¢ circundada pelas células da granulosa oriundas do

cumulus oophorus recém expandido (YANAGIMACHI, 1994). Antes de fertilizar o o6cito, o
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espermatozoide deve passar pela zona pelicida e, para isto acontecer, o espermatozoide tem
que sofrer a reagdo acrossomal assim que se ligar a zona. A reacdo acrossomal ¢ um evento
irreversivel de exocitose, caracterizado por um aumento repentino do influxo de Ca*" para o
interior da célula e fusdo da membrana acrossomal externa com a membrana plasmatica
(GADELLA et al., 2001), deste modo, liberando as enzimas (hialuronidase, proacrosina,
esterases, fosfolipase A,, fosfatases acidas, aril-fosfatases, -N-acetil glucosaminidase, aril
amidase e proteinas acidas ndo especificas) responsaveis pela lise da zona pelucida (BAZER;

GEISERT; ZAVY, 1995).

2.1.5 Mudancas semelhantes a capacitacao (criocapacitacio)

A criopreservagdo do sémen ¢ uma importante ferramenta para a reprodugdo assistida,
embora a fertilidade do espermatozoide criopreservado seja reduzida por danos, por vezes
subletais e que ndo se encontram ainda elucidados por completo (BAILEY; BILODEAU;
CORMIER, 2000).

Embora a base para explicar a menor fertilidade recaia no fato das amostras
criopreservadas apresentarem uma menor motilidade, s6 a motilidade baixa ndo pode ser a
unica explicagdo, pois mesmo quando realizadas inseminagdes intra-cervicalmente com o
mesmo niimero de espermatozoides moveis, a fertilidade do sémen congelado ¢ menor que no
sémen fresco (WATSON, 1995).

Pesquisas tém apontado que esta baixa fertilidade no sémen criopreservado esta
associada as mudangas que se assemelham ao que ocorre durante a capacitacido
(criocapacitagdo) como a reorganiza¢do e aumento de fluidez da membrana plasmatica e o
influxo de célcio para o interior da célula espermatica (MAXWELL; JOHNSON, 1997;
GREEN; WATSON, 2001).

Fuller e Whittingham (1996) observaram que quase todos os espermatozoides

apresentavam mudancgas semelhantes a capacitagcdo (criocapacitacdo) apos a descongelagao.
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As mudancas foram reveladas pelo aumento na propor¢do de células apresentando
fluorescéncia no padrdo B (células capacitadas) quando coradas com a sonda clortetraciclina
(CTC). Somando-se a este resultado, sabe-se que as células criocapacitadas estdo aptas a
culminar com a reagdo acrossomal ou, até mesmo, fertilizar odcitos in vitro (GILLAN;
EVANS; MAXWELL, 1997; MAXWELL; JOHNSON, 1997) (PERES et al., 1996). Porém,
estas células criocapacitadas ndo sdo capazes de se ligar ao epitélio da tuba uterina, para assim
formarem o reservatorio espermatico. Deste modo, reduzindo o tempo de sobrevivéncia
destas células no trato reprodutivo feminino (ABAD et al., 2007).

E importante salientar o que se encontra descrito no trabalho proposto por Neild et al.
(2003). Estes autores ao associarem a CTC com a sonda Hoechst 33258, um corante
impermeavel a membrana plasmatica e que se liga a0 DNA das células com membrana
plasmatica lesada (ndo viaveis), observaram que as células consideradas ndo viaveis (positivo
para o H3258) apresentavam todos os padrdes exibidos pela técnica da CTC.

Estudos mais recentes realizados na espécie suina (GREEN; WATSON, 2001;
BRAVO et al., 2005) tem demonstrado que apesar das células refrigeradas (5°C) ou
criopreservadas apresentarem como resultado final aspectos semelhantes a uma célula
capacitada as vias intracelulares sdo distintas, tendo em vista, os diferentes padrdes de
fosforilacao dos residuos de tirosina.

Deste modo, conhecimentos sobre os processos que resultam/ou ndo na capacitagao
prematura do espermatozoide suino durante a criopreservacdo sdo imprescindiveis para a
obten¢do de uma boa taxa de fertilidade, bem como dos mecanismos para prevenir ou atrasar

estas mudangas.

2.2 O PLASMA SEMINAL E SEU IMPACTO NA CRIOPRESERVACAO SEMINAL

O sémen ¢ um fluido oriundo da unido das secregdes de glandulas sexuais acessorias e

reprodutivas, o qual pode ser dividido em duas fragdes: celular e acelular. Esta ultima ¢
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genericamente denominada de plasma seminal (PS), a qual ¢ composta pela unido dos fluidos
da cabega do epididimo e das glandulas sexuais acessorias (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2011). Varios componentes organicos e inorganicos constituem o plasma seminal como
aminoacidos, proteinas, ions, frutose, sorbitol, inositol, bicarbonato, substancias
antimicrobianas, lipidios e uma gama variada de substancias hormonais (GARNER; HAFEZ,
2004).

O plasma seminal ¢ uma mistura de secre¢des produzidas nos testiculos, epididimos e
pelas glandulas sexuais acessorias, sendo importante em multiplas fungdes que envolvem os
eventos que precedem a fertilizacdo. Existem varios componentes organicos € inorganicos no
plasma, como aminoacidos, proteinas, ions (Na", CI, Ca”", Mg2+, K, entre outros),
bicarbonato, frutose, sorbitol, inositol, ergotionina, glicerilfosforilcolina, acido citrico, acido
ascorbico, lipidios, enzimas, antimicrobianos, imunoglobulinas e uma variedade de
substancias hormonais, todos em quantidades variadas (GARNER; HAFEZ, 2004).

O plasma seminal possui em sua constituicao substancias moduladoras da inflamagao
uterina, estas substancias auxiliam na eliminacdo dos espermatozoides e na limpeza uterina.
Além disso, durante a inflamagdo, algumas proteinas seminais protegem os espermatozoides
viaveis, enquanto outras facilitam a fagocitose de espermatozoides danificados
(ALGHAMDI; FOSTER; TROEDSSON, 2004). Prostaglandinas (PGF», e PGE) e estrogenos
presentes no plasma seminal podem auxiliar no transporte do espermatozoide, assim como a
ocitocina (KATILA, 2001).

Em geral, considera-se que a capacitacdo tem seu inicio com a remog¢do do plasma
seminal com todas as suas substancias (incluindo as chamadas substancias decapacitantes), o
que leva a uma reorganizacio da membrana plasmatica e do metabolismo intracelular
(COLENBRANDER et al., 2002). Por este motivo, foram realizadas diversas tentativas de
purificagdo dos fatores presentes no plasma seminal. Os achados levaram a diferentes
conclusdes sobre a natureza destes fatores que podem ser lipidicas como o colesterol ou
protéicas. As diversas substancias atuariam no espermatozoide ligando-se aos receptores,
estabilizando a membrana plasmatica, ou limitando o influxo de célcio (CROSS, 1993;

EMILIOZZI; FENICHEL, 1997).
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Apesar de ndo se saber, exatamente, quais os fatores presentes no plasma seminal que
sensibilizam ou promovem a resisténcia espermatica, deve-se considerar a presenca de
proteinas seminais, que interajam com a membrana plasmatica (MOORE; HALL; HIBBIT,
1976). Na espécie suina, Caballero et al., (2008) relatam que mais de 90% das proteinas que
constituem o plasma seminal sdo pertencentes a familia da espermodesinas, as quais podem
ser heparin-binding ou non-heparin-binding, sendo que a non-heparin-binding PSP-1 e PSP-II
correspondem > 50% das proteinas do plasma seminal. Estas proteinas agem cobrindo a
superficie da célula espermatica, atuando entre outras coisas, na estabilizacio da membrana
acrossomal.

Os fluidos epididimarios e seminal e as vesiculas membranosas (epididiossomos e
prostassomos) tém sido considerados como inibidores da capacitacdo por inserirem fatores
decapacitantes na superficie espermatica, os quais previnem que o espermatozoide responda
adequadamente ao estimulo da capacitacio. Para a fertilizagdo in vitro (FIV), o
espermatozoide ¢ lavado através de um meio com diferentes gradientes de densidade e
colocado em um meio semelhante ao fluido da tuba uterina, estes procedimentos com o
intuito de mimetizar a retirada dos fatores decapacitantes que ocorrem naturalmente no trato
reprodutivo da fémea para entdo ocorrer a fertilizagdo (SOSTARIC et al., 2008).

O plasma seminal contém mecanismos antioxidantes que evitam os efeitos nocivos das
espécies reativas de oxigénio (POTTS; NOTARIANNI; JEFFERIES, 2000). O s€émen contém
uma alta concentracdo de ascorbato, urato e grupos tiol, além de uma pequena quantia de
glutationa (GSH) e o-tocoferol (OCHSENDORF et al, 1998). E mais as enzimas
antioxidantes catalase, superoxido-dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), e
glutationa redutase (GRD) (SANOCKA et al., 1996). Sendo ainda encontradas, apesar de
quase irrisorias, concentragdes de antioxidantes no proprio espermatozoide (ALVAREZ;
STOREY, 1989).

A existéncia de diferentes componentes no plasma seminal, relacionados com a
capacidade do espermatozoide apresentar melhora na motilidade apds a refrigeracdo ou
congelacdo, vem sendo estudada. Barrios et al. (2000), trabalhando com carneiros, notaram a
possibilidade de reversdo dos efeitos do “choque frio” pela adi¢do de plasma seminal

autologo, apos reaquecimento da amostra refrigerada. Estes autores atribuiram até 50% dos
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efeitos de reversdao dos danos a uma faixa de proteinas com aproximadamente 20 kDa
presentes no plasma seminal.

E importante salientar que antes de submeter o sémen suino a congelagio realiza-se a
centrifugacdo. Este procedimento ¢ necessario para a retirada da maior parte do plasma
seminal, assim promovendo o aumento da concentragdo dos espermatozoides, o qual ¢
essencial para permitir o envasamento (CARVAJAL et al., 2004).

Ressalta-se que a adi¢do do plasma seminal ao sémen poOs-descongelacdo tem a
capacidade de reduzir a criocapacitagdo ja que reduz o numero de espermatozoides
capacitados e/ou com acrossomo reagido em humanos, carneiros e suinos (HAN et al., 1990;
VADNAIS et al., 2005; CROSS, 1993; GUTHRIE; MAXWELL; JOHNSON, 2000) ¢ leva a
uma melhora na viabilidade e motilidade dos espermatozoides (GUTHRIE; MAXWELL;
JOHNSON, 2000). A melhora destas caracteristicas sdo refletidas na obtencdo de melhores
resultados nos indices de prenhes em inseminagdes com sémen criopreservado de carneiros
(MAXWELL et al., 1999), ou seja, a criocapacitacdo e os efeitos deletérios da refrigeracao
podem ser revertidos com a adicdo de plasma seminal autdlogo ao sémen descongelado ou
submetido a refrigeragdo (CROSS, 1993; BARRIOS et al., 2000; GUTHRIE; MAXWELL;
JOHNSON, 2000).
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Ap6s o estudo da literatura apresentada, e em conjunto com a auséncia de algumas
informagdes e trabalhos cientificos em temas especificos, foram elaboradas as seguintes

hipoteses:

1. A avaliagdo simultdnea da integridade da membrana plasmética e acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial ¢ possivel de se realizar por citometria de fluxo
com a associacdo das sondas fluorescente Hoechst 33342, iodeto de propideo, PSA-
FITC ¢ JC-1;

2. A adigdo de plasma seminal oriundo da fracdo rica total do ejaculado suino ¢ capaz de
reverter os efeitos da criopreservagdo, no que diz respeito as alteragdes nos padroes de
motilidade, nas alteragcdes das membranas e lipoperoxidacdo da membrana;

3. O plasma seminal oriundo da fragdo rica total do ejaculado suino adicionado ao sémen
descongelado de suino ¢ capaz de aumentar a taxa de prenhez e de fertilidade de

fémeas suinas.
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Baseado nos conhecimentos previamente expostos e nas hipdteses formuladas, o

presente trabalho foi desenvolvido a fim de atingir os seguintes objetivos:

* Validar uma técnica de citometria de fluxo capaz de avaliar simultaneamente a
integridade das membranas plasmatica e acrosomal e potencial de membrana mitocondrial
através da associacdo das sondas fluorescentes Hoechst 33342, iodeto de propideo, PSA-FITC
e JC-1;

* Avaliar o efeito da acdo de plasma seminal oriundo da fracdo rica do ejaculado
suino ao sémen descongelado sob as alteracdes geradas nas membranas espermaticas, na
cinética espermatica e na lipoperoxidagdo dos lipideos de membrana;

* Verificar se o plasma seminal oriundo da fragdo rica do ejaculado suino ¢

capaz de aumentar as taxas de fertilidade e prenhes do s€émen descongelado.
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5 MATERIAL E METODOS

Nessa sessdo serdo apresentadas as metodologias empregadas, no presente trabalho,

que auxiliam a alcancgar os objetivos previamente descritos.

5.1 EXPERIMENTO 1: Valida¢do da técnica de andlise simultdnea da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial espermatica por

citometria de fluxo.

5.1.1 Local

As andlises experimentais foram realizadas no Laboratorio de Producdo Animal da
Faculdade de e Ciéncias Agropecuarias e Florestais, no Centro de exceléncia de
Biotecnologia de Reproducao (CEBIOR) e no Nucleo cientifico e tecnologico de biorecursos

(BIOREN) todos pertencentes a Universidade de La Frontera, Temuco — Chile.

5.1.2 Animais

Para a execucdo desse experimento, foram utilizados nove cachagos hibridos, os quais
foram alojados nas dependéncias do Campo experimental Maquehue da Universidad de La
Frontera, Temuco — Chile, em baias individuais de 6 m? providas de comedouros manuais e
bebedouros do tipo chupeta. Os animais foram arragcoados durante todo periodo experimental
com racdo peletizada comercial duas vezes ao dia, atendendo as exigéncias nutricionais
estipuladas por Rostagno (2005). O periodo experimental se estendeu de marg¢o a junho de

2015.
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5.1.3 Coleta de sémen suino

As coletas de s€émen foram realizadas pelo método da mao-enluvada, sendo coletada
apenas a fragdo rica (FR) do ejaculado. Anteriormente a cada coleta, o animal foi submetido a
lavagem do diverticulo prepucial, com anterior esgotamento do mesmo. A fracdo oriunda da
glandula bulbouretral (fragdo gelatinosa) foi devidamente separada com auxilio de papel filtro
fixado sobre a parte superior do copo de coleta o qual era previamente aquecido e mantido

durante toda a coleta em recipiente isotérmico a 38°C.

5.1.4 Avaliacao Espermatica

O sémen in natura foi avaliado quanto ao volume, concentracdo, com auxilio de um
hematocitometro (camara de Neubauer), e caracteristicas da motilidade com o software Sperm
Class Analyser (SCA — Microptics Barcelona, Espanha), através da captura de imagens
simultdneas por uma camera acoplada a um microscépio equipado com contraste de fase
(Nikon, Modelo Eclipse Ni-U 80i) e a morfologia espermatica foi avaliada por contraste de
interferéncia diferencial (DIC). Somente ejaculados com motilidade total acima de 75 % e
alteracdes morfologicas abaixo de 20% foram submetidos a criopreservacdo e obtencdo de

plasma seminal.
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5.1.5 Citometria de fluxo

As andlises foram realizadas com auxilio do citometro de fluxo BD FACSAria I
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) comandado pelo software BD FACSDiva 6.0. As
células foram simultaneamente excitadas por um laser de argonio de 488 nm e por um laser
ultravioleta de 375 nm. Foram analisadas 10.000 células por amostras, as quais foram
analisadas com uma taxa de aquisi¢cao de 600 a 1000 eventos/ segundo. Para a detecg¢do dos
sinais luminosos de cada fluordforo utilizado foram utilizados os seguintes tubos
fotomultiplicadores (PMT): Hoechst 33342 (H342): band pass 450/40 nm; iodeto de propideo
(IP): long pass 655 nm e band pass 695/40; aglutinina de Pisum sativum conjugada com FITC
(PSA-FITC): long pass 502 nm e band pass 530/30 nm; JC-1 (5,5°,6,6’-tetra- chloro-1,1",3,3°-

iodeto de carbocianato de tetraetilbenzomidazol): long pass 556 nm e band pass 585/42 nm.

5.1.6 Compensaciao manual do spectral overlap entre os fluoroforos

A compensac¢do do spectral overlap ¢ uma pratica essencial em citometria de fluxo
quando se associam dois ou mais corantes e/ou sondas, ela ¢ realizada a fim de descontar a
sobreposi¢do dos sinais luminosos para um mesmo espectro. A técnica que validamos no
presente experimento, compreende a associacdo de quatro sondas fluorescente, com isso fez-
se necessdria a realizacdo da compensa¢do manual (figura 1). Para tal, realizamos controles
positivos e negativos para cada fluoréforo utilizado. Os controles e como foram realizados,

estdo descritos na tabela 1:
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Tabela 1 - Controles de citometria de fluxo para a compensagdo da coloracdo quadrupla de avaliagdo da
integridade das membranas plasmatica e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial.

Método/Amostra
Tubo Caracteristica Avaliada Sonda Fluorescente  Controle
utilizada
Auto- Amostra in-natura sem
Fluorescencia' adicdo de corantes
Hoechst 33342
H342 Contra-corante . - Amostra in-natura
(1,17 pg/mL)
Membrana plasmatica - Iodeto de Propideo :
PI - . Negativo Amostra in-natura
integra (10 pg/mL)
Membrana plasmatica - Iodeto de Propideo 5
PI + . Positivo Amostra “Flash-frozen”
lesionada (10 pg/mL)
Membrana acrossomal — FITC-PSA :
PSA - Negativo Amostra in-natura
integra (100 pg/mL)
Membrana acrossomal - FITC-PSA 5
PSA + . Positivo Amostra “Flash-frozen”
reacionada (13,33 pg/mL)

Potencial de membrana . .
JC-1+ JC-1 (4,08 uM) Positivo Amostra in-natura
mitocondrial — alto

Potencial de membrana . Amostra induzida com
JC-1 - JC-1 (4,08 uM) Negativo 3
mitocondrial — baixo CCCP

Fonte (TORRES, M. A, 2015)

' Controle de autofluorescéncia utilizado para o ajuste de voltagens. > “flash-frozen” esse método consiste em
trés ciclos de congelagio rapida e descongelagdo lenta, com intuido de lesionar todas as membranas celulares. *
CCCP (Cianeto carbonato de m-clorofenilhidrazona — 10 pM), composto descarreador de elétrons. = Todas as
amostras foram diluidas para 5 x 10° espermatozoides/ mL em 150 uL de meio TALP.
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As amostras induzidas com CCCP (Cianeto carbonato de m-clorofenilhidrazona — 10
uM) foram incubadas por 5 minutos a 37°C, ap6s esse periodo foram centrifugadas a 500 x g
por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado e o pellet de espermatozoides foi suspendido em
150 uL de TALP. Apos a adicdo das sondas fluorescentes, descritas na tabela 1, procedeu-se
a incubagdo por 10 minutos a 37°C. Posteriormente, as amostras foram diluidas em 150 pL de
TALP a fim de obter uma concentragdo de 2,5 x 10° espermatozoides/ mL no momento da

analise.

Figura 1- Controles dos fluoréforos utilizados para a compensag@o manual em citometria de fluxo da coloragéo
quadrupla dos espermatozoides suinos
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Fonte: (TORRES, M. A., 2015)
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A) Amostras submetidas a trés ciclos de congelagdo rapida e descongelagdo lenta (flash freezing — FF) para
indugdo de danos na membrana plasmatica, e corada com iodeto de propideo (IP+). (I) Histograma mostrando a
auséncia de coloragdo pelo PSA-FITC; (II) histograma mostrando a auséncia de fluorescéncia do JC-1 laranja;
(II) histograma mostrando os gates das populagdes IP (membrana plasmatica integra) e DP (membrana
plasmatica lesionada), e predominio da populagdo no gate DP; (IV) dois graficos tipo dot plot para a avaliagdo
do potencial de membrana mitocondrial (Aym - eixo y) e integridade acrossomal (eixo x); o dot plot
representado pelo populagdo em verde tem sua origem do gate IP do grafico II, enquanto o em vermelho é
originado a partir do gate PL; a populagdo representada nesses graficos correspondem as mesma caracteristicas
apresentadas nos histogramas anteriores. B) Amostras submetidas a FF, como descrito anteriormente, para
indugdo de lesdo acrossomal, e coradas com aglutinina de Psium stivum conjugada com FITC (PSA-FITC
positivo). (I) Histograma mostrando fluorescéncia positive para PSA-FITC; (II) histograma mostrando a
auséncia de fluorescéncia para o JC-1 laranja; (III) histograma mostrando os gates IP e DP, e a populagdo
espermatica concentrada no gate IP; (IV) as populagdes representadas nesses graficos condizem com as
caracteristicas apresentadas nos histogramas anteriores. (C) Amostra de espermatozoides viaveis com alto Aym
e corados com JC-1 (fluorescéncia laranja dos J-agregados). (I) Histograma mostrando a auséncia
defluorescéncia para PSA-FITC; (II) histograma mostrando a fluorescéncia laranja do JC-1; (III) histograma
mostrando os gates IP ¢ DP, e a populagdo concentrada no gate IP; (IV) as populagdes representadas nesses
graficos sdo condizentes com as caracteristicas apresentados dos histogramas anteriores. (D) Amostra de
espermatozoides viaveis corada simultaneamente com IP e PSA-FITC, para separar o spectral overlap entre os
fluoréforos utilizados. (I) Histograma mostrando fluorescéncia negativa para PSA-FITC; (II) histograma
mostrando auséncia de fluorescéncia laranja do JC-1; (III) histograma mostrando as popula¢des espermaticas nos
gates IP e DP; (IV) as populagdes espermaticas representadas nesses graficos correspondem as caracteristicas
apresentas no histogramas anteriores. (E) Amostra de espermatozoides viaveis corada simultaneamente com IP e
JC-1, para separar o spectral overlap entre a fluorescéncia vermelha do IP e laranja do JC-1 (J-agregados).

(I) Histograma mostrando a auséncia de fluorescéncia do PSA-FITC; (II) histograma mostrando a fluorescéncia
laranja do JC-1; (III) histograma mostrando os gates IP e DP, e predominio da populagdo no gate IP; (IV) as
populagdes representadas nesses graficos correspondem as caracteristicas anteriormente avaliadas nos
histogramas anteriores. (F) Amostras submetidas a FF, como descrito anteriormente, com baixo Aym e
membrana acrossomal lesionada, corada simultaneamente com PSA-FITC e JC-1, para separar spectral overlap
do PSA-FITC e da fluorescéncia laranja (J-agregados) e verde (J-mondmeros) do JC-1. I) Histograma mostrando
fluorescéncia positiva para o PSA-FITC; (II) histograma mostrando auséncia de fluorescéncia laranja para o JC-
1; (IIT) histograma mostrando os gates IP ¢ DP; (IV) as populacdes representadas nesses graficos correspondem
as caracteristicas anteriormente analisadas nos histogramas. IAH: acrossoma integro e alto Aym; IAL:
acrossoma integro e baixo Aym; RAH: acrossoma lesionado e alto Aym; RAL: acrossoma lesionado e baixo
Aym.

Foram realizados também os controles FMO (fluorescéncia menos um) que consistem
em combinagdes dos fluorocromos utilizados menos um destes, para os quais foram utilizadas
as sondas PI, PSA-FITC e JC-1, sendo estas combinadas aos pares, ¢ todas as combinagdes
adicionadas. Os controles FMO tem por objetivo melhorar a compensacdo quando se
ocuparam associagdes de trés corantes ou mais combinagdes, com intuito de considerar,
durante o processo de compensagdo manual, a interferéncia que as sodas podem gerar entre

elas.
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5.1.7 Tratamentos experimentais

As amostras de sémen in-natura foram divididas em duas aliquotas: uma foi mantida
diluida e viavel a 37°C até o momento das analises, a qual foi denominada in-natura; a outra
foi submetida a trés ciclos de congelagdo rapida e descongelag¢do (flash frozen) lenta para
induzir lesdo das membranas plasmatica e acrossomal e alterar a fungdo mitocondrial. Cinco
tratamentos experimentais foram preparados a partir de taxas de diluicdo de amostra in-natura
: amostra flash frozen, a saber: 100 : 0 (T100), 75 : 25 (T75), 50 : 50 (T50), 25 : 75 (T25) e 0 :
100 (TO).

5.1.8 Analise computadorizada da cinética espermatica — CASA

As amostras foram diluidas em meio Tyrode’s albumina lactato piruvato (TALP,
BAVISTER; LORRAINE, 1983) a concentragio de 25 x 10° espermatozoides/ mL com
auxilio de um Hemocitometro de Neubauer. O sémen diluido foi analisado quando a
motilidade espermatica total (MT) através do software Sperm Class Analyzer (SCA -

Microptics® - Barcelona/Spain), os cinco melhores campos foram avaliados.

5.1.9 Validacao da técnica de coloracio quadrupla dos espermatozoides suinos

Para as andlises em citometria de fluxo foram utilizadas amostras de 150 pL. com 5 x
10° espermatozoides/mL. A quadrupla coloragio por citometria de fluxo foi realizada através

da associagdo de quatro sondas fluorescentes a saber: PI (100 pg/ mL) com intuito de
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classificar as células com membrana plasmatica lesionada, PSA-FITC (13.3 pg/ mL) para
identificar as lesdes acrossomais, ¢ JC-1 (4.08 uM) para marcar o potencial de membrana
mitocondrial. Essa combina¢ao de corantes foi associada com uma sonda marcadora de DNA,
o H342, o qual ¢ capaz de passar pela seletividade de membrana. Essa sonda foi utilizada
visando a exclusdo de particulas anucledas das analise. Apds a adicdo de todas as sondas as
amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos, entdo diluidas em 150 pL de TALP para
que no momento da andlise estivessem em uma concentragio de 2,5 x 10°
espermatozoides/mL. Os espermatozoides foram classificados em oito categorias como
previamente descrito em microscopia de epiflorescencia por Celeghini et al., e De Andrade et

al (figura 2).

Figura 2 - Representagdo do template de analise dos espermatozoides suinos por coloragdo quadrupla
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)
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A) Selegdo da populagdo esperada dos espermatozoides por tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC); B)
Exclusdo dos debris celulares, da populagdo pré-selecionada do grafico A, somente a populagdo positiva para
Hoechst 33342 sera analisada; C) Identificagdo e diferenciacdo das populagdes espermatica com membrana
plasmatica integra (PI; iodeto de propideo negativo) e lesionada (PL; iodeto de propideo positivo); D) Grafico
tipo dot plot para analise do potencial de membrana mitocondrial (eixo y) e da integridade acrossomal (eixo x)
da populagdo espermatica oriunda do gate PI, e a representacdo por fotomicroscopia das quatro populagdes
celulares encontradas; E) Grafico tipo dot plot para analise do potencial de membrana mitocondrial (eixo y) e da
integridade acrossomal (eixo x) da populagdo espermatica oriunda do gate PL, e a representagdo por
fotomicroscopia das quatro populagdes celulares encontradas.

5.2 EXPERIMENTO 2: O plasma seminal e sua influéncia sob as caracteristicas

espermaticas.

5.2.1 Local

As andlises experimentais foram realizadas no Laboratério de Andrologia e
Tecnologia de Embrides Suinos (LATES) pertencente ao Nucleo de Pesquisa em Suinos da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, ¢ no Laboratério de Morfofisiologia
Molecular e Desenvolvimento (LMMD) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, ambos localizados no campus administrativo de Pirassununga pertencente a

Universidade de Sao Paulo.

5.2.2 Animais

Foram utilizados seis machos suinos adultos de linhagem hibrida comercial os quais

foram alojados nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa em Suinos pertencente ao
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Nucleo de Pesquisa em Suinos da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo em baias individuais de 6 m? providas de comedouros manuais e
bebedouros do tipo chupeta. Os animais foram arragcoados durante todo periodo experimental
com racdo peletizada comercial duas vezes ao dia, atendendo as exigéncias nutricionais
estipuladas por Rostagno (2005). O periodo experimental se estendeu de marg¢o a junho de
2015.

5.2.3 Coleta de sémen suino

Idem item 5.1.3.

5.2.4 Avaliacao Espermatica

Idem item 5.1.4.

5.2.5 Criopreservaciao seminal e tratamentos experimentais

Depois de realizadas as analises iniciais do s€émen, este foi dividido igualmente entre
os tratamentos, a saber: controle (ndo centrifugado - CON), centrifugado suspendido em
proprio plasma seminal (CPP) e congelado sem plasma seminal (CSP). Apds a centrifugacao

(500 x g/10 min), os sedimentos obtidos de CPP foram cuidadosamente suspendidos em seu
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proprio plasma seminal e para CSP, o sobrenadante foi retirado, por aspiragdo, e reservado
para obtencao do plasma seminal autélogo (ver item 5.2.6), sendo separados do sedimento, o
qual foi entdo suspendido em diluente de congelacdo em uma propor¢do 1:1. Todos os
tratamentos foram diluidos em diluentes de criopreservagio (Botu-Sui”- Biotech-Botucatu-
Ltda/ME, Botucatu, Brasil). a fim de obter uma concentracio final de
300 x 10° espermatozoides/mL, apds contagem espermatica em hemocitometro de Neubauer.
O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL (IMV Internacional, St. Paul, Minesota,
USA) (figura 3) e submetidos a congelagao.

A criopreservacdo do sémen foi realizada utilizando um sistema automatico (TK
3000 compacta, TK Tecnologia em Congelagio Ltda, Uberaba, Brasil), composto por um
aparelho programavel, equipado com porta-palhetas, compartimento de refrigeracdo e caixa
térmica para nitrogénio liquido. Para a refrigeracdo, as palhetas foram colocadas no porta-
palhetas, acondicionado ao compartimento de refrigeragdo, obedecendo uma curva de
refrigeracdo de -0,5°C/minuto até 5°C. Decorrido este periodo o porta-palhetas foi removido
para a caixa térmica contendo nitrogénio liquido na qual a curva de congelacao foi realizada a
uma taxa de -20°C/minuto de 5°C até -120°C. Apo6s a curva de congelagdo as palhetas foram
removidas do porta-palhetas e imersas em nitrogénio liquido (-196°C). Por fim, as palhetas

foram raqueadas e armazenadas em botijoes criogénicos.

Figura 3 - Preparagdo e envase do sémen suino diluido em diluente de criopreservagao.
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Material utilizado para o envase do sémen em palhetas de 0,5 mL. B) Retirada do excesso de sémen das
palhetas. C e D) Vedagdo das palhetas com alcool polivinilico.

5.2.6 Obtencao de plasma seminal

O sobrenadante oriundo da centrifugacdo do tratamento CSP (figura 4A) foi
transferido para um tubo de centrifugagdo de 50 mL e centrifugado novamente a uma forga de
2500 x g por 30 minutos, decorrido esse tempo o sobrenadante foi retirado por aspiracao
(figura 4B) e acondicionado no compartimento superior do sistema de filtragdo a vacuo
provido de uma membrana de filtragdo de 0,22pum (TPP - Suica) acoplado a uma bomba de
vacuo (figura 4C), o filtrado foi acondicionado em tubos criogénicos de 5 mL em freezer -

80°C até o momento do uso.

Figura 4 - Obtengdo de plasma seminal autélogo.
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Fonte (TORRES, M. A, 2015)

A) Separagdo do pellet de espermatozoides e do sobrenadante (plasma seminal) através do processo de
centrifugagdo. B) Retirado do plasma seminal por aspiragdo, apds a separagdo por centrifugacdo. C) Sistema de
filtracdo a véacuo para obtencdo do plasma seminal livre de espermatozoides, o sistema ¢ composto por uma
bomba de vacuo, um kitassato com anel de vedacdo entre a tubulacdo e a vidraria, e um filtro a vacuo (TPP —
Suiga) com membrana de 0,22pum.

5.2.7 Descongelacio e rearranjo dos tratamentos experimentais

As palhetas foram descongeladas em banho-Maria a 37°C por 30 segundos. Por
partida, foram descongeladas duas palhetas do grupo CON, CPP e CSP. Para esses grupos, o
sémen descongelado foi diluido, no mesmo diluente utilizado para a criopreservagdo. Desta
mesma partida, outras duas palhetas do grupo CSP foram descongeladas e diluidas a
concentragdo de 25 x 10° espermatozoides/mL com diluidor Botu-Sui® contendo 10 % de
plasma seminal (v/v) dando origem ao grupo DAP (descongelado adicionado de 10% de
plasma seminal). Apds a adi¢do dos tratamentos as amostras permaneceram em banho-Maria
a temperatura de 37°C até o final das andlises (120 minutos). Os quatro grupos experimentais
foram avaliados em trés periodos distintos, 0 (5 minutos ap6s a diluicdo dos tratamentos, para

a estabilizacdo das amostras), 60 e 120 minutos.

5.2.8 Analise computadorizada da cinética espermatica — CASA

Com a finalidade de examinar o padrdo de motilidade dos espermatozoides (figura
5A), as amostras foram analisadas pelo sistema de andlise computadorizada do sémen
(CASA) através do software Sperm Class Analysis (SCA — Microptics Barcelona, Espanha)
no Laboratorio de Andrologia e Tecnologia de Embrides Suinos (LATES-FMVZ/USP). As
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caracteristicas analisadas foram: motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade
de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL,
um/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH, pum), frequéncia de batimento
(BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %). Conjuntamente a estas analises
foi realizado o ajuste da ferramenta Edit/Sort para os valores de ALH > 3,5 um ¢ VCL > 97
um/s (SCHIMIDT; KAMP, 2004), que avaliou a porcentagem de células hiperativadas (figura

5B) na amostra.

Figura 5 - Analise computadorizada da motilidade através do software Sperm Class Analyzer
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Campo de analise capturado, amostra in-natura, os espermatozoides marcados em vermelho foram
classificados como rapidos, os em verde apresentam velocidade média, em azul sdo os espermatozoides
considerados lentos e aqueles marcados em amarelo sdo os espermatozoides estaticos. B) Campo de analise
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capturado, amostra descongelada, os espermatozoides marcados em vermelho foram classificados como rapidos,
os em verde apresentam velocidade média, em azul sdo os espermatozoides considerados lentos e aqueles
marcados em amarelo s@o os espermatozoides estaticos. C) Visualizagdo do movimento de um espermatozoides
individual ndo hiperativado D) Visualizagdo do movimento de um espermatozoides individual considerado como
hiperativado segundo o padréo descrito por Schimidt e Kamp (2004).

5.2.9 Analises por citometria de fluxo

As andlises por citometria de fluxo foram realizadas no Laboratério de
Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (FZEA-USP). Para tanto, ap6s cada periodo
de incubacdo em banho-Maria a 37°C, foi retirada uma aliquota de cada um dos tratamentos
experimentais e diluidas para uma concentragdo de 5 x 10° espermatozoides/mL em TALP
(BAVISTER et al. 1983) ou em meio modificado de Tyrode’s (TALPm) contendo 114 mM
de NaCl, 3,2 mM de KCI, 0,5 mM de MgCl,.6H20, 0,4 mM de NaH,PO4.H,O, 5 mM de
glicose, 10 mM de lactato de sodio, 0,1 mM de piruvato de s6dio, 10000 UI/100 mL de
penicilina sodica, sendo o pH do meio foi corrigido até 7,4 com o uso de NaOH 5 N, essas
amostras foram coradas com 33 pg/mL de H33342 e incubadas por 10 minutos, com intuito
de excluir os debris celulares com as mesmas propriedades de tamanho e complexidade
interna que os espermatozoides das analises. Apds esse periodo a adigdo das sondas
fluorescentes indicadas para as andlises, as amostras de sémen incubadas foram analisadas no
citometro de fluxo conforme descrito no item 5.1.5. Entretanto, para essas analises foram
utilizados outras combinagdes de sondas fluorescentes as quais foram detectadas nos
seguintes tubo fotomultiplicadores: C11 BODIPY>*"*?! long pass 502 e band pass 530/15;
Merocianina 540 long pass 595 e band pass 610/20nm; Yo-Prol long pass 502 e band pass
530/15.
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5.2.9.1 Avaliagdo simultinea da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e

potencial de membrana mitocondrial

Das amostras diluidas em TALP, 150 pL foram corados e analisados como descrito no

item 5.1.9.

5.2.9.2 Desordem lipidica da membrana plasmatica

Para a andlise da estabilidade da membrana plasmadtica pela técnica de citometria de
fluxo (FLESCH et al., 1999), apos a incuba¢ao com H3342 descrita no item 5.2.9 as amostras
foram incubadas com 0,5 pL a sonda fluorescente Yo-Pro-1 (7,5 pM-Molecular Probes Inc.,
Eugene, Oregon, EUA). A membrana plasmadtica integra impede a permeabilizagdo dessa
sonda, que se liga ao DNA das células com a membrana plasmatica lesada. Apds 20 minutos
de incubacdo foram adicionados 0,5 pL sonda fluorescente Merocianina 540 (810 uM-
Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) e incubadas por 70 segundos. Apo6s a dilui¢ao
em 150 pL. de TALPm, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo, no qual foram
avaliadas as porcentagens de espermatozoides viaveis (Yo-Pro-1 negativo) com aumento na

desordem da bicamada lipidica (Merocianina 540 positivo) (figura 6).
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Figura 6 - Graficos gerados a partir do software FACSDiva 6.1 para analise da Merocianina-540
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Pré-selecdo espermatica através do tamanho e complexidade interna das células. B) Sele¢do da populacdo
Hoechst 33342 (H33342) positiva a partir da populagdo pré-selecionada no grafico A. C) Dot plot com a
separacdo das células positivas (mortas) e negativas (vivas) para Yo-prol. D) Histograma de PE-A
(fotomultiplicador long pass 595 e band pass 610/20nm) gerado a partir das células vivas. E) Mediada da
intensidade de fluorescéncia das células positivas para Merocianina-540.

5.2.9.3 Lipoperoxidacao dos lipideos de membrana

Apos a incubagdo com H33342, as amostras foram coradas com 0,5 pL. da sonda C11-
BODIPY (1 mg/mL, D-3861, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA) por 30
minutos a 37°C (RAPHAEL et al., 2008). Passado esse periodo de incubacdo, foram
adicionadas as amostras 3 pL de Iodeto de Propidio (0,5 mg/mL). Ap6és 5 minutos de
incubacdo a 37°C, os espermatozoides foram diluidos em 150 uL de TALPm e transferidos
para tubos graduados de 15 mL (37°C), para que, no momento de serem analisadas por
citometria de fluxo as amostras apresentassem uma concentragio de 2,5 x 10°

espermatozoides por mL (figura 7).
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Figura 7 - Graficos gerados a partir do software FACSDiva 6.1 para analise do C1 1—Bodipy581/591
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Pré-selecdo espermatica através do tamanho e complexidade interna das células. B) Selecdo da populagdo
Hoechst 33342 (H33342) positiva a partir da populagdo pré-selecionada no grafico A. C) Dot plot com a
separacdo das células positivas (mortas) e negativas (vivas) para lodeto de Propidio. D) Histograma de FITC-A
(fotomultiplicador long pass 502 e band pass 530/15) gerado a partir das células vivas. E) Mediada da
intensidade de fluorescéncia das células positivas para o a sonda fluorescente C11-Bodipy**"*".

5.2.9.4 Deteccdo da fosforilagdio do aminoécido tirosina na superficie da membrana

espermatica

Diferentemente das outras técnicas, as amostras de s€émen foram diluidas em TALPm
a uma concentragdo final de 1 x 10° espermatozoides/mL em um volume final de 150 pL.
Apbs a coloracdo com H33342 (ver item 5.2.9) foram adicionados 0,75 pL do anticorpo anti-
fosfotirosina conjugado a uma fluoresceina (100 pug/mL-CLONE PY-20, F0426, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA) e 3 uL de Iodeto de Propidio a fim de retirar da

analise as células que apresentavam lesdo na membrana plasmatica. Em seguida a amostra
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foram incubada por 5 minutos a 37°C e submetidas a andlise por citometria de fluxo

(PIEHLER et al., 2006; ANDRADE et al., 2012).

5.3 EXPERIMENTO 3: O plasma seminal e sua influéncia sobre a fertilidade e a taxa de

prenhez das matrizes suinas.

5.3.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratorio de Andrologia e Tecnologia de Embrides
Suinos (LATES) e no Laboratério de Pesquisa em Suinos (LPS) ambos pertencentes ao
Nucleo de Pesquisa em Suinos da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizados
no campus administrativo de Pirassununga. O periodo experimental estendeu-se de maio a

junho de 2014.

5.3.2 Animais

Foram utilizadas trinta e trés marras (F2) filhas de fémeas de linhagem hibrida
comercial, as quais foram submetidas a manejo nutricional e sanitario idénticos. No momento
da inseminacdo, as fémeas apresentavam média de idade de 12,92 meses, peso 156,5 kg, e
todos os animais ja haviam apresentado no minimo trés ciclos estrais. Os animais ficaram
alojados nas dependéncias do LPS-FMVZ/USP, em gaiolas individuas providas de bebedouro
tipo chupeta e comedouro automatico. A alimentagao foi fornecida duas vezes ao dia (07:00 e

as 13:00) a fim de suprir os requerimentos descritos por Rostagno (2005).
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5.3.3 Coleta e analises iniciais do sémen

Idem item 5.1.3 ¢ 5.1.4.

5.3.4 Criopreservaciao seminal e tratamentos experimentais

Para a realizagdo do experimento in -vivo foram utilizados o pool de s€émen dos dois
machos com os melhores resultados no experimento in vitro (tabela 2). Para o delineamento
desse experimento, optamos por ndo realizar o tratamento CPP, uma vez que esse tratamento
foi adicionado ao experimento in vitro a fim de excluir e averiguar o efeito de centrifugagdo
sob a qualidade espermatica, uma vez que, como descrito no item 6 e em seus subsequentes
subitens, o processo de centrifugacdo nao foi deletério para a qualidade dos espermatozoides,
optamos por focar no objetivo principal desse trabalho no experimento in vivo, com intuito de
diminuir o nimero de fémeas a serem abatidas. A prepara¢dao dos tratamentos CON e CSP,

bem como a congelagdo seminal foi realizada como descrita anteriormente no item 5.2.5.

Tabela 2 - Médias + erro padrdo das caracteristicas de cinética espermadtica e da integridade das membranas
plasmatica e acrossomal

Motilidade e Integridade de Membranas

Tempo de incubacio 5 min

MT MP AIMI
Hugo 28,39 & 8,62° 23,83 +8,03*° 17,06 £ 1,61°
Mariano 27,42 + 8,85 26,25 +9,97° 12,9 + 1,69°

Betio  24,77+7,96*" 21,67+ 6,69 10,57 = 1,51°°
Heitor 20,06 +£5,83°" 17,95+ 591" 6,69 £ 1,01%¢
Meia Trés 16,94 + 6,799 14,66 + 6,26 4,47 + 0,36
Homero 10,94 + 3,15¢ 9,48 + 2,95 2,93 + 0,86
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Fonte (TORRES, M. A, 2015)

Motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e percentual de células que apresentavam membrana
acrossomal e plasmatica integras (AIMI). Letras diferentes entre as linhas de uma mesma coluna representam
diferenca estatistica (p<0,05).

5.3.5 Obtencao de plasma seminal

O plasma seminal utilizado nesse experimento foi homologo, diferentemente do
experimento in vitro no qual utilizamos plasma seminal autdlogo. A escolha pelo plasma
seminal homologo se deu em decorréncia de viabilizar a execu¢do do experimento, uma vez
que as inseminagoes artificiais foram realizadas com doses inseminantes de 40 mL, o que nos
levou a necessidade de 4 mL de plasma seminal (10% v:v), o que era impossivel ser obtido
apos a filtracdo do plasma seminal oriundo da fracdo rica total. Com isso, foram realizadas
coletas prévias de plasma seminal, para as quais o sémen dos dois cachagos escolhidos para o
experimento in vivo foram coletados e mesclados para a formacdo do pool, o qual foi
centrifugado (500 x g por 10 minutos) e o sobrenadante retirado e centrifugado novamente
(2400 x g por 30 minutos). O sobrenadante oriundo dessa segunda centrifugacao foi separado
do pellet de espermatozoides e entdo depositado sobre o compartimento superior do sistema
de filtracdo a vécuo, o procedimento de filtragem e armazenamento foi realizado como

descrito no item 5.2.6.

5.3.6 Descongelacio e rearranjo dos tratamentos experimentais

As inseminagdes artificiais foram realizadas, em tempo fixo, com 1,5 x 10°
espermatozoides em 40 mL. Para tal, foram descongeladas dez palhetas, de cada tratamento,

em banho-Maria a 37°C por 30 seg., em seguida, foram diluidas em Beltsville Thawing
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Solution (BTS) para um volume final de 40 mL e transferidas para bisnagas de inseminagdes.
Outras dez palhetas do tratamento CSP foram descongeladas da mesma maneira e diluidas em
BTS com a adi¢do de 10% de plasma seminal (v: v), para um volume final de 40 mL e
concentragio de 1,5 x 10° espermatozoides. As inseminagdes realizadas imediatamente apos a

descongelagao.

5.3.7 Preparacao das marras e inseminacoes artificiais

As inseminagdes foram realizadas pela técnica de inseminagdo intrauterina (figura 10)
(BORTOLOZZO; BERNARDI; WENTZ, 2005), ¢ a mesma foi realizada em tempo fixo.
Para isso, utilizou-se um protocolo hormonal (figura 8) baseado no uso de Regumate®
(Altrenogest), Novormon” (eCG — gonadotrofina coridnica equina) e Lutropin®-V (Horméonio

luteinizante).

Figura 8 - Linha do tempo esquematizando a horménio-terapia utilizada para IATF por IAIU
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embrioes

Fonte (TORRES, M. A., 2015)
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O protocolo hormonal utilizado foi baseado no protocolo descrito por Degenstein et al
(2008) seguido por algumas alteracdes. Realizou-se administragdo oral de 5 mL de altrenogest
(4mg/mL) durante 18 dias consecutivos, seguida pela administragdo intramuscular de 600 UI
de eCG 24 horas apos a retirada do andlogo da progesterona. O intervalo entre a droga
foliculo estimulante e a indutora da ovulacao foi de 72 horas (CANDINI et al 2004), e foram
administradas (por via intramuscular) 2,5mg de LH (GAMA et al 2005). As inseminagdes
(figura 9) intrauterinas foram realizadas 36 horas apos a indu¢ao da ovulacdo (CANDINI et al

2001).

Figura 9 - Inseminagdo intrauterina em tempo fixo

Fonte (TORRES, M. A, 2015)

A) Fémea preparada para inseminag@o com bolsa auxiliar. B) Introdugdo da pipeta de inseminag@o intrauterina.
C) Pipeta e cateter de inseminagdo intrauterino introduzidos e inseminagdo com sémen suino descongelado.
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5.3.8 Abate, coleta e avaliacio dos embrides suinos

O abate das fémeas suinas, para coleta do trato reprodutivo, atendeu a normas legais e
de bioética. Anteriormente a eletro narcose, foi introduzida na cérvix das fémeas uma pipeta
de inseminagdo artificial, visando evitar o refluxo de urina para o interior do utero. O
processo de retirada do aparelho reprodutivo se deu logo apds a sangria, através de uma
incisdo sobre a linha branca na regido inguinal e retirada o trato reprodutivo como um todo,
em seguida foi realizada a sutura da musculatura, tecidos adjacentes e pele, permitindo que a
carcaca seguisse a linha de abate normal.

O conjunto composto por cérvix, utero, tubas uterinas e ovarios foi entdo
acondicionado em sacos plasticos identificados e transportado, em temperatura ambiente,
acondicionados em isopor para o LPS. O aparelho reprodutivo foi, primeiramente,
posicionado, respeitando sua posicdo anatomica (figura 10A), permitindo assim, a
identificacdo dos antimeros direito e esquerdo. Os ovarios foram entdo retirados do conjunto e
identificados, e a partir desses, foi averiguada a taxa de ovula¢do (ntimero de corpos luteos)
(figura 10B). Procedeu-se entdo, a disseca¢do da tuba uterina, a partir do éstio abdominal da
tuba uterina em dire¢do a juncdo utero-tubdria, e cerca de trés centimetros apos o Ostio uterino
da tuba uterina foram colocadas duas pingas hemostaticas tipo Kelly e realizada uma seccao
entre as mesmas, separando-se assim, tuba uterina e corno uterino. Aproximadamente 10 cm
apods a segunda pinga colocada no utero, foram colocadas outras duas pingas, € uma nova
seccdo entre elas foi realizada, separou-se assim, a por¢do do corpo uterino que foi lavada
para a coleta de embrides.

Para a lavagem da tuba uterina, foram utilizados cerca de 6 mL de PBS, os quais
foram introduzidos através do 6stio abdominal do tuba uterina com auxilio de um tomcat
acoplado a uma seringa de 20mL, foi realizada massagem em toda a extensdo do 6rgdo a fim
de desprender os embrides que, por ventura, estivessem aderidos a parede (figura 10C). Essa

lavagem foi realizada sobre placa de petri, previamente aquecida, e o contetido dispensado
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sobre a mesma (figura 10D). Um procedimento semelhante foi realizado com a porcao
coletada do corno uterino, para tal, introduziu-se o tomcat na por¢ao seccionada apds a tuba
uterina, mantendo a outra extremidade fechada com auxilio de uma pinga hemostatica, e

€69
S

introduziu-se cerca de 14mL de PBS e realizou-se movimentos em forma de , uma das
extremidade foi aberta e o conteudo drenado para uma placa de petri com auxilio de
massagem em toda extensdo da porc¢ao lavada. O mesmo procedimento foi realizado para

ambas por¢des, direita e esquerda.

Figura 10 - Processo de lavagem uterina e coleta de embrides

Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Posicionamento uterino de acordo com a anatomia suina. B) Contagem de corpos luteos. C) Lavagem da tuba
uterina com PBS acrescido de 1% de soro fetal bovino. D) Acondicionamento do lavado em placas de petri para
analise sob esteriomicroscopia.
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O lavado foi avaliado sob esteriomicroscopia em aumento de 20 x, e realizada a
contagem e classificacdo embriondria (figura 11). As varidveis analisadas foram: taxa de
prenhez precoce (TP), sendo consideradas prenhes as fémeas que apresentavam alguma
estrutura fecundada, e taxa de fertilidade (TF), calculada a partir da porcentagem das

estruturas fertilizadas sobre as estruturas recuperadas.

Figura 11 - Avaliagdo sob esteriomicroscopia ¢ microscopia de epifluorescéncia do lavado uterino e tubario

Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Embrido com duas células; B) Moérula expandida corada com Hoechst 33342; C) Morula; D) Morula; E)
Odbcito degenerado ndo fecundado; F) Embrido com quatro células; G) Moérula expandida corada com Hoechst
33342; H) Moérula expandida; 1) Blastocisto em eclosdo corado com Hoechst 33342; J) Blastocisto em eclosdo
em campo claro.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos descritos nesse trabalho foram delineados em blocos casualizados,
nos quais os tratamentos foram considerados o fator principal, para tanto cada animal foi
considerado um bloco, e a particdo do ejaculado (dependendo do numero de tratamentos) uma
unidade experimental. Os dados obtidos foram analisados pelo MIXED (SAS, 2002). No
experimento 1 o arranjo dos tratamentos foi realizado em niveis (T0, T25, T50, T75 e T100) e
avaliados por regressdao polinomial. Para verificar a relacdo entre a motilidade total dos
espermatozoides e a populacdo espermdtica que apresentava integridade das membranas
plasmatica e acrossomal e alto potencial de membrana mitocondrial (PIAIA), foi realizado
uma andlise de correcdo linear de Pearson. Para os experimentos 2 e 3, quando ndo houve
interagdo entre os tratamentos e os tempo de incubagdo poés descongelagdo, para as variaveis
obtidas pelas analise das caracteristicas de motilidade, coloragdo quéadrupla, peroxidacio e
desordem lipidica da membrana plasmatica, fosforilagdo do aminoécido tirosina e taxa de
fertilidade, os efeitos de tempo e tratamento foram estudados independentemente. Os efeitos
de tempo foi analisados pelo teste de PDIFF do SAS MIXED, enquanto os efeitos de
tratamentos foram avaliados pelo teste de Tukey-Kramer. A taxa de prenhes foi considerada
de distribuicdo bindria e analisada com a utilizagdo do GLIMMIX do SAS. Todos os
resultados apresentados no item 6. estdo apresentados em média * erro padrio a média

(SEM), foram considerados significativos os resultados com p < 0,05.
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6 RESULTADOS

Nessa sec¢do serdo descritos os resultados obtidos a partir dos experimentos

previamente delineados.

6.1 EXPERIMENTO 1: Validag¢do da técnica de andlise simultinea da integridade das

membranas plasmdtica e acrossomal e potencial de membrana mitocondrial espermatica por

citometria de fluxo.

A técnica de citometria de fluxo para analise simultanea da integridade da membrana
plasmatica e acrossomal o potencial de membrana mitocondrial foi capaz de detectar (R* =
0,9356; p < 0,0061) os diferentes percentuais dos respectivos tratamentos (figura 12) de
células viaveis em cada um dos cinco tratamentos (figura 13A). O total de células PIATIAP
(membrana plasmatica e acrossomal integras e com alto potencial de membrana mitocondrial)
detectado pela técnica de coloracdo quadrupla por citometria de fluxo foi positivamente

correlaciona (r = 0,9402; p <,0001) com a motilidade total (figura 13B).

Figura 12 - Hierarquia dos tratamentos T100, T75, TS50, T25 e TO, baseados na porcentagem de células viaveis
esperadas em cada amostra. Representagdo grafica da diminuigao, esperada, da viabilidade celular entre os cinco

tratamentos
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) Histograma para identificagdo e diferenciagdo das popula¢des espermatica com membrana plasmatica integra
(MI; iodeto de propideo negativo) e lesionada (ML; iodeto de propideo positivo); B) Grafico tipo dot plot para
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analise do potencial de membrana mitocondrial (eixo y) e da integridade acrossomal (eixo x) da populagdo
espermatica oriunda do gate M1, e identifica¢do das quatro populagdes celulares encontradas; C) Grafico tipo dot
plot para analise do potencial de membrana mitocondrial (eixo y) e da integridade acrossomal (eixo x) da
populagdo espermatica oriunda do gate ML, e identificagdo das quatro populagdes celulares encontradas.

Figura 13 - Coloragdo quadrupla para analise espermatica por citometria de fluxo
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

(A) Regressdo polinomial entre os tratamentos (0, 25, 50, 75 e 100) e as células PIAIA (membrana plasmatica e
acrossomal integra e alto potencial de membrana mitocondrial). (B) Correlag@o entre motilidade total e PIAIA.

6.2 EXPERIMENTO 2: O plasma seminal e sua influéncia sob as caracteristicas

espermaticas.

As variaveis avaliadas no presente experimento foram estudadas quanto a interacdo
tempo x tratamento, ou quando este ndo foi significativo (p > 0,05) os efeitos de tempo e

tratamento foram estudados separadamente.
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6.2.1 Analise computadorizada da cinética espermatica — CASA

A presenga de plasma seminal independe do momento da adigdo, antes ou apds a
congelacdo melhora (p < 0,05) a motilidade total e progressiva dos espermatozoides suinos
quando comparado a auséncia de plasma seminal (figura 14A) . Além disso, os tratamentos
com plasma seminal foi capaz de melhorar o padrdo de cinética espermatica, com o aumento
(p < 0,05) da velocidade de trajeto (figura 14B) e da linearidade (figura 14C) melhorando a
qualidade do movimentos dos espermatozoides suinos pos-descongelacdo. O processo de
centrifugacdo prévio a congelacdo seminal ndo foi deletério (p > 0,05) a nenhum parametro da
cinética espermatica (figura 14).

As caracteristicas de motilidade foram influenciadas pelo tempo de incubag¢do, sendo
que a LIN e BCF foram menos afetadas, mantendo-se estavel por 60 minutos antes de
diminuir (p < 0,05) no tempo 120, enquanto as outras caracteristicas (MT, MP, VAP, VCL,
VSL, ALH e hiperativacdo) apresentaram a primeira queda (p < 0,05) j& com 60 minutos de
incubacdo, e outra queda apds 120 minutos (p < 0,05; figura 15). Por outro lado, a
retilinearidade, apresentou interagdo entre tempo e tratamento (p < 0,05), sendo que a adi¢ao
de plasma seminal apds a descongelacdao do sémen suino € capaz de sustentar a retilinearidade
dos espermatozoides por mais tempo quando comparado com as amostras sem plasma

seminal (tabela 3).
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Figura 14 - Média = erro padrao da média do efeito de tratamento sob as caracteristicas da cinética espermatica

>

Percentagem (%)

Hiperativagso (%)
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; B) VCL: velocidade cuvelinear; VSL: velocidade
progressiva; VAP: velocidade de trajeto; C) LIN: linearidade; D) ALH: amplitude de deslocamento lateral da
cabega; BCF: frequéncia de batimento. CON — controle; CPP — centrifugado suspendido em proprio plasma
seminal (PS); CSP — centrifugado sem PS; DAP — descongelado adicionado de 10% de PS. Letras diferentes em

uma mesma variavel representa diferenga significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

Tabela 3: Média =+ erro padrio da média da interagdo tempo x tratamento para a variavel retilinearidade (STR).

CON - controle; CPP — centrifugado suspendido em proprio plasma seminal (PS); CSP — centrifugado sem PS;

DAP — descongelado adicionado de 10% de PS. Letras diferentes na mesma linha representam diferenga (p <

0,05) entre os tratamentos dentro de um mesmo tempo de analise.

CON CPP CSP DAP
5 83,02 + 0,58° 86,31 = 1,04° 87,04 +0,7° 86,87 + 0,91°
60 82,26+ 1,11 81,65+ 1,05 82,56+ 1,18 81,19 + 1,08
120 34,73 + 7,65 36,82 + 7,63™° 25,58 £7,5" 48,87 + 6,37

Fonte (TORRES, M. A., 2015)
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Figura 15 - Média erro padrdo da média do efeito de tempo sob asteaisticas da cinética espermatica.

Fonte (TORRES, M. A., 2015)

A) MT: motilidade total; MP: motilidade progressjyB) VCL.: velocidade cuvelinear; VSL: velocidade
progressiva; VAP: velocidade de trajeto; C) LIMearidade; D) ALH: amplitude de deslocamento ladsa
cabeca; BCF: frequéncia de batimento. Letras difeseem uma mesma variavel representam diferenca
significativa entre os tempos (p < 0,05).
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6.2.2 Andlises por citometria de fluxo

6.2.2.1 Avaliacdo simultanea da integridade dasnlbmanas plasmatica e acrossomal e

potencial de membrana mitocondrial
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A presenca de plasma seminal da fragdo rica do ejaculado suino, independente do
momento da adi¢do (antes da criopreservacao, ou apds a descongelacdao) ndo (p > 0,05) foi
capaz de melhorar o percentual de células com membrana plasmatica e acrossomal integras e
alto Aym (PIAIAP), bem como ndo diminuiram (p > 0,05) o percentual de células mortas
com acrossoma reacionado e baixo Aym (PLARBP; figura 16A). O plasma seminal da fracao
rica do ejaculado adicionado ao meio de descongelacdo do sémen suino ndo foi capaz (p >
0,05) de reverter os efeitos deletérios (p < 0,05) da auséncia de plasma seminal durante a
congelacdo do sémen suino sob a populacdo espermdtica com membrana plasmatica e
acrossomal integra e baixo Aym (PIAIBP; figura 16A). O processo de criopreservacao do
sémen suino na auséncia de plasma seminal geram danos (p < 0,05) irreversiveis (p < 0,05)
com a adi¢do de plasma seminal ao meio de descongelacdo, sob a populacao de células com a
membrana plasmatica lesionada, acrossomal integra e baixo Ayym (PLAIBP; figura 16A). A
centrifugacdo pré-congelagdo do sémen suino ndo causa efeitos deletérios (p > 0,05) a

nenhuma das variaveis de integridade de membranas analisadas (figura 16A).

Figura 16 - Média += erro padrio da média do efeito de tratamento (A) e tempo (B) sob as populagdes
espermaticas avaliadas pela técnica de colorag@o quadrupla.
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

CON - controle; CPP — centrifugado suspendido em proprio plasma seminal (PS); CSP — centrifugado sem PS;
DAP - descongelado adicionado de 10% de PS. PIAIAP: espermatozoides com membrana plasmatica e
acrossomal integra e alto Aym (potencial de membrana mitocondrial); PIARAP: espermatozoides com
membrana plasmatica integra, acrossomal reacionada e alto Aym; PIAIBP: espermatozoides com membrana
plasmatica e acrossomal integra e baixo Aym; PIARBP: espermatozoides com membrana plasmatica integra,
acrossomal reacionada e baixo Aym; PLAIAP: espermatozoides com membrana plasmatica lesionada,
acrossomal integra e alto Aym; PLARAP: espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal lesionadas
e alto Aym; PLAIBP: espermatozoides com membrana plasmatica lesiona, acrossomal integra e baixo Aym;
PLARBP: espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal lesionada e baixo Aym. Letras diferentes
em uma mesma varidvel representam diferenga significativa (p < 0,05).

O tempo de incubacdo pds-descongelagdo do sémen suino, diminuiu regressivamente
(p < 0,05) o percentual de células IPIAHP, entre todos os tempo de incubagdo (figura 16B).
Por outro lado, as células PIAIBP, PLAIAP (membrana plasmatica lesionada, acrossomal
integra e alto Aym) e PLARAP (membranas plasmatica e acrossomal lesionadas e alto Aym)
apresentaram uma queda (p < 0,05) do percentual entre o tempo 5 e 60 minutos, mantendo-se
estavel (p > 0,05) de 60 a 120 minutos (figura 16B). As propor¢des mais baixas das células
consideradas mortas, as PLARBP, foram observadas nos primeiros cinco minutos de
incubacdo a 37°C e consecutivamente, aumentaram (p < 0,05) de 60 a 120 minutos de

incubacao (figura 16B).

6.2.2.2 Desordem lipidica da membrana plasmatica

A auséncia de plasma seminal da fracdo rica do ejaculado durante o processo de
criopreservacdo aumentou (p < 0,05) a desordem dos lipideos de membrana quando
comparado com as amostras que passaram pelo mesmo processo de centrifugagdo mas

tiveram a manutengdo do plasma seminal durante a criopreservagdo. A adicdo pos-
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descongelagdo nao foi capaz de reverter (p > 0,05) esse efeito deletério da auséncia de plasma

seminal da fracdo rica do ejaculado suino (figura 17).

Figura 17 - Média = erro padrdo da média do efeito de tratamento para as caracteristicas de desordem (a) e
peroxidacdo lipidica (b) da membrana plasmatica, e fosforilacdo do aminoacido tirosina (c).
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

CON - controle; CPP — centrifugado suspendido em proprio plasma seminal (PS); CSP — centrifugado sem PS;
DAP — descongelado adicionado de 10% de PS. Letras diferentes em uma mesma variavel representam diferenca
significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

6.2.2.3 Peroxidagao dos lipideos de membrana

O processo de centrifugagdo seminal para a concentracdo dos espermatozoides com
intuito de viabilizar a criopreservacao em palhetas finas (de 0,5 e/ou 0,25 mL) diminuiu (p <
0,05) a peroxidacao do lipideos da membrana plasmatica dos espermatozoides considerados
vivos (IP negativo) quando comparado com as amostras ndo centrifugadas (figura 17). A
adicdo de plasma seminal da fracdo rica do ejaculado suino ao meio de descongelacdo do
sémen ndo diminuiu (p > 0,05) a lipoperoxidagdo da membrana plasmatica, entretanto, sua
auséncia tdo pouco foi deletéria (p > 0,05; figura 17). A incubacdo das amostras seminais a

37°C por 60 minutos ndo alterou (p > 0,05) a peroxidacao lipidica da membrana plasmatica,
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entretanto ap6s 120 minutos de incubacdo, a células vivas com maior grau de peroxidagdo do
lipideos de membrana diminuiram (p < 0,05) quando comparadas com aquelas incubadas por

cinco minutos (figura 18).

Figura 18 - Média + erro padrdo da média do efeito de tempo para as caracteristicas de peroxidagdo lipidica da
membrana plasmatica (a), e fosforilagdo do aminoacido tirosina (b).
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Fonte (TORRES, M. A, 2015)

Letras diferentes em uma mesma variavel representam diferenca significativa entre os tempo de incubacdo (p <
0,05).

6.2.2.4 Deteccdo da fosforilagdio do aminoécido tirosina na superficie da membrana

espermatica

A fosforilagdo do aminodcido tirosina na superficie da membrana plasmatica ndo pode
ser revertida (p > 0,05) com a adi¢do de plasma seminal da frag¢do rica do ejaculado suino, tdo
pouco o processo de centrifugagdo nem a auséncia de plasma seminal aumentaram (p > 0,05)
a deteccdo do aminodcido tirosina fosforilado na superficie da membrana plasmatica das
células vivas (figura 17). A incubagdo a 37°C por 60 minutos diminuiu (p < 0,05) a detecgdo
do aminodcido tirosina fosforilado, quando comparado aos primeiros cinco minutos de

incubacao (figura 18).
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6.3 EXPERIMENTO 3: O plasma seminal e sua influéncia sobre e a fertilidade e prenhes de

matrizes suinas.

A fertilidade do sémen descongelado de suino, bem como a taxa de prenhes precoce
ndo foram melhoradas pela adicdo de plasma seminal da fragdo rica do ejaculado suino, por
outro lado, a auséncia da fra¢do acelular do s€émen suino tdo pouco causou prejuizos (p >

0,05) as taxas avaliadas (figura 19).

Figura 19 - Média + erro padrdo da média do efeito de tratamento para a taxa de fertilidade e média da taxa de
prenhes precoce.
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Fonte (TORRES, M. A., 2015)

CON - controle; CSP — centrifugado sem proprio plasma seminal (PS); DAP — descongelado adicionado de 10%
de PS. Letras diferentes em uma mesma variavel representam diferenga significativa entre os tratamentos (p <
0,05).
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A criopreservagdo seminal gera danos aos espermatozoides suinos tanto no que diz
respeito a integridade das membranas espermatica quanto a sua funcionalidade, acarretando
na diminui¢do do potencial fertilizante dos espermatozoides (RATH et al., 2009). Entretanto,
uma técnica que possibilite avaliar todas essas alteragcdes simultaneamente ¢ dificil de se
desenvolver (GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT, 1990; BRAUNDMEIER; MILLER,
2001). Por outro lado, a avaliacdo de multiplos pardmetros espermaticos em uma mesma
amostra ¢ capaz de estimar o potencial fertilizante com maiores chances de sucesso do que a
analise de parametros individualmente (TARTAGLIONE; RITTA, 2004). Nesse contexto,
esse trabalho fornece um técnica de andlise espermatica por citometria de fluxo capaz de
avaliar simultaneamente a integridade das membranas plasmatica e acrossomal e o potencial
das membranas mitocondriais simultaneamente em uma mesma amostra. A técnica de analise
espermadtica com a colora¢do quéadrupla por citometria de fluxo ¢ uma boa alternativa para
mesma técnica de coloracdo espermatica anteriormente descrita pode Andrade et al., (2007) e
Celeghini et al., (2007) por microscopia de epifluorescéncia. Ambas as técnicas sdo precisas €
acuradas, entretanto, a técnica de citometria de fluxo possui a vantagem de ser uma técnica
objetiva e que ¢ capaz de analisar um grande niimero de células em um curto espago de tempo
(EISERT, 1981), por outro lado, ¢ uma técnica custosa possuindo essa desvantagem frente a
técnica por epifluorescéncia. Portanto, ambas a técnicas de analise simultanea da integridade
das membranas plasmatica e acrossomal e do potencial das membranas mitocondriais podem
ser realizadas com alta acuracia, mas a escolha da melhor técnica dependa das condicdes e
disponibilidades laboratoriais.

A retirada do plasma seminal para a criopreservacdo do s€émen suino gera alteragdes
na cinética espermatica (CREMADES et al., 2005), entretanto esse passo ¢ necessario para a
concentragio dos espermatozoides (GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012) permitindo o envase
em palhetas de 0,25 e 0,5 mL. Por outro lado, esse efeito prejudicial resultante da retirada do
plasma seminal pode ser revertido pela adicdo de plasma seminal oriundo da fragdo rica do

ejaculado suino ao meio de descongelagdo do sémen, como observamos nesse trabalho.
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Entretanto, independente do momento em que o plasma seminal entra em contato com o0s
espermatozoides (durante a criopreservacgdo, ou apos a descongelacdo) € possivel observar a
melhora tanto no percentual de motilidade total e progressiva quanto na qualidade do
movimento quando comparado aos espermatozoides criopreservados e descongelados na
auséncia de plasma seminal. Tal resultado entra em desacordo com o principio de que a
manuten¢do do plasma seminal durante a criopreservacdo ¢ prejudicial a qualidade
espermatica (OKAZAKI et al.,, 2009). Embora nosso trabalho ndo tenha sido capaz de
evidenciar o papel do plasma seminal da fracdo rica do ejaculado suino na hiperativagdo
espermadtica, a qualidade do movimento dos espermatozoides suinos na presenca de plasma
seminal evidenciaram um movimento mais linear, com o aumento da velocidade de trajeto e
da linearidade quando comparado aqueles na auséncia de plasma seminal.

A membrana plasmatica e a membrana acrossomal externa sdo as estruturas
espermadticas mais criosensiveis (SALAMON; MAXWELL, 1995), sendo esses os principais
sitios dos danos causados pela criopreservacao, que resultam em estresse osmotico, choque
frio, e formacao de gelo intra e extracelular (NEILD et al., 2005). Alternativas para melhorar
e/ou reverter esse danos oriundos da criopreservagdo tem sido amplamente estudados, e o
plasma seminal surgiu como uma alternativa a muito tempo, e essa fracdo seminal acelular ¢
capaz de diminuir os efeitos da criopreservacao (PIEHLER et al., 2006). Isso provavelmente
ocorre devido as vantagens que a Sperm-peak portion e a fragdo rica do ejaculado suino
possuem frente ao ejaculado como um todo, como a maior resisténcia ao choque frio, reacao
acrossomal prematura e estabilidade das membranas (HERNANDEZ et al., 2007a).
Entretanto, esses beneficios do plasma seminal ndo foram observados em nosso estudo no que
diz respeito a viabilidade espermatica, uma vez que, a popula¢do espermatica com membrana
plasmatica e acrossomal intactas e alto potencial de membrana mitocondrial ndo foi alterada
pela presenca ou pela auséncia de plasma seminal, diferentemente de alguns relatos anteriores
(BRAUNDMEIER; MILLER, 2001; FLESCH et al., 2001; GARCIA et al., 2010;
PETRUNKINA; HARRISON, 2013) e também de relatos em sémen equino (BAKER et al.,
2004). Por outro lado, a partir dos resultados obtidos e da literatura abordada, é possivel
postular que a auséncia na melhora na integridade das membranas plasmatica e acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial na presenca do plasma seminal da fracdo rica em

espermatozoides do ejaculado suino possivelmente ndo ocorreu pois os espermatozoides

Mariana Andrade Torres



90

7 DISCUSSAO

oriundos dessa fragdo sdo por natureza mais resistentes, dificultando assim a a¢ao benéfica do
plasma seminal sobre essas caracteristicas.

O plasma seminal da fracdo rica do ejaculado suino ¢ uma mistura complexa da
secrecao epididimaria com pequena proporcdes de secregdes prostiticas e vesiculares
(RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Em cachagos a maioria das proteinas seminais
(90%) pertencem a familia das espermadesinas, a qual pode ser subdividida conforme a
habilidade de se ligarem a heparina: proteinas ligadoras de heparina — AQN-1, AQN-3,
AWN; e proteinas ndo ligadoras de heparina — HBP, PSP-1 e PSP-II (CABALLERO et al.,
2008; GONZALEZ-CADAVID et al., 2014). Os mondmeros de HBP sdo capazes de se ligar
diretamente a membrana plasmatica (CABALLERO et al., 2012) prevenindo ndo somente a
capacitagdo in vitro mas também as mudancas semelhantes a capacitacdo induzidas pelo
choque frio (VADNAIS; ROBERTS, 2010). Além disso os heterodimeros de PSP-I sdo
capazes de prevenir a capacitagdo prematura (HOSSAIN et al., 2011b). Apesar dessas
evidéncia que o plasma seminal possui componentes benéficos para a estabilidade da
membrana, sua adi¢do ao meio de descongelacdo ndo alterou a fluidez da membrana
plasmaticas. Entretanto, quando o plasma seminal foi retirado por centrifugagdo, a fluidez da
membrana aumentou, o que nos leva a crer que sua presenca ¢ essencial para a
criopreservacao dos espermatozoides suinos.

A remocdo do plasma seminal ¢ uma etapa amplamente utilizada nos protocolos
tradicionais de criopreservagdo do sémen suino em decorréncia do alto volume ejaculado
(GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012). Por outro lado, o plasma representa a fragio seminal
com a maior capacidade antioxidante, com isso, sua remoc¢do torna as células espermaticas
vulneraveis a lipoperoxidagdo (LPO) em decorréncia a deple¢do dos fatores responsaveis pela
remogdo das espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (GOMEZ-FERNANDEZ et al., 2012;
MARSHBURN et al., 2014). Entretanto, nossos resultados ndo foram capazes de demonstrar
esse efeito deletério, os espermatozoides na presenga ou na auséncia de plasma seminal
apresentaram os mesmos niveis de peroxida¢do da membrana plasmatica. Como mencionado
anteriormente, a auséncia de plasma seminal aumento a fluidez da membrana plasmatica, essa
alteracdo na membrana plasmatica tem como um dos precursores as ERO’s (DE
LAMIRANDE et al., 1998; OKAZAKI et al., 2009). Esses resultados nos permitem inferir
que as concentracdes de ERQO’s requeridas para iniciar uma reagdo fisiolégica sdo menores

que aquelas necessarias para a indu¢do da LPO. Resultados semelhantes foram observados em
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sémen equino (DE ANDRADE et al., 2012), no qual a adi¢do de plasma seminal diminuiu a
desordem da membrana e a fosforilagdo da tirosina mas nao alterou a LPO.

A proteina pB1 do plasma seminal de suinos pertence a familia da FN-2 e possui
fungdes semelhantes a outros membros dessa familia (LUSIGAN et al., 2007). Com isso,
podemos comparar a acdo da pB1 com as BSPs (proteina do plasma seminal bovino) que sao
as principais constituintes da familia FN-2, e s3o responsaveis pela estabilizagdo da
membrana plasmatica através da ligagdo coma fosfatidilcolina (VILLEMURE; LAZURE;
MANJUNATH, 2003). Assim a remoc¢ao do plasma seminal logo apos a ejaculagdo diminui a
interacdo dos espermatozoides com essa proteina gerando uma maior desestabilizagdo da
membrana apos a descongelagdo seminal, como foi observado em nossos resultados.

A fosforilagdo do aminoacido tirosina ¢ um dos fatores associados aos eventos da
cascata da capacitacdo (CABALLERO et al., 2012), possuindo correlagdo coma presenca de
calcio e bicabornato no meio (CABALLERO et al., 2008). Apesar das inimeras evidencia ja
demonstradas que o plasma seminal exerce uma funcdo essencial na fisiologia dos
espermatozoides (GONZALEZ-CADAVID et al., 2014), nossos resultados ndo demonstraram
esse feito benéfico do plasma seminal, bem como também ndo foram observados efeitos
deletérios da auséncia do plasma seminal no que diz respeito a fosforilagdo do aminoécido
tirosina na superficie dos espermatozoides descongelados de suinos. E possivel que os baixos
niveis de fosforilagdo da tirosina observados em nosso estudo estejam relacionados com os
baixos niveis de bicabornato presentes na fragdo rica do ejaculado suino (DE ANDRADE et
al., 2011), o que tornaria os espermatozoides oriundo dessa fracdo mais resistentes a esse
evento da cascata da capacitacao.

Alguns aspectos da fisiologia espermadtica tem sido altamente correlacionados com as
proteinas do plasma seminal. A familia das espermadesinas ¢ a proteina mais abundante
(90%) no plasma seminal de suinos (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005; TALEVI,
GUALTIERI, 2010). Essas proteinas tem sido associadas com a formacdo da reserva
espermatica no oviduto (DOSTALOVA et al., 1994b) pela ligagio da AQN-1 aos residuos de
manose da membrana apical das células do epitélio do oviduto (TOPFER-PETERSEN;
EKHLASI-HUNDRIESER; TSOLOVA, 2008). Durante a capacitacdo, a AQN e a AWN
atuam como fatores decapacitantes (JONAKOVA et al., 2000) atuando como aceptores de
colesterol da membrana espermatica, aumentando assim a fluidez da membrana plasmatica

Finalmente, as espermadesinas atuam interagio dos gametas (DOSTALOVA et al., 1994a),
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sendo que, possivelmente a AQN-3 e a AWN auxiliam no reconhecimento e na liga¢do entre
0s gametas (DOSTALOVA et al., 1994a; TOPFER-PETERSEN; EKHLASI-HUNDRIESER;
TSOLOVA, 2008; VADNALIS; ROBERTS, 2010). Tais fatos nos levam a crer que a adi¢do de
plasma seminal da fracdo rica do ejaculado suino ao sémen descongelado poderia aumentar a
fertilidade dessas células (HERNANDEZ et al., 2007a; GARCIA et al., 2010; OKAZAKI et
al., 2012). Entretanto, ndo foi possivel observar efeitos da presenca ou auséncia do plasma

seminal sobre as taxas de fertilidade e prenhez.

Mariana Andrade Torres
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"Andlo devagan por que ja tive phredda e levo esse dorkniso pon que jé chonel demaid.
Hoje me sinto mais fonte. matis feliy quem dabe.
$6 levo a centeza de que muilo pouco ew sel, ew nada set”
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(Renato 7eixeira, /99/)
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8 CONCLUSOES

8 CONCLUSOES

1.

A avaliagdo simultanea da integridade da membrana plasmética e acrossomal e
potencial de membrana mitocondrial ¢ possivel de se realizar por citometria de fluxo
com a associacdo das sondas fluorescente Hoechst 33342, iodeto de propideo, PSA-
FITC e JC-1;

A adicao de plasma seminal oriundo da fragdo rica total do ejaculado suino é capaz de
reverter os efeitos da criopreservagdo, no que diz respeito as alteragdes nos padroes de
motilidade;

O plasma seminal oriundo da fracao rica total do ejaculado suino adicionado ao sémen
descongelado de suino ndo ¢ capaz de aumentar a taxa de prenhez e a fertilidade de

fémeas suinas.

Mariana Andrade Torres
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‘Wos paoderiamod der muilo melloned de ndio quidédsemod set lio bornd”

(Sigmund Freud)
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9 CONSIDERACOES FINAIS

9 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho expande as perspectivas cientificas do uso do plasma seminal, sendo
que, o uso do plasma seminal oriundo da fragdo rica total do ejaculado suino pode ser uma
alternativa para aproveitar melhor o uso dos espermatozoides ejaculados. Além do mais,
nossos resultados precisam ser cuidadosamente interpretados, uma vez que, os efeitos da
centrifugacdo pré-criopreservacdo podem ocasionar confusdes para a interpretacdo do real
efeito do plasma seminal.

Embora a auséncia de plasma seminal ndo tenha prejudicado as taxas de fertilidade e
prenhez das fémeas suinas, a adicdo de plasma seminal ap6s a descongelacdo dobrou o
numero de fémeas inseminadas que apresentaram embrides ao abate, e 0 nimero de embrides
observados também dobrou no grupo inseminado com a adi¢ao de plasma seminal ao meio de
descongelagdo dos espermatozoides suinos. Apesar de ser apenas uma diferenca numérica, ¢
possivel que em estudos futuros com um maior nimeros de repeticoes (fémeas) por

tratamento o efeito do plasma seminal seja mais facilmente observado.

Mariana Andrade Torres
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