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RESUMO

TORRES, M. A. Assinaturas metabolomicas da influéncia do holding time sobre o aumento
da criotolerancia dos espermatozoides suinos. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

A criopreservagdo do sémen suino ainda € um grande desafio em decorréncia de diferengas no
potencial de criotolerancia dos ejaculados que influenciam a qualidade do sémen descongelado.
O holding time (HT) é uma alternativa utilizada nos protocolos de criopreservacdo para
melhorar a qualidade do sémen descongelado, é caracterizado pela refrigeracdo do sémen a 17
°C anterior a criopreservacdo. Entretanto, ndo se sabe o periodo ideal de manutencdo dessa
refrigeracdo. Durante esse periodo ocorrem interagcdes ndo conhecidas entre os espermatozoides
e o plasma seminal (e diluidor) que podem alterar o potencial de criotolerancia de forma distinta
entre ejaculados de alta e baixa congelabilidade. Para tentar compreender essas interacdes, a
utilizacdo da metabolémica como ferramenta molecular é essencial, ja que a metabolémica é
considerada o fenotipo bioquimico das células/fluidos em determinado momento. O presente
estudo teve como objetivo 1) verificar qual o periodo de HT ideal para criopreservacao; 2)
verificar se a congelabilidade dos ejaculados é afetada pelo uso do HT; e 3) averiguar os efeitos
do HT sobre a congelabilidade dos ejaculados no metaboloma dos espermatozoides e do plasma
seminal (PS) de suinos. No primeiro estudo, o sémen foi criopreservado utilizando sete
diferente periodo de HT (0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 horas). Os resultados do sémen descongelado
mostraram que para a motilidade total e progressiva e para a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal os melhores resultados foram obtidos com 24 horas de HT. Para o
segundo estudo foi feita uma coleta de cada um dos 27 cachacgos. Estes ejaculados foram
criopreservados com (24 horas) e sem (0 horas) o uso de HT; ap6s cada periodo de HT (O e 24
horas) o PS e os espermatozoides foram separados para posterior analise do metaboloma. Do
total de ejaculados cinco foram classificados como de alta (EAC) e cinco como de baixa (EBC)
congelabilidade com base na perda de motilidade total e integridade de membrana plasmatica.
Foi observado interacdo entre o uso de HT e a congelabilidade dos ejaculados, ou seja, os EAC
somente sdo capazes de demostrar esse potencial se criopreservados apds 24 horas a 17 °C.
Ainda, foram realizadas as analises metabolémicas do PS e dos espermatozoides antes e ap0s
0 HT dos EAC e EBC. Com essas analises foi possivel descrever que a assinatura metabolémica
dos espermatozoides é decorrente das diferencas de congelabilidade inerentes ao ejaculado,

caracterizada pelas alteragcbes de abundancia de alguns metabolitos entre 0s grupos



experimentais. Ja a assinatura metabolémica do PS é decorrente das diferengas intrinsecas ao
HT, caracterizada pelas altera¢cbes na abundancia dos metabdlitos entre os ejaculados que
passaram ou nao por HT. Com isso, € possivel que a interacdo entre as diferencas dos
metabdlitos dos espermatozoides e do PS pode ser responsavel por explicar os resultados
observados na fisiologia dos espermatozoides descongelados.

Palavras-chave: Metabdlitos. Sémen. Plasma seminal. Criopreservacdo. Congelabilidade.



ABSTRACT

TORRES, M. A. Metabolomics signatures on the influence of holding time on increasing
boar spermatozoa cryotolerance. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

Cryopreservation of boar semen is still a major challenge due to differences in the cryotolerance
potential of ejaculates influencing post-thawed semen quality. Holding time (HT) is an
alternative used in cryopreservation protocols to improve the quality of thawed semen, it is
characterized by semen refrigeration at 17 °© C before cryopreservation. However, the ideal
period of holding is unknown. During this period, unknown interactions occur between
spermatozoa and seminal plasma (and extender) that can alter the cryotolerance potential
differently between high and low freezing ejaculates. To understand these interactions, the use
of metabolomics as a molecular tool is essential, since metabolomics is considered the
biochemical phenotype of cells/fluids at a given time. The present study aimed to 1) verify
which is the ideal HT period for cryopreservation; 2) check if ejaculate freezability is affected
by the use of HT; and 3) investigate the effects of HT on the ejaculate freezability on the
metabolome of spermatozoa and seminal plasma (SP). For the first study, the semen was
cryopreserved using seven different HT periods (0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32 hours). The results of
thawed semen showed that for total and progressive motility and the integrity of the plasma and
acrosomal membranes, the best results were obtained after 24 hours of HT. For the second
study, one sperm-rich fraction was collected from each of the 27 boars. These ejaculates were
cryopreserved with (24 hours) and without (0 hours) the use of HT. After each HT period (0
and 24 hours) the SP and the spermatozoa were separated for further analysis of the
metabolome. Of the total ejaculates, five were classified as high (EAC) and five as low (EBC)
freezability based on the loss of total motility and integrity of the plasma membrane. An
interaction was observed between the use of HT and the freezing of ejaculates, that is, EACs
are only able to demonstrate their freezability potential if cryopreserved after 24 hours at 17 °
C. Also, metabolomic analyzes of PS and spermatozoa were performed before and after HT of
EAC and EBC. It was possible to describe that the sperm's metabolomic signature is due to the
differences in freezability inherent to the ejaculate, characterized by changes in the abundance
of some metabolites between the experimental groups. The SP metabolomic signature is
characterized by the intrinsic differences to HT, characterized by changes in the abundance of

metabolites between ejaculates cryopreserved with or without HT. Thus, the interaction



between the differences in the metabolites of sperm and PS may be responsible for explaining

the results observed in the physiology of thawed sperm.

Keywords: Metabolomics. Semen. Seminal plasma. Cryopreservation. Freezability.
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1 INTRODUCAO

O Brasil conta com um plantel de 1,7 milhdes de matrizes suinas (ABCS, 2016) das
quais aproximadamente 90 % passa pelo processo de inseminagc&o artificial (IA; RODRIGUEZ-
GIL; ESTRADA, 2013). Do total de inseminagdes realizadas apenas 1 % é realizado com sémen
criopreservado (YESTE, 2015). Essa baixa exploragdo do uso do sémen congelado na
suinocultura industrial é consequéncia dos danos estruturais e funcionais as membranas
espermaticas, oxidacao dos lipidios e do material genético, alteracdo na estrutura e organizacao
da membrana plasmatica; danos que sdo inerentes ao processo, e geram, por consequéncia, a
diminuicdo do potencial fertilizante dessas células ap6s a descongelacdo diminuindo o nimero
de leitdes por leitegada (JOHNSON et al., 2000). Com isso, a utilizacdo do sémen
criopreservado na suinocultura, esta restrito a empresas produtoras de genética para a produgéo
de bancos de genes, conservacdo da diversidade genética e seguranca no caso de perda de
machos de alto potencial genético, além de incorporacdo de genes superiores no rebanho e
comercializacdo de genética no mercado internacional (SARAVIA, 2008).

A primeira 1A bem-sucedida, em suinos, com sémen criopreservado foi realizada em
1971 por Crabo e Einarsson. Desde entdo, o protocolo de criopreservacdo do sémen suino vem
sendo modificado a fim de simplificar os processos de criopreservacdo e descongelacéo,
diminuir o volume de sémen congelado (utilizacdo de diferentes tipos de palhetas de
criopreservacao), diminuicdo do nimero de espermatozoides/ mL, dentre outras alternativas.
Em 1975, Pursel e Johnson propuseram a técnica de criopreservacdo em pellets de 0,15 a 0,20
mL em gelo seco. No mesmo ano, Westendorf e colaboradores propuseram o método de
criopreservacao do sémen suino em nitrogénio liquido utilizando palhetas de 6 mL. Apesar de
algumas mudancas terem sido estabelecidas em relacao a taxa de refrigeracdo e descongelacéo,
entre outros, o protocolo base de criopreservacdo do sémen suino num geral permanece o
mesmo ha mais de 40 anos.

Brevemente, essa técnica descrita por Westendorf (1975) (aqui denominada como
protocolo longo) e com algumas adaptacdes de diferentes autores (Figura 1), consiste na coleta
do sémen suino pela técnica da méo enluvada, sendo que a coleta apenas da fracéo rica do
ejaculado é ideal (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Apds a coleta o sémen é diluido
(1:1 até 1:5) em diluente de refrigeracdo (diluente | - BTS, Bestville Thawing Solution) e
mantido em temperatura ambiente por 1,5 horas (ALMLID et al., 1987). Em seguida 0 sémen
é refrigerado a 15 °C por no minimo 3 horas (periodo denominado holding time [HT], YESTE
et al., 2014). Ap6s o HT o sémen diluido é centrifugado 800 g/ 10 min (ou 2400 g/ 3 min;
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CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides € adicionado de um diluente & base de
lactose e gema de ovo (diluente 11) para a concentracdo de 1,5 x 10° espermatozoides/ mL e
refrigerado a 5 °C por 2 horas (WESTENDOR et al., 1975). Ao atingir 5 °C, duas partes do
sémen pre-diluido é adicionado de uma parte de um diluente a base de 92,5 % de diluente II,
6% de glicerol e 1,5 % de Orvus ES Paste. O sémen diluido é envasado em palhetas de 0,5 mL
(ERIKSSON et al., 2001) e criopreservados em vapor de nitrogénio por 15 minutos (BAISHYA
et al., 2014) ou em sistema automatico respeitando a curva: - 6 °C/minde 5a -5 °C, - 39.82
°C/minde—-5a-80°C, e-60°C/min de - 80 a -150 °C (CASAS et al., 2010).

Na ultima década, muitos trabalhos estudaram diversas técnicas para a melhoria da
congelabilidade do sémen suino, entre elas: adicdo de diferentes periodos de HT aos protocolos
(CASAS; ALTHOUSE, 2013; TOMAS et al., 2014), retirada e/ou adi¢&o de plasma seminal
(SARAVIA et al.,, 2009; TORRES et al.,, 2016a; TORRES et al., 2016b), adicdo de
antioxidantes (YESTE et al., 2014), alteracédo de protocolos de criopreservacdo (HOLT et al.,
2005, TORRES et al., 2016a; TORRES et al., 2016b) e uso de fracdes especificas do ejaculado
(VILAGRAN et al., 2015). Entretanto, essas alternativas mostram pouca consisténcia e
repetibilidade dos resultados. O que pode ser decorréncia da diferenca entre os ejaculado na
habilidade em suportar os dados oriundos dos processos de refrigeragdo, congelacdo e
descongelacdo a qual é denominada criotolerancia (HOLT et al., 2005; PENA et al., 2006).
Essa habilidade difere entre espécies, racas, animais e até mesmo ejaculados de um mesmo
animal (HOLT et al., 2005; PENA et al., 2006) independente da sua qualidade pré-
criopreservacdo (ROCA, 2006) ou do protocolo de criopreservacdo utilizado (HOLT et al.,
2005). Deste modo, um dos maiores desafios da congelacdo do sémen suino, € predizer o
potencial de congelabilidade dos ejaculados antes de submeté-los ao processo de
criopreservacao (YESTE et al., 2013). Portanto, a identificacdo e selecdo dos ejaculados com
maior criotolerancia é uma das principais metas para maximizar o uso do sémen congelado de
suino (HERNANDEZ et al., 2006). Entretanto, é impossivel realizar essa identificaco através
dos parametros convencionais de analises seminal (CASAS et al., 2009, 2010). O que tem
levado as pesquisas acerca da criopreservacdo do sémen a buscar marcadores moleculares de
congelabilidade do ejaculado.

Dentre os protocolos de criopreservacdo de sémen das especies domésticas, o
protocolo base de criopreservacdo do sémen suino difere pela presenca do holding time (HT) &
17 °C pré-criopreservagdo. Com isso, durante a congelacdo do sémen suino ha uma etapa a
mais, que nas demais espécies domeésticas, onde as diferengas de congelabilidade entre os

ejaculados podem se manifestar. O HT é um periodo de refrigeracdo lenta (da temperatura
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ambiente [25 °C] até 17 °C) pré-criopreservagdo no qual o sémen fica ligeiramente diluido em
meio de refrigeracdo e em contato com seu préprio plasma seminal. Esse periodo tem sido
utilizado para melhorar a refrigeracdo a 5 °C (PURSEL, et al., 1973) e a criopreservacdo do
sémen suino desde a década de 1970 (PURSEL; JOHNSON, 1975; WESTENDORF, 1975).

O HT tem sido descrito por aumentar a criotolerancia dos espermatozoides suinos
(ERIKSSON et al., 2001; GALE et al., 2014; TOMAS et al., 2014; YESTE et al., 2014;
WASILEWSKA; FRASER, 2017), melhorando a motilidade total e progressiva (ERIKSSON
etal., 2001; YESTE etal., 2014; WASILEWSKA; FRASER, 2017), a integridade de membrana
plasmética (ERIKSSON et al., 2001; YESTE et al., 2014; WASILEWSKA,; FRASER, 2017),
a integridade de acrossoma (WASILEWSKA; FRASER, 2017), a permeabilidade de membrana
(YESTE et al., 2014; WASILEWSKA; FRASER, 2017), a desordem de membrana, 0s niveis
intracelulares de calcio e a fragmentacdo de DNA (YESTE et al., 2014). E apesar de alguns
estudos indicarem alguns possiveis eventos ocorridos durante esse periodo (YESTE etal., 2014;
VALENCIA et al., 2017) atualmente, quase meio século ap0s o inicio da utilizacdo do HT ainda
ndo se sabe ao certo 0 que acontece durante esse periodo para gerar tamanho aumento na
criotolerancia dos espermatozoides suinos.

Uma vez que, 0s espermatozoides estdo em contato com o plasma seminal (PS) durante
0 HT, ndo podemos esquecer que este fluido € uma mistura complexa resultante de diferentes
secrecOes produzidas por diversas estruturas do trato reprodutivo masculino tais como:
testiculos, epididimo e glandulas sexuais acessérias. Varios componentes organicos e
inorganicos constituem o PS como aminoacidos, proteinas, ions, frutose, sorbitol, inositol,
bicarbonato, substancias antimicrobianas, lipidios e uma gama variada de substancias
hormonais. E esses diversos componentes desempenham importante papel ndo somente sobre
0 metabolismo espermatico, mas também no processo de fecundacdo (GARNER; HAFEZ,
2004). A composicdo quimica e a funcdo das secrecdes oriundas das glandulas sexuais
acessOrias variam entre as espécies, entre machos da mesma espécie e entre ejaculados de um
mesmo macho (AURICH et al., 1996).

Além disso as diferencas na concentracdo de alguns elementos seminais podem ser
decorrentes da diferenca metabdlica dos espermatozoides suspensos nesse plasma seminal
(JUYENA; STELLETTA, 2012). Deste modo, é possivel que essas diferengas e outras
diferengas aparecam durante o HT. Esse tempo, além de ser a etapa mais longa do processo de
criopreservacao € também o momento no qual os espermatozoides estdo submetidos a uma
temperatura (17 °C) que permite que o metabolismo espermatico se mantenha ativo, apesar de

reduzido. Portanto, a utilizacdo da metabolomica como ferramenta para compreender as
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diferengas no perfil dos espermatozoides e do plasma seminal parece ser a mais adequada. A
metaboldmica pode ser considerada o fenotipo bioquimico das células, uma vez que se uma via
metabdlica for identificada pela analise metaboldmica sabe-se que os genes envolvidos foram
expressos e por conseguinte as proteinas foram traduzidas (D’OOCHIO et al., 2019).

Esses fatos nos levam a crer que, possivelmente, ndo apenas o perfil in natura dos
diferentes componentes dos espermatozoides e do plasma seminal seria responsavel por
influenciar a congelabilidade dos espermatozoides; mas também as mudancas geradas nesse
perfil pelo HT possivelmente influenciam a alteragdo do potencial de criotolerancia dos
espermatozoides. Diante do exposto, o presente projeto visa elucidar a funcdo dos metabolitos
seminais na diferenca de criotolerancia entre ejaculados suinos, e procura compreender a agdo
do HT sobre o metabolismo celular e sua consequéncia no potencial de criotolerancia dos

espermatozoides suinos.
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Figura 1: Esquema do protocolo longo de criopreservacdo atualmente utilizado e

baseado no protocolo descrito por Westerndorf (1975).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CRIOPRESERVACAO ESPERMATICA E O USO DO HOLDING TIME A 17 °C
PRE-CRIOPRESERVACAO

Apesar da criopreservacdo do sémen ser uma biotécnica de difusdo mundial
(WATSON, 1996), a utilizacdo do sémen suino criopreservado ainda é restrita (ERIKSSON et
al., 2001). A possibilidade de congelacdo do sémen suino sem grandes prejuizos aos indices de
produtividade das granjas possibilitaria uma série de vantagens em relacdo ao uso do sémen
refrigerado, tais como: facilitar a insercdo de genética no rebanho, por possibilitar o transporte
de material genético a nivel internacional (ERIKSSON et al., 2001); preservar o material
genético de ragas de suinos em extingdo; controlar a transmissdo de doengas aumentando a
biosseguranca do rebanho (BAILEY et al., 2008).

O ejaculado suino possui vérias diferencas em relacdo as outras espécies domeésticas,
mas uma diferenca em particular se torna muito importante quando o assunto € criopreservacao:
0 volume do ejaculado. Um suino pubere ejacula entre 200 a 500 mL, mas apenas a fracao rica
do ejaculado é utilizada para a criopreservacdo seminal, a média de volume dessa fracéo é de
30 a50 mL (BARRANCO et al., 2015), ainda um grande volume comparado a outras espécies.
Esse grande volume gera a necessidade de centrifugacdo do sémen para concentrar oS
espermatozoides e permitir o envase em palhetas de 0,5 mL (CARVAJAL et al., 2004).
Entretanto, sabe-se que o plasma seminal exerce varias fungdes nos espermatozoides suinos
sendo fundamental para os processos de congelacao e descongelacdo (TORRES et al., 2016a;
TORRES et al., 2016b).

O HT é um periodo de refrigeracdo lenta pré-criopreservacdo no qual o sémen fica
ligeiramente diluido em meio de refrigeracdo e em contato com seu préprio plasma seminal.
Esse periodo tem sido utilizado para melhorar a refrigeracdo a 5 °C (PURSEL, et al., 1973) e a
criopreservacao do sémen suino desde a década de 1970 (PURSEL; JOHNSON, 1975), mas até
entdo era realizado a temperatura ambiente (~22 °C) por duas horas. A ideia de refrigerar o
sémen a 15-17 °C (por 3 horas) antes de submeter a temperaturas inferiores (e. g. 5 °C) as quais
0s espermatozoides suinos sdo mais sensiveis ao choque térmico, iniciou-se na Alemanha ainda
na década de 70 por Westendorf (1975), mas a difusdo dessa ideia foi lenta. Somente apds mais
de 10 anos essa técnica passou a ser mais utilizada (ALMLID et al.,1987; DE LEEUW et al.,
1990).
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Os primeiros testes com diferentes periodos de HT comecaram a ser realizados no inicio
dos anos 2000, quando longos periodos de manutencdo a 15-17 °C passaram a ser mais
cogitados; ap6s ERIKSSON et al., (2001) descrever que periodos de 10 e 20 horas de HT
aumentavam a integridade da membrana plasmética comparado a 3 horas. Em 2005, Guthrie e
Welch foram os primeiros a testarem 24 horas de HT, mas ndo obtiveram melhoras
significativas na descongelacéo dos espermatozoides suinos. Em relacéo a fluidez da membrana
espermatica, Casas e Althouse (2013) descreveram que a exposi¢do dos espermatozoides por
24 horas a 17 °C € capaz de moderar a fluidez da membrana dos espermatozoides expostos a
temperaturas de choque térmico (5 °C) e possivelmente contribui para melhores resultados na
congelabilidade dos espermatozoides.

Independentemente dos experimentos testando diferentes periodos de HT a permanéncia
dos espermatozoides suinos refrigerados por 24 horas em contato com o plasma seminal
anteriormente a criopreservacdo, tornou-se 0 mais popular devido a maior praticidade de
manipulacéo e transporte entre centrais de difusdo genética e laboratorios de criopreservacao
(TOMAS et al., 2014).

Atualmente, quase meio seculo apos o inicio da utilizagdo do HT ainda nédo se sabe ao
certo qual o periodo ideal de manutencdo a 15-17 °C, nem 0 que acontece durante esse periodo
para gerar tamanho aumento na criotolerancia dos espermatozoides suinos. O que se sabe a
respeito dos efeitos do HT € que este periodo permite um maior contato com o plasma seminal
e gera uma maior tolerancia a baixas temperaturas (YESTE, 2015). As evidéncias moleculares
que se tém até o momento sdo decorrentes de dois estudos. Yeste e colaboradores (2014)
descreveram que durante o HT ocorre um aumento nos niveis de fosforilacdo dos residuos de
serina da proteina HSP70 (heat-shock protein 70 kDa) e esse aumento é correlacionado com o
aumento da criotolerancia dos espermatozoides suinos. Ja Valencia e colaboradores (2017)
descreveram que héa diferencas na abundancia das proteinas HSP90a (proteina do choque
térmico alfa de 90 kDa), L-PGDS (prostaglandina D sintase do tipo lipocalina) e NPC2
(proteina da doenca de Niemann-Pick tipo C2). Esses autores demonstraram que a HSP90a esta
aumentada no plasma seminal apds 3 horas de HT, sendo que esse aumento é mais pronunciado
em machos de baixa congelabilidade. J4 a NPC2, esta aumentada no plasma seminal de machos
com alta congelabilidade independentemente do HT utilizado (VALENCIA et al., 2017). Esses
autores ainda demonstraram que a L-PGDS possui menores abundéncias em espermatozoides

de machos com baixa congelabilidade apds 3 horas de manutengéo a 17 °C.
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2.2 A INFLUENCIA DO INDIVIDUO NA CONGELABILIDADE DOS
ESPERMATOZOIDES SUINOS

A criopreservacdo espermatica induz as células a uma situacéo nao-fisioldgica, para a
qual € necesséria alta capacidade de adaptacdo celular as alteragdes térmicas e osméticas que
ocorrem durante a diluicdo, refrigeracdo e criopreservagdo (WATSON, 1996). Os
espermatozoides suinos comparados ao de outras espécies domésticas sdo considerados mais
sensiveis ao choque-frio, principalmente pelas caracteristicas da membrana plasmatica, que
nessa espécie apresenta pouco contetdo de colesterol e fosfolipidios saturados (DE LEEUW et
al., 1990). Além da maior sensibilidade dos espermatozoides suinos ao choque frio; é clara a
diferenca na capacidade de adaptacéo as alteracdes oriundas do processo de criopreservacao
(congelabilidade/criotolerancia) dos espermatozoides de diferentes cachagos, entre ejaculados
de um mesmo animal, e até mesmo entre fra¢cdes de um mesmo ejaculado (HOLT et al., 2005;
YESTE et al., 2013).

Um dos maiores problemas na criopreservacdo do sémen suino € a identificagdo dos
ejaculados de alta e baixa criotolerancia antes de iniciar o processamento do sémen para a
congelacdo, uma vez que, uma Otima qualidade espermatica pré-criopreservacao nao
necessariamente garante uma boa qualidade na descongelacdo dos espermatozoides (ROCA et
al., 2006). Aparentemente, a congelabilidade dos espermatozoides suinos esta mais relacionada
as diferencas individuais dos que ao processo de criopreservacdo propriamente dito
(MEDRANO et al., 2009). Entretanto, as particularidades que induzem a maior criotolerancia
de alguns ejaculados suinos ainda permanecem pouco estudadas (CASAS et al., 2010; YESTE,
2016).

Com isso nas Ultimas décadas varios esforcos tém sido empregados no estudo
potenciais marcadores bioldgicos de criotolerancia no sémen. Um marcador biolodgico é uma
caracteristica ou indicador que é capaz de representar um fenotipo funcional. Para tanto as
abordagens “émicas”, como a genbmica, transcriptbmica e protedmica tém sido utilizadas para
descrever moléculas que sejam potenciais biomarcadores de criotolerancia. Ainda no inicio dos
anos 2000, Thurston et al., (2002) descreveram que as variacdes de congelabilidade observadas
entre cachagos poderiam ser determinadas geneticamente. Atualmente, alguns estudos tém por
objetivo identificar marcadores bioldgicos capazes de predizer o potencial de criotolerancia dos
cachacos. Algumas proteinas presentes nos espermatozoides suinos foram identificadas como
marcadores bioldgicos de congelabilidade como: HSP90AAL (proteina de choque térmico 90-
KDa alfa Al), ACRBP (proteina ligante a acrosina), TPI (triosefosfato isomerase), VDAC2
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(proteina de canal idnico voltagem-dependente 2) (VILAGRAN et al., 2013, 2014); e também
no plasma seminal como: fibronectina 1 (VILAGRAN et al., 2015).

Por outro lado, outra abordagem “6mica” vem se tornando mais pertinente, a
metaboldmica. Essa técnica tem sido descrita como o fen6tipo bioguimico das células, fluidos,
tecidos, 6rgdos ou mesmo organismo (D’OOCHIO et al., 2019). Nesse contexto, o estudo e
identificacdo de potenciais biomarcadores associados ao estado fisiologico das células pode
auxiliar a compreender as diferencas no potencial de criotolerancia gerados durante as
diferentes etapas da criopreservacdo; como possivelmente acontece durante o holding time a 17

°C anterior a criopreservacao.

2.3 A METABOLOMICA E A PROCURA DE MARCADORES NA ANDROLOGIA

A metabolémica é o estudo global do metaboloma que compreende uma gama de
pequenas moléculas (<1500 Da), denominadas metabolitos, e seus componentes pertencem a
diversas classes moleculares como carboidratos, lipidios, amino &cidos, &cidos organicos,
acidos nucleicos, vitaminas, poli fenois, alcaloides e outras espécies inorganicas (D’OCCHIO
et al 2019). Os metabdlitos sdo considerados os produtos finais ou intermediarios de varias
reacOes enzimaticas das células ou mesmo do organismo (PATTI et al., 2012; DIETRICH et
al., 2019). A metabolémica é considerada a “omica” mais proxima ao fenétipo (Figura 2); com
isso, 0s metabdlitos podem mais facilmente correlacionados com o fenoétipo das células e/ou
dos individuos; além do fato de ndo serem alterados por modificacdes funcionais como
regulacGes epigenéticas, nos genes, e modificacBes pds-traducionais, nas proteinas (PATTI et
al., 2012; D’OCCHIO et al 2019).

Figura 2 — Diagrama ilustrando o posicionamento do metaboloma dentro do diagrama de

proximidade das “omicas” com o fendtipo.

Genoma |:> Trunseriplomu|:> Proteoma » Metc ‘ Fenétipo
\

Ambiente

Fonte: Adaptado de D’OCCHIO et al 2019.
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A metaboldmica é uma ferramenta fundamental para a compreensdo das alteracfes
moleculares sua relacdo com as funcbes e ou disfuncdes celulares (LI et al., 2018). Os
metabdlitos presentes no plasma seminal desempenham vérias fun¢fes nos espermatozoides
como producdo de energia, motilidade, protecdo, controle do pH, regulacdo da atividade
metabdlica entre outras (BIENIEK et al., 2016). O uso de ferramentas metabolémicas para a
procura de biomarcadores na andrologia humana e animal tem crescido nos Gltimos anos e se
mostrado altamente eficiente. Os biomarcadores na andrologia humana e animal tém sido
estudados nos espermatozoides (PATEL et al., 1998; JONES; BUBB, 2000; MARIN et al.,
2003; HUNG et al., 2009; LIN et al., 2009; PAIVA et al., 2015; ZHAO et al., 2018;
LAFFALDANO etal., 2018; REYNOLDS et al., 2018; MENEZES et al., 2019; FU et al., 2019;
ENGEL et al., 2019), no plasma seminal (KUMAR et al., 2015; VELHO et al., 2018 ; WANG
etal., 2019; ENGEL et al., 2019) e também no plasma sanguineo (MA et al., 2019). Os estudos
com humanos sdo 0s mais abrangentes e abundantes, abordando desde técnicas non-target
(WANG et al., 2019; MA et al., 2019; ENGEL et al., 2019) ate técnicas target para metabolitos
e vias especificas (FU et al., 2019). Ja os estudos metabolémicos voltados para a andrologia
animal sdo mais restritos em relacéo as espécies estudadas e até mesmo as técnicas utilizadas.

Os touros s&o os machos domésticos com o metaboloma seminal mais estudado.
Kumar et al. (2015) descreveu alguns biomarcadores presentes no plasma seminal capazes de
diferenciar animais de alta e baixa fertilidade ap06s a criopreservacdo seminal. Esses autores
descreveram que o citrato e a isoleucina estavam em baixas concentragdes em animais de alta
fertilidade comparado com animais de baixa fertilidade, ja a triptamina/taurina e a leucina
tiveram comportamento oposto. Também em relacdo as associacdes entre os metabdlitos do
plasma seminal e a fertilidade de touros, Velho et al. (2018) descreveram que as proporc¢des de
abundancia do acido 2-oxoglutarico, acido fosfdrico, D-manitol e dulcitol foram maiores nos
touros de baixa no que nos que alta fertilidade; ja a frutose, 4-cetoglucose e o acido eritrénico
tiveram comportamento oposto. Segundo Menezes et al. (2019) os metabolitos: o acido oleico,
acido fosférico, fosfina, carbamato e glicerol sdo os mais abundantes nos espermatozoides de
touros. Esses mesmos autores descrevem que é possivel a discriminacdo de amostras de
espermatozoides de touros de alta e baixa fertilidade a partir do seu metaboloma, e que 0s
metabolitos que mais contribuiram para essa discriminagdo foram o GABA, carbamato, acido
benzoico e acido latico.

Recentemente, o metaboloma dos espermatozoides de outras espécies também tem
sido estudado a fim de melhorar a reproducéo de espécies como os perus (LAFFALDANO et

al., 2018) e no caso do esturjao também para auxiliar na preservacdo da especie (RAHUMI et
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al., 2019). J& em macacos rhesus, o estudo do fingerprint metabolémico dos espermatozoides
revelou que € possivel a caracterizacdo dos animais entre a estacdo do ano em que foi coletada
as amostras, sendo que o acetato foi identificado como metabolito com maiores niveis no
outono (LIN et al., 2009). Em relacdo a associacdo com o metabolismo energético as amostras
tratadas com ACH (alfa-clorohidrina, um agente anti-fertilidade que afeta a motilidade
espermética e 0 metabolismo intermediério; 3-cloro-1,2-propanediol) tiveram maiores niveis
de acetilcarnitina e baixos niveis de ATP e carnitina (LIN et al., 2009).

Entretanto, os estudos de metabolémica ndo séo tdo recentes. No final da década de
90, Patel et al. (1998) investigaram 0s mecanismos envolvidos na ativacdo da atividade
metabolica dos espermatozoides de caprinos pela agdo da L-arginina com auxilio da técnica de
metaboldmica NMR (ressonancia nuclear magnetica). Esses autores concluiram que quantidade
relativamente pequenas de L-arginina melhoram a sintese de adenonisa trifosfato, melhorando
com isso 0 metabolismo espermatico.

O uso da metabolémica para o estudo da andrologia e fungdo espermatica em suinos
ainda € muito escasso. Jones e Bubb (2000) investigaram 0s substratos enddgenos para o
metabolismo dos espermatozoides suinos por NMR e identificaram que a metabolizacdo de
alguns componentes endogenos pode atuar como substrato para a producdo de ATP. Esses
autores citam que os di- ou triglicerideos podem ser utilizados para a producéo de glicerol e os
fosfolipidios de membrana como a acetilcarnitina e o glicerilfosfolipidio para a producéo de
glicerol 3-fosfato. J& Marin et al. (2003) estudaram as caracteristicas metabolémicas dos
espermatozoides suinos e concluiram que o perfil metabdlico dos espermatozoides suinos pode

ser caracterizado por uma alta taxa glicolitica, mas com baixos niveis de glicose-6-fosfato.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar qual (ais) a (s) molécula (s) atua (m) na diferenciagdo dos cachagos com alto
e baixo potencial de criotolerancia; como ela (s) atua (m) para tal diferenciacdo, e se 0s
processos metabdlicos ocorridos nos espermatozoides durante o HT alteram o perfil

metaboldmico e o potencial de criotolerancia dos espermatozoides suinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar o periodo ideal de HT visando os melhores resultados pds-descongelacéo
do sémen suino;

2) Verificar se ha diferenca entre animais de alta e baixa criotolerancia em relagdo ao
uso de HT;

3) Identificar os componentes seminais que atuam no aumento da criotoleréncia dos

espermatozoides suinos, e qual o efeito do HT sobre o perfil metabolémico e criotolerancia;
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4 HIPOTESES

1. A criotolerancia dos espermatozoides suinos aumenta com o aumento do holding
time pré-criopreservacdo até atingir sua eficiéncia maxima.

2. H& um tempo ideal de holding time, o qual gera o efeito maximo, além deste
tempo h& uma reducéo da criotolerancia dos espermatozoides suinos.

3. O uso do holding time nos protocolos de criopreservacdo do sémen suino altera
a congelabilidade do ejaculado.

4. A assinatura metaboldmica da influéncia do uso de holding time no
espermatozoide suino conservado a 17 °C antes da criopreservacdo e capaz de explicar as
diferencas observadas entre os grupos de congelabilidade.

5. A assinatura metaboldmica da influéncia do uso de holding time no plasma
seminal suino da amostra conservada a 17 °C antes da criopreservacdo é capaz de explicar as

diferencas observadas entre o uso ou ndo de HT no protocolo de congelacéo.
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5 ARTIGO I: O tempo ideal de manutencéo a 17 °C para a qualidade espermética

pés-criopreservacdo do sémen suino é de 24 horas

5.1 INTRODUCAO

A primeira criopreservacdo do sémen suino em pellets data de 1975 e foi realizada por
Pursel e Johnson (1975). Ja os atuais métodos de criopreservacao (com palhetas de 5 e 0,5 mL;
protocolo longo) tem sido utilizado por quase 40 anos (HOLFMO; GREVLE, 2000). Apesar
do uso do sémen criopreservado de suino ndo ser recente, ele ainda ndo € utilizado em larga
escala (YESTE, 2015). Mas, tal fato ndo se da em somente devido danos a membrana
plasmatica e acrossomal e a reducdo da motilidade espermatica (PURSEL; JOHNSON, 1975;
YESTE, 2015; ROCA et al., 2016), mas tambem a complexidade dos processos longos de
criopreservacdo atualmente utilizados (ROCA et al., 2016). Brevemente, esse protocolo
consiste na coleta da fracdo rica do sémen suino (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011)
sequida de diluicdo (1:1 até 1.5, diluente I - BTS) e manutencdo em temperatura ambiente por
1,5 horas. Em seguida o sémen é refrigerado a 15-18 °C por no minimo 3 horas (holding time
[HT], YESTE et al., 2014). Apos 0 HT o sémen diluido é centrifugado 800 g/ 10 min (ou 2400
g/ 3 min; CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides é adicionado de um diluente
a base de lactose e gema de ovo (diluente 1) para a concentracéo de 1,5 x 10° espermatozoides/
mL e refrigerado a 5 °C por 2 horas (WESTENDOR et al., 1975). Ao atingir 5 °C, duas partes
do sémen pré-diluido € adicionado de uma parte do diluente 111 (92,5 % de diluente 1I, 6% de
glicerol e 1,5 % de Orvus ES Paste). O sémen diluido é envasado em palhetas de 0,5 mL
(ERIKSSON et al., 2001) e criopreservados em vapor de nitrogénio por 15 minutos (BAISHYA
et al., 2014) ou em sistema automatico a -0,1 °C/min (CASAS et al., 2010).

Por outro lado, os protocolos curtos de criopreservacdo (sémen diluido diretamente
em diluente de criopreservacdo - com crioprotetores- e criopreservado) sao rotineiramente
utilizados para a criopreservacdo de sémen bovino, ovino e equino (ALMEIDA et al., 2017;
DIAZ etal., 2017; LANCONI et al., 2018) e tem sido recentemente utilizado para criopreservar
espermatozoides suinos (SILVA et al., 2015; QUIAN et al., 2016; TORRES et al., 2016a;
TORRES et al., 2016b). Entretanto, esses estudos demonstram que 0s espermatozoides suinos
parecem ser mais sensiveis a toxicidade da adigdo do glicerol a temperaturas mais elevadas
comparado com espermatozoides bovinos, ovinos e equinos. Com isso, a incorporagdo de um

periodo de manutengdo & 17 °C anterior a criopreservacao diminuiria a temperatura de adi¢do
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do diluidor com crioprotetor (de 37 para 17 °C) e possibilitaria a melhoria dos parametros pos-
descongelagdo do sémen suino.

Os laboratorios de criopreservacao sao normalmente distantes das centrais de difuséo
genética; com isso, 0 sémen precisa ser coletado nas centrais e enviado ao laboratério para a
criopreservacao. Para isso, 0 ejaculado (ou a fracdo rica do ejaculado) é diluido em meio de
refrigeracdo (por exemplo BTS), mantido & 15-17 °C (TOMAS et al., 2014) e transportado em
até 24 horas. Além de facilitar o processo de criopreservacao, esse periodo também é descrito
por aumentar a criotolerancia dos espermatozoides suinos (ERIKSSON et al., 2001; CASA et
al., 2013; GALE et al., 2014; TOMAS et al., 2014; YESTE et al., 2014). Apesar de saber que
0 sémen suino precisa de pelo menos 3 horas a 17 °C antes da criopreservacdo (YESTE et al.,
2014), e que usualmente é mantido por 24 horas a 17 °C por facilidade de manipulacdo e méo
de obra, ainda nédo se sabe o periodo ideal de HT que garante os melhores resultados da
qualidade espermatica pos-descongelacdo do sémen suino, nem se periodos maiores que 24
horas poderiam gerar melhores resultados.

Os componentes do plasma seminal participam em varias vias fisioldgicas, como a
ativacdo da motilidade espermatica, antioxidacdo, estabilizacdo da membrana plasmaética e
acrossomal, regularizacdo do metabolismo mitocondrial, protecdo contra inibidores de protease
e contra o choque térmico (JUYENA; STELLETTA, 2012; YESTE et al., 2014). O aumento da
criotolerancia dos espermatozoides descrito pelo uso do HT pode ser devido a maior interacdo
entre 0os componentes do plasma seminal com a membrana espermatica durante esse periodo
(METZ et al., 1990). Ja se sabe que o0 uso que HT nos protocolos de criopreservacéo do sémen
suino melhora os resultados pos-descongelacdo. Entretanto, a literatura apresenta estudos
apenas abordando protocolos longos de criopreservacao e com testes restritos a poucos periodos
de HT como 3, 10 e 20 horas (ERIKSSON et al., 2001); 0 e 24 horas (CASAS et al., 2013); 2
e 24 horas (GALE et al., 2014) 2, 8 e 24 horas (TOMAS et al., 2014); 3 e 24 horas (YESTE et
al., 2014). Com isso, o presente estudo foi delineado a fim encontrar o periodo ideal de HT e
compreender como longos periodos autuariam sobre a qualidade espermaética pos-

descongelacéo.

5.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados nesse trabalho foram aprovados

(sob protocolo 5664140316) e estdo de acordo com principios éticos para experimentacao
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animal da “Comissdo de Etica no Uso de Animais” da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Séo Paulo.

5.2.1  Delineamento experimental

O delineamento experimento estd apresentado na Figura 3. O experimento foi
delineado em blocos casualizados, sendo cada cachaco considerado um bloco, e a unidade
experimental foi considerada como 1/7 da fracdo-rica do ejaculado. Esse experimento foi
delineado com o objetivo de estudar o efeito de sete diferentes tempos de manutencéo (HT) a
17 °C anterior a criopreservacao do sémen suino. As amostras foram obtidas de cinco cachacos,
e cada uma delas foi dividida entre os sete tempos em trés coletas individuais. Duas palhetas de
cada cachaco/coleta/tempo de holding foram utilizadas para avaliar os parametros da cinética
espermatica, e outras duas palhetas foram utilizadas para as analises do estado fisioldgico das
membranas espermaticas incluindo a andlise da integridade das membranas plasmatica e
acrossomal, potencial de membrana mitocondrial, fluidez de membrana e susceptibilidade a

peroxidacdo de membrana.

5.2.2 Reagentes

O diluidor de criopreservagdo Botu-Sui® (composto por aglicares, aminoacidos,
tampdes, 20% de gema de ovo [v/v], antibidticos, 2% de glicerol, 2 % de metilformamida [v/V])
foi desenvolvido e doado pela Biotech-Botucatu Ltda/ME (Botucatu, SP — Brasil). O meio de
refrigeracdo BTS (Beltsville Thawing Solution) foi adquirido da IMV Technologies (L’Aigle,
Franca). As sondas fluorescentes Syto 59 (S59), C11-BODIPY ®8¥5°1 (BP), Yo-Pro-1 (YP),
dihidroetidio (DHE), iodeto de 5,5',6,6’ tetracloro 1,1',3,3" tetraetilbenzimidazolil carbocianina
(JC) e a Merocianina-540 (M540) foram obtidas da Molecular Probe (Eugene, OR — EUA).
Todos o0s outros compostos ndo mencionados a origem foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO — EUA).

5.2.3 Coleta e analise in-natura do sémen suino
Foram realizadas a coleta de trés fracGes ricas do ejaculado de cada cachago (n = 15)

pelo do método da mé&o enluvada. Para tanto, foi realizada prévia higienizacdo do prepucio do

macho. Imediatamente apos a coleta, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente em
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seu proprio plasma seminal (sem dilui¢éo) por 30 minutos (PURSEL et al., 1973; SARAVIA,
2008). O sémen in natura foi avaliado quanto ao volume, concentragcdo espermatica
(hemocitdmetro), cinética espermatica (analise computadorizada — SCA, Microptics®,
Barcelona — Espanha) e morfologia (contraste de interferéncia diferencial). Apds as analises in
natura o sémen foi diluido em BTS (1:2; v:v, 16,5 mL de sémen: 33 mL de diluente), divido
em sete tubos de fundo cbnico de 50 mL e refrigerado a 17 °C durante 0, 4, 8, 12, 24, 28 e 32
horas.

5.2.4  Criopreservacao e descongelacdo do sémen suino

Ap0s cada HT, uma aliquota foi centrifugada a 2400 x g/10 min (CARVAJAL et al.,
2004), o pellet de espermatozoides foi separado do sobrenadante, e suspendido em diluente de
criopreservagio (BotuSui® Botupharma, Botucatu-SP) para a concentragio de 600 x 10°
espermatozoides/mL (RAVAGNANI et al., 2018) envasadas em palhetas de 0,5 mL (IMV
Technologies, Laigle, Franca) e submetido ao protocolo curto de criopreservacao realizado em
sistema automatico (TK 4000®, TK Tecnologia em Congelagéo Ltda., Uberaba, Brasil) descrito
por Torres et al (2016a; 2016b). Para a refrigeracdo, as palhetas foram colocadas no porta-
palhetas, obedecendo uma curva de refrigeracdo de -0,5 °C/minuto até 5 °C, a curva de
congelacdo foi realizada a uma taxa de -20 °C/minuto de 5 °C até -120 °C. Apds a curva de
congelacdo as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido (-196 °C). Por fim, as palhetas
foram raqueadas e armazenadas em botijdes criogénicos. Todas as palhetas foram mantidas a -
196 °C por pelo menos duas semanas. Apos esse periodo, duas palhetas de cada tratamento
foram descongeladas em banho-Maria a 37 °C por 30 segundos e diluidas diretamente em BTS
(1:1; v:v). Para as analises pos-descongelacdo o sémen foi novamente diluido para atingir a

concentracdo ideal para cada analise, como descrito a seguir.

5.25  Analises pos-descongelacéo

2.3.5.1 Andlise da cinética espermatica

As amostras foram diluidas em meio BTS para concentracdo de 50 x 10°
espermatozoides/ mL. Uma aliquota de 5 pL foi disposta sobre camara de Mackler e foram
capturadas imagens sequenciais por uma camera acoplada a um microscopio de contraste de
fase (Nikon Eclipse Ni-U), as imagens foram avaliadas pelo software Sperm Class Analyzer

(Microptics — Barcelona). O software foi configurado para realizar 21 frames/ segundo para a
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captura das imagens. Foram considerados espermatozoides as particulas com &rea maior que 12
um? e menor que 80 pum2 A motilidade total foi definida como a porcentagem de
espermatozoides com VAP > 15 um/s, e a motilidade progressiva foi definida como a
porcentagem de células com STR > 45%. Um total de cinco campos microscopicos, com pelo
menos 150 espermatozoides foram avaliados quanto a motilidade total (MT), e progressiva
(MP), velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL) e velocidade curvelinear (VCL),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR), amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH)
e pela frequéncia de batimento (BCF). Foram realizados ainda ajustas na ferramenta edit/sort
do referido software para andlise de hiperativacdo, sendo que os espermatozoides foram
considerados hiperativos se ALH > 3.5 um ¢ VCL > 97 um/s (SCHMIDT; KAMP, 2004).

2.3.5.2 Andlise do estado fisiologico das membranas espermaticas

As amostras para a analise do estado fisiologico das membranas espermaticas foram
marcadas, como descritas a seguir, e analisadas por citometria de fluxo BD AccuriC6é (Beckton-
Dickeson, San Jose, USA). As amostras foram previamente diluidas em meio TALP para
concentragio de 5 x 10° espermatozoides/mL. Em todas as analises foram utilizadas a sonda
Syto-59 (5 mM, S10341, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA), essa sonda é
permeéavel 8 membrana plasmatica e possui afinidade pelo DNA (DIAZ et al., 2017). Com isso,
as particulas ndo-espermaticas de tamanho e complexidade interna semelhantes aos
espermatozoides foram excluidas das analises. As amostras tiveram uma taxa de aquisi¢éo de
aproximadamente 600-1000 eventos/s, sendo analisadas 10000 eventos Syto-59 positivo por
amostra. As células foram excitadas ao mesmo tempo por um laser de argénio na faixa de 488
nm e por um laser vermelho na faixa de 640 nm. A emissao de florescéncia das sondas excitadas
pelo laser de argdnio foi captada pelos canais FL1 (Band pass 533/30 nm), FL2 (Band pass
585/40 nm) e FL3 (Land pass > 670 nm), ja a sonda fluorescente excitada pelo laser vermelho
foi captada no canal FL4 (Band pass 675/25 nm).

A avaliacdo simultanea da integridade das membranas plasmaética e acrossomal, foi
realizada por meio da seguinte associacdo das sondas fluorescentes: 1 uL de Syto 59 (5 mM,
S10341), 1 uL de lodeto de Propidio (IP-0,5mg/mL) e 1 pL de aglutinina de Pisum sativum
conjugada ao isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA-100 pg/mL). Ap6s 10 minutos de
incubacdo a 37°C, os espermatozoides foram diluidos com 150 pL de TALP e analisados por
citometria de fluxo (DIAZ et al., 2017).
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Figura 3- Esquema ilustrativo do delineamento experimental para os diferentes tempos de HT.

Bloco experimental: cada cachago

il

3 fragdes-ricas do ejaculado de
cada cachago (n = 15)

U

Unidade experimental: 1/7 dafracdo rica do ejaculado
Cada fracdo-rica do ejaculado foi dividida em sete tratamentos 2

0 hrs 4 hrs 8 hrs 12 hrs 24 hrs 28 hrs 32 hrs

O sémen foi descongelado por 30 segundos a 37 °C e analisados para:
s
T pomme

ol —

- Integridade das membranas plasmatica e acrossomal
» £ Potencial de membrana mitocondrial
Cinetica espermatica Niveis de inion superdxido intracetular

Fluidez dos lipideos de membrana
Lipoperoxidagdo de membrana

! Depois da coleta o sémen foi mantido por 30 minutos a temperatura ambiente e
entdo diluido BTS (1:2. v: v); 2Os tratamentos foram considerados os tempos de
holding time 17 °C anterior ao protocolo curto de criopreservagio; 3
Centrifugagdo 2200 x g/ 3min; * Diluicio com o Botu-Sui®- composto por
acucares, aminoacidos, tampdes, 20% de gema de ovo (v/v), antibiotico, 2%
glicerol como crioprotetor, e 2% metilformamida (v/v); * Protocolo curto de

criopreservagao;

Fonte: Torres (2019).
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Para a andlise da fluidez da membrana plasmatica foi empregada a técnica de
citometria de fluxo (FLESCH et al., 1999), que tem por objetivo avaliar a fluidez dos
fosfolipidios por meio da sonda fluorescente M540 que possui afinidade pela porcéo lipidica
dos fosfolipidios de membrana (por¢do hidrofébica) marcando as células viaveis (Yo Prol
negativas). Para tanto, as amostras foram incubadas com 1pL da sonda Yo Pro-1 (7,5 mM).
Apo6s 10 minutos de incubacdo foram adicionados 1L de S59 e incubado por 10 minutos, e
entéo foi adicionado 1 pL da sonda M540 (810 uM) e incubada por 70 segundos (DIAZ et al.,
2017). Por fim as amostras foram diluidas com 150 pL de TALP e analisadas em citometria de
fluxo.

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial foi adicionado a 150 pL de
sémen diluido 1 pL de S59 (5 mM, S10341), 1 pL de lodeto de Propidio (IP-0,5mg/mL), 1 pL
de JC-1 (153 pM, T-3168). Apds 10 minutos de incubacédo a 37°C, os espermatozoides foram
diluidos com 150 pL de TALP e analisados por citometria de fluxo (DIAZ et al., 2017).

A analise da susceptibilidade a lipoperoxidacdo de membrana foi analisada
indiretamente, por citometria de fluxo, por meio do potencial de peroxidacdo da sonda
fluorescente C11-BODIPY 89 gpenas das células viaveis (IP negativo) como anteriormente
descrito por Neild et al (2005). Para tanto, os espermatozoides foram incubados com 1 pL da
sonda BP (1 mg/mL, D-3861) por 20 minutos a 37°C. Apo6s esse periodo, foram adicionados
1puL de S59 e 1 pL de IP (DIAZ et al., 2017). Ap6s 10 minutos de incubacdo a 37°C, os
espermatozoides foram diluidos com 150 pL de TALPm e analisados por citometria de fluxo.

O énion superoxido intracitoplasmatico foi mensurado com auxilio da sonda
fluorescente DHE (Dihidroetidium), que ao ingressar no citoplasma celular reage com o anion
superéxido (02-) e forma o amarelo (567nm) 2 -hydroxyethidium (AITKEN et al., 2007)
detectado por citometria de fluxo nas células viaveis (Yo-Prol negativas). Para tanto, as
amostras foram incubadas com 1uL de DHE (100mM, D1168) por 10 minutos e entdo
adicionada de 1 pL de Yo-Prol. Apds 10 minutos de incubacdo foi adicionado 1 pL de Syto-
59 e incubado por mais 10 minutos, diluidas em 150 pL de TALP e analisadas por citometria
de fluxo (DIAZ et al., 2017).

5.2.6  Analise Estatistica
Os tempos de manutengdo a 17 °C (HT) foram considerados as variaveis fixas e 0s

cachacos as variaveis aleatorias. A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias

foram verificadas e sempre que necessario os dados foram transformados por funcédo
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logaritmica ou arcoseno (para varidveis em porcentagem). Os efeitos de tratamento foram
avaliados usando o PROC MIXED e as diferengas entre as médias foram avaliadas com o
Tukey-Kramer (SAS® Studio, Copyright® 2012-2017, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
Para todas as analises, foi considerado o nivel de 5% de significancia e os resultados estdo
apresentados em Média + EPM.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Cinética espermética

A criopreservacao do sémen suino em protocolos curtos pode ter melhores (p < 0,05)
resultados com a utilizacdo de periodos de manutencédo de 8 e 24 horas a 17 °C anterior a
criopreservagao, com relacdo a motilidade total e 24 horas de HT para a motilidade progressiva
e a porcentagem de espermatozoides rapidos (Tabela 1). Todas as outras caracteristicas
avaliadas pelo CASA (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, HIPER) ndo foram afetadas
(p > 0,05) pelos diferentes tempos de manutencdo a 17 °C anterior ao protocolo curto de

criopreservacao do sémen suino.

5.3.2  Estado fisiologico das membranas espermaticas

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal e a fluidez da membrana
plasmatica foram avaliadas para verificar os efeitos do HT. Os espermatozoides
criopreservados com HT a partir de 4 horas 17 °C foram mais resistentes (p < 0,05) aos danos
nas membranas plasmatica e acrossomal quando comparado aqueles criopreservados na
auséncia de HT (0 e 12 horas, Figura 4A), sendo que as amostras criopreservadas com 24 horas
de HT apresentaram maior percentual de células com membrana plasmatica e acrossomal
integras do que aquelas criopreservadas apos 12 horas de HT. Por outro lado, o uso de HT
anterior ao protocolo curto de criopreservacao do sémen suino ndo alterou (p > 0,05) os padrdes
de fluidez de membrana dos espermatozoides (Figura 4B).

O HT pode afetar o metabolismo espermatico, o potencial de membrana mitocondrial
(Aym) foi avaliado nas células com membrana plasmatica integra. A criopreservacdo dos
espermatozoides suinos a partir de 8 horas de incubagdo a 17 °C aumenta (p < 0,05) o Aym
(Figura 4C). O maior percentual de células viaveis com alto potencial mitocondrial (p < 0,05)

foi observado ap6s 32 horas a 17 °C comparado com 0 e 4 horas (Figura 4C).
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Os efeitos do estresse oxidativo foram mensurados atraves dos niveis de anion
superoxido e da susceptibilidade a lipoperoxidagdo de membrana. O uso do HT gerou um
aumento do anion superoxido e da susceptibilidade a lipoperoxidacdo de membrana (p < 0,05).
Os menores niveis de anion superdxido foram observados nas amostras criopreservadas sem o
uso de HT (p < 0,05) comparada com todos os tempos de incubagdo (Figura 5A). Ja para a
susceptibilidade a lipoperoxidacdo de membrana, as amostras criopreservadas com até 8 horas
de HT tiveram baixos indices (p < 0,05) dessa susceptibilidade comparado com aquelas
criopreservadas ap06s 32 horas (Figura 5B).
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Tabela 1 - Média (+ EPM) das caracteristicas de motilidade p6s-descongelacdo dos diferentes tempos de manutencdo a 17 °C no protocolo de

criopreservacao do sémen suino

Periodos de holding time (horas)

0 4 8 12 24 28 32

MT (%) 8,45+111>  12,05+1,47*® 16,47 +2,55° 1537 +2,66%° 20,72 + 3,332 13,71 +1,68*° 13,62 + 2,62%P
MP (%) 5,22 +0,82° 7,48 +1,05*° 10,53 +1,86%° 9,76 + 2,10%° 13,17 + 2,758 8,48 +1,18%P 8,60 + 1,912P
Répidos (%) 4,42 +0,75° 589 +1,05%  879+17280  871+203 11,18 + 2,502 6,94 + 1,15%P 6,36 + 1,46%P
VCL (um/s) 51,98 +2,22 50,84 + 1,92 51,28 + 2,31 48,09 + 2,04 51,64 + 2,64 50,82 + 1,88 49,98 + 2,98
VSL (um/s) 24,36 + 2,33 24,85 + 2,14 24,94 + 2,25 22,41 + 2,56 25,50 + 2,68 26,14 + 2,17 25,26 + 2,70
VAP (um/s) 31,99 + 2,30 31,63 + 1,87 32,57 + 2,24 29,45 + 2,33 32,98 + 2,45 32,91 2,02 32,09 + 2,55
LIN (%) 46,00+ 2,91 46,96 + 2,93 47,44 + 3,11 45,50 + 3,75 48,53 + 3,43 51,00 + 3,03 50,80 + 3,47
STR (%) 74,66 +2,09 74,96 + 2,03 74,52 + 2,51 73,50 £ 2,92 75,47 £ 2,70 78,44 £ 1,77 77,68 + 2,39
ALH (um) 2,74 +0,08 2,72 +0,08 2,66 + 0,07 2,57 +0,07 2,70 0,09 2,59 + 0,08 2,63 +0,09
BCF (Hz)  5,86+0,20 5,72 + 0,26 5,73+ 0,25 5,42 + 0,27 5,80 + 0,33 6,00 + 0,24 5,93 + 0,24
Hiper (%) 1,17 0,13 1,57 £ 0,25 1,72 £0,21 1,43 £0,19 1,40 £ 0,25 1,19 £ 0,20 1,30 £ 0,35

Fonte: Torres (2019).
MT - Motilidade total; MP - motilidade progressiva; VAP - velocidade de trajeto; VSL - velocidade linear; VCL - velocidade curvelinear; LIN -

linearidade; STR - retilinearidade; ALH - amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF - frequéncia de batimento; Hiper - hiperatividade.

b | etras minusculas representam diferenca estatistica entre os periodos de manutengéo a 17 °C (P < 0,05).
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Figura 4- Média (+x EPM) das caracteristicas de membrana espermatica pds-descongelacdo dos diferentes tempos de manutencdo a 17 °C no

protocolo de criopreservacdo do sémen suino
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&¢ |_etras mindsculas representam diferenca estatistica entre os periodos de manutengédo a 17 °C (P < 0,05).
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Figura 5- Média (+ EPM) das caracteristicas do estado oxidativo das membranas espermaticas pds-descongelacdo dos diferentes tempos de

manutenc¢do a 17 °C no protocolo de criopreservacao do sémen suino
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&¢ |_etras mindsculas representam diferenca estatistica entre os periodos de manutengédo a 17 °C (P < 0,05).
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5.4 DISCUSSAO

O HT é amplamente utilizado para a criopreservacdo do sémen suino, para facilitar o
processamento o sémen é mantido a 17 °C por 24 horas. Entretanto, o periodo ideal que o0 sémen
deve ficar em contato com o seu préprio plasma seminal, sem efeitos deletérios, ainda é
desconhecido. Na literatura é possivel encontrar alguns trabalhos sobre o uso do HT, entretanto,
como nenhum dele aborda longos periodos de manutencdo a 17 °C, ndo é possivel observar o
aumento (no geral) da caracteristicas pds-descongelagdo entre os tempos de manutencéo até 24
horas, e em seguida uma queda de qualidade generalizada com o aumento dos tempo de HT.

O efeito do HT nas carateristicas da motilidade ja foi previamente descrito por alguns
autores, mas continua tendo resultados controversos. Wasilewska e Fraser (2017) descreveram
gue a manutencdo do sémen por 24 horas a 10 °C melhora a motilidade total e progressiva
comparada com 2 horas a 17 °C. Entretanto, Yeste et al. (2014) descrevem que a motilidade
total pos-descongelacédo nao foi beneficiada pelo aumento do HT de 3 para 24 horas; enquanto
para a motilidade progressiva os melhores resultados foram obtidos nas amostras
criopreservadas ap6s 24 horas de manutencdo. Ja Guthrie e Welch (2005) ndo demonstraram
nenhuma melhora nas caracteristicas de motilidade ap6s 3 ou 24 horas de HT. Do mesmo modo,
Tomas et al. (2014) constataram que a manutencdo dos espermatozoides suinos por longos
periodos (24 horas) ndo melhora a motilidade total e progressiva comparado a curtos periodos
(2 ou 8 horas) de HT. Nossos resultados demonstram que 24 horas é o melhor periodo de
manutencdo para a motilidade total e progressiva, e com tempos de manutencdo mais
prolongados os resultados ja passam a ser semelhantes a curtos periodos e até mesmo a auséncia
de HT.

Os espermatozoides ejaculados sdo capazes de absorver proteinas de baixo peso
molecular do plasma seminal (METZ et al., 1990; MOORE et al., 2005). Com isso, a incubacgéo
dos espermatozoides antes da criopreservacdo em seu proprio plasma seminal, ligeiramente
diluido, pode permitir os espermatozoides incorporarem uma grande quantidade de proteinas
do plasma seminal. Nesse contexto, a calcitonina presente no plasma seminal, por exemplo,
pode incorporar-se nos espermatozoides suinos durante o HT. Essa proteina tem alta correlagéo
positiva (r =0,8581, p < 0,05) com a motilidade espermatica (PIPAN et al., 2017). Portanto, tal
fato poderia explicar nossos resultados, no qual foi observado melhora da motilidade total e
progressiva com 24 horas de HT. Pipan et al. (2017) também descreveram uma correlacéo
negativa entre a concentracdo seminal de calcio (r = -0.436, p < 0,05) e a motilidade

progressiva. A regulacdo da motilidade pelo calcio é concentracdo-dependente, na qual baixas
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concentragdes estimulam a motilidade e altas concentragdes inibem (BHOUMIK et al., 2014).
Alguns prostassomos foram descritos por serem responséveis por carrearem célcio (PARK et
al., 2011) e eles sdo capazes se se ligarem aos espermatozoides e transferirem seu conteido
(BURDEN et al., 2006). Assim, a longa exposic¢éo aos prostassomos pode explicar 0 aumento
intracelular de célcio, o que pode explicar a queda da motilidade em longos periodos (28 e 32
horas) de HT.

O uso do HT na criopreservacdo dos espermatozoides suinos apresentou efeitos
benéficos para as membranas plasmatica e acrossomal, quando utilizado por 24 horas.
Corroborando, Eriksson et al., (2001) demonstraram que curtos periodos de HT (3 horas) ndo
tem o mesmo efeito benéfico que longos periodos (10 e 20 horas) para a integridade da
membrana plasmatica. De maneira similar, Yeste et al. (2014) reportaram que a integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides suinos pos-descongelacao pode ser melhorada com
0 aumento do HT de 3 para 24 horas, mas sem alterar a integridade do acrossoma. Ja,
Wasilewska e Fraser (2017) demonstraram que o uso de 24 horas de HT a 10 °C melhorou a
integridade da membrana plasmatica da maioria dos animais avaliados comparado com 2 horas
a 17 °C; mas os mesmos autores ndo demonstraram 0s mesmos efeitos no que diz respeito a
integridade da membrana acrossomal.

Tais resultados podem ser explicados baseados no fato que as espermadesinas possuem
a habilidade de se ligarem a membrana espermatica depois da ejaculacdo, pela acdo da colina
de alguns fosfolipidios. As espermadesinas pertencem a superfamilia das BSP (proteinas
ligantes aos espermatozoides) a qual pode ser classificada pela habilidade de se ligar a heparina
(HPB — proteinas ligantes a heparina que inclui AQN-1, AQN-3, AWN) ou nao (PSP-I e PSP-
I1) (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011; PLANTE et al., 2016). A AQN-1 é relaciona com
a integridade da membrana plasmatica (CABALLERO et al., 2009) enquanto a AWN e a AQN-
3 fazem parte da estabilizacido do acrossoma (DOSTALOVA et al., 1995). Além das
espermadesinas as HSP também parecem exercer alguma funcdo no aumento da integridade de
membrana. Os espermatozoides suinos criopreservados ap6s HT de 24 horas aumentam o0s
niveis de fosforilacdo dos residuos de serina da proteina HSP70 (proteina do choque térmico
70 kDa). As HSP sdo responsaveis por protegerem 0s espermatozoides contra os danos
causados pelo choque térmicos, resultando em melhora da integridade de membrana e aumento
da criotolerancia (YESTE et al., 2014). Portanto, é possivel entender como 24 horas de HT
aumentou a integridade das membranas plasmatica e acrossomal no presente estudo. Entretanto,
os efeitos das BSP é tempo e concentracdo dependente (MANJUNATH et al., 2002). Apds
longa exposicdo as proteinas BSP induzem efluxo de fosfolipidios e colesterol do folheto
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externo da membrana plasmética consecutivamente aumenta a susceptibilidade ao choque-frio
(THERIEN et al., 1998; THERIEN et al., 1999), tal fato pode explicar os efeitos deletérios dos
longos periodos (28 e 32 horas) de HT para algumas caracteristicas espermaticas.

Wasilewska e Fraser (2017) descreveram que o potencial de membrana mitocondrial
pode ser melhorado com o uso de 24 horas de HT a 10 °C comparado com 2 horas a 17 °C. No
presente estudo, foi observado resultado similar, no qual a porcentagem de espermatozoides
vivos com alto potencial de membrana mitocondrial aumentou apds 4 horas de HT. Tal melhora
pode ser explicada pelo fato que durante o HT pode haver um balanceamento de algumas
enzimas entre o plasma seminal e os espermatozoides. A glutationa (GSH) e a fosfatase alcalina
(ALP) podem atuar disponibilizando a frutose como fonte de energia para a mitocondria
espermatica. A fosfatase alcalina atua na sintese e disponibilidade da frutose para os
espermatozoides (KING; MACPHERSON, 1966), enquanto a glutationa reduzida esta
envolvida na frutolise esperméatica (SLAWETA; LASKOWASKA, 1987). Possivelmente como
consequéncia desse aumento do potencial mitocondrial, também foi observado um aumento na
peroxidacao lipidica (a partir de 12 horas de HT) e nos niveis de anion superoxido (a partir de
4 horas de HT). Pipan et al. (2017) descrevam que os niveis seminais de ferro e selénio possuem
correlagdo positiva com a integridade da membrana plasmatica. Os espermatozoides
refrigerados (durante o HT) estdo sob condi¢bes oxidativas, uma vez que na temperatura de
refrigeracdo o metabolismo ainda esta ativo (KUMARESAN et al., 2009). Com isso, para
manter o equilibrio entre agentes antioxidantes e pro-oxidantes, evitando danos oxidativos, o
ferro é consumido pelas enzimas Fe-dependentes (como a catalase), e o selénio é consumido
para manter os niveis de glutationa peroxidase (CEROLINI et al.,, 2001). Portanto, a
concentracdo desses ions possivelmente diminui durante a refrigeracdo e HT, causando a
diminuicdo do potencial antioxidante. Apesar do aumento dos efeitos oxidativos em periodos
prolongados de HT parecer claro, os resultados do presente estudo ndo corroboram com 0s
apresentados por Yeste et al. (2014). Esses autores descrevem gue 0s niveis intracelulares de
perdxido ndo sdo alterados nos espermatozoides descongelados pelo uso de 3 ou 24 horas de
HT. Por outro lado, os efeitos oxidativos observados no presente experimento nao levaram a
alteracdo da fluidez e integridade das membranas, o que nos leva a crer que o aumento dos
niveis de anion superoxido e na lipoperoxidacdo se mantiveram em niveis fisioldgicos para as
células espermaticas.

Durante e depois da ejaculacdo as HBP se ligam a superficie espermatica e uma de suas
fungdes é atuar com proteinas decapacitantes; protegendo os espermatozoides da capacitacdo
prematura (PLANTE et al., 2016; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Outra molécula
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associada com o potencial decapacitante espermatico € o colesterol (CROSS, 1996), e metade
do colesterol seminal esta diretamente associado aos exossomos (CROSS; MAHASRESHTI,
1997). Piehl et al. (2013) demonstraram que 0s exossomos e lipossomos séo capazes de
bloguear a capacitacdo dependente de colesterol e diminuir a fluidez da membrana plasmatica.
Entretanto, a interacdo dos espermatozoides com o plasma seminal e seus possiveis exossomos,
lipossomos e HPB durante o HT ndo alteraram a fluidez da membrana plasmaética entre os
diferentes tempos de HT. Por outro lado, Yeste et al. (2014; 3 e 24 horas), Wasilewska e Fraser
(2017; 2 horas a 17 °C e 24 horas a 10 °C) demonstraram que curtos periodos de HT aumentam
a fluidez de membrana comparado a 24 horas.

Com base nos resultados aqui discutidos € possivel concluir que manter o sémen suino
refrigerado a 17 °C por 24 horas anteriormente a criopreservacdo melhora a motilidade total e
progressiva, a porcentagem de espermatozoides rapidos e a integridade das membranas
plasmatica e acrossomal. Ja para atingir os maiores valores de potencial de membrana
mitocondrial se faz necessario o uso de 32 horas de HT. Por outro lado, ndo foi possivel
controlar os niveis de anion superoxido e a peroxidacao lipidica, os quais ndo foram prejudiciais
para outras caracteristicas espermaticas. Assim, visando os melhores resultados para a

criopreservacao do sémen suino o periodo ideal de HT é de 24 horas a 17 °C.
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6 ARTIGO II: O potencial de congelabilidade do ejaculado suino e sua relagdo com

0 uso do holding time & 17 °C anterior a criopreservacdo: Uma visdo metabolémica

6.1 INTRODUCAO

A habilidade em resistir os processos de refrigeracdo, criopreservacdo e
descongelacdo, é denominada criotolerancia, e difere entre animais e até mesmo entre
ejaculados de um mesmo animal (HOLT et al., 2005; PENA et al., 2006). Nesse contexto, 0s
ejaculados podem ser classificados em ‘ejaculados de alta congelabilidade’ (EAC) ou
‘ejaculados de baixa congelabilidade’ (EBC; adaptado da classificacdo em inglés feita por
CASAS et al., 2009). Entretanto, o que difere entre os ejaculados sdo os resultados pés-
descongelacdo; ambas as categorias possuem 6tima qualidade do sémen in natura (ROCA et
al., 2006).

O processo de criopreservacdo do sémen suino inclui trés etapas de diluicdo seguidas
de queda de temperatura (ALMLID; JOHNSON, 1988), ou seja, a0 menos trés possiveis pontos
para que as diferencas de criotolerancia se manifestem. A primeira etapa é o denominado
holding time (HT), que é uma etapa exclusiva do protocolo de criopreservacdo do sémen suino,
e é caracterizada por ser uma refrigeracdo lenta, da temperatura ambiente a 17 °C, por até 24
horas, na qual os espermatozoides permanecem ligeiramente diluidos, portanto, o contato com
0 plasma seminal continua sendo um fator de extrema importancia (YESTE et al., 2014;
TORRES et al 2019). Além de ser a etapa mais longa do processo, € a etapa na qual a
temperatura de refrigeracdo permite que o metabolismo espermatico se mantenha ativo, apesar
de reduzido.

A complexidade molecular dos eventos que envolvem a alteracdo do potencial de
criotolerancia dos espermatozoides durante o HT ainda ndo é completamente compreendida.
Entretanto, algumas evidéncias moleculares vém sendo levantadas; como 0 aumento dos niveis
de fosforilacdo dos residuos de serina das proteinas HSP70, TRK (A, B e C), CDK1/CDC2 e
GSK-32 ap0ds 24 horas de HT (YESTE et al., 2014). Também existem relatos de que existe uma
relacdo entre 0 aumento da criotolerancia conferido durante o HT e a diferenca no potencial de
criotolerancia dos ejaculados; sendo essa relagdo dependente das proteinas HSP90a, NPC2 (19
KDa) e a L-PGDS que diferem em concentragdo entre os periodos de HT utilizado (0 e 3 horas)
e da criotolerancia da amostra (VALENCIA et al., 2017).

Os metabdlitos sdo originarios dos eventos fisio- e patoldgicos, atraves de reacfes
bioquimicas (PATTI et al., 2012; DIPRESA et al., 2018; D’OCCHIO et al 2019), e com isso 0
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metaboloma pode ser considerado o fen6tipo bioquimico da célula e/ou do individuo (PATTI
et al., 2012; GUIJAS et al., 2018; D’OCCHIO et al 2019). A metabolémica € uma técnica que
vem sendo amplamente utilizada para a procura de biomarcadores na reproducdo. Mais
especificamente na andrologia, os metabdlitos seminais vém sendo estudados nos
espermatozoides de humanos (PAIVA et al., 2015; REYNOLDS et al., 2017; ZHAO et al.,
2018; ENGEL et al., 2019; FU et al., 2019), bovinos (MENEZES et al., 2019, HOLDEN et al.,
2017), esturjdo (RAHIMI et al., 2019), perus (LAFFALDANO et al., 2018), cachacos (JONES;
BUBB, 2000; MARIN et al., 2003) e bodes (PATEL et al., 1998); e no plasma seminal de
humanos (ZHANG et al., 2015; ENGEL et al., 2018; WANG et al 2019) e bovinos (KUMAR
et al., 2015; VELHO et al., 2018). As investigacdes das alteragdes moleculares a nivel dos
espermatozoides e plasma seminal com a comparacdo do perfil ou mesmo a quantificacdo
relativa dos metabolitos pode revelar algumas funcdes e/ou disfungdes celulares durante a
criopreservacao (NICHOLSON et al., 1999; LIN et al., 2009).

Sabe-se que o HT melhora a criotolerancia dos espermatozoides suinos, mas ndo se
sabe ao certo se os EAC possuem esse potencial independente do HT ou se é algum processo
intrinseco a esse holding time a 17 °C que garante esse aumento de criotolerancia. Com isso,
nesse experimento utilizamos a ferramenta metaboldmica para auxiliar na compreensédo dos

eventos moleculares envolvidos durante 0 HT e sua relacdo com a criotolerancia espermatica.

6.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados nesse trabalho foram aprovados
(sob protocolo 5664140316) e estdo de acordo com principios éticos para experimentacédo
animal da “Comissdo de Etica no Uso de Animais” da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

6.2.1  Delineamento experimental

O experimento foi delineado em blocos casualizados, sendo cada cachaco considerado
um bloco, e a unidade experimental foi considerada como 1/2 da fragdo-rica do ejaculado. A
priori foram utilizados 27 machos suinos para coleta e criopreservacdo do ejaculado, os quais
foram utilizados para formar dois grupos homogéneos de congelabilidade, a saber: ejaculados
de alta congelabilidade (EAC) e ejaculados de baixa congelabilidade (EBC). Foi realizada uma

Unica coleta da frag&o rica do ejaculado de cada um dos cachagos, e cada amostra foi dividida
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em dois tratamentos: 0 h (sem refrigeragdo a 17 °C anterior a criopreservagdo) e 24 h
(refrigerado por 24 horas a 17 °C anterior a criopreservacdo), em cada um dos tempos foi
coletada amostras de espermatozoides e plasma seminal e congeladas até 0 momento das
andlises de metabol6mica; em seguida as amostras foram criopreservadas e posteriormente a
qualidade do sémen descongelado foi avaliada por CASA e citometria de fluxo. As andlises
metabolomicas dos espermatozoides e do plasma seminal foram realizadas a fim de
compreender o processo de aumento da criotolerancia durante o HT e correlacionar este com a

congelabilidade dos ejaculados.

6.2.2 Reagentes

O diluente de refrigeracdo BTS (Beltsville Thawing Solution) foi adquirido da IMV
Technologies (L'Aigle, Franca) Os diluentes de congelagdo Botu-Sui® (Fracdo A [FA] —
acucares, amino acidos, buffers, 20 % de gema de ovo [v/v] e antibidticos; Fracdo B [FB] — FA
adicionada de 6% de glicerol e 6% de metilformamida [v/v] como crioprotetores) foi
desenvolvido e doado pela Biotech-Botucatu- Ltda /ME (Botucatu, SP, Brasil). O metanol e a
agua ultra-pura foram adquiridos da Fluka Analytical (Buchs, Suica). As sondas fluorescentes
Syto59 (S59), C11-BODIPY®85% (BP), Yo-Pro-1 (YP), JC-1 (iodeto de 5,5,6,6' tetracloro
1,1',3,3' tetraetilbenzimidazolil carbocianina) e Merocianina 540 (M540) foram provenientes
da empresa Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). Quando ndo mencionada a origem 0s
regentes quimicos utilizados foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

6.2.3 Animais e local

Para a realizacdo desse experimento, foram utilizados vinte e sete cachacos (entre 9 e
30 meses) puros das racas Landrace (n = 15) e Large-White (n = 12), adultos e saudaveis,
puberes, com histérico de qualidade e fertilidade de sémen refrigerado normais. Todos 0s
animais utilizados estavam instalados em baias individuais na Central de Difusdo Genética
pertencente a DB genética Suina e localizada em Presidente Olegério, MG (-18° 31° 77, -46°
02’ 39°°). Os galpdes eram climatizados por pressdo negativa e a temperatura interior se
mantinha entre 22-25 °C. Os animais eram alimentados de acordo com os protocolos padrdes
da empresa e a 4gua era fornecida ad-libitium. Todos os animais foram submetidos ao regime

de coleta da central, duas vezes por semana, pela técnica da mao duplamente enluvada e com
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esgotamento do contetido do diverticulo prepucial anteriormente a coleta; apenas um ejaculado

por animal foi utilizado no experimento.

6.2.4  Avaliacao seminal & campo

A fim de garantir a qualidade do sémen in natura, ap6s holding time a 17 °C e
imediatamente apds a descongelagdo foram realizadas analises seminais a campo. O sémen in
natura foi avaliado quanto ao volume, concentracdo espermatica (cAmara de Neubauer) e uma
aliquota foi armazenada para posterior analise morfoldgica (contraste de interferéncia
diferencial — DIC). A motilidade total e progressiva foi realizada da mesma maneira que na
rotina da central (in natura e pos-refrigeracdo a 17 °C). Uma aliquota (3pL) de sémen foi
depositado em uma das camaras da ldmina de avaliacio Leja® e avaliado em sistema
computadorizado AndroVision® (Minitube, Tiefenbach, Alemanha).

A integridade de membrana das amostras in natura e pos-refrigeracdo a 17 °C foram
avaliadas pela técnica de Eosina-Nigrosina (BARTH; OKO, 1989). Para tanto, uma aliquota (5
pL) de amostra foi corada com 5 L do corante eosina-nigrosina por 30 segundos e em seguida
realizado o esfregaco em lamina de microscopia. As céelulas foram contadas em duplo-cego em
um total de 200, em microscopio 6tico comum (aumento 1000x).

Para a andlise da integridade acrossomal das amostras in natura e pos-refrigeracao a
17 °C foi utilizada a técnica descrita por POPE et al. (1991). Uma aliquota (6 uL) foi incubado
com o0 corante rosa-bengala por 3 minutos e entdo realizado o esfregaco sobre lamina de
microscopia. Foram contadas 200 células em duplo cego sob microscopia Gtica comum

(aumento 1000x) e classificadas como acrossoma integro ou lesionado.

6.2.5  Criopreservacao e descongelacédo seminal

Durante as analises do ejaculado in natura o sémen permaneceu em temperatura
ambiente (20 a 22 °C) em contato com o préprio plasma seminal por até 30 minutos
(SARAIVA, 2008, TORRES et al., 2019). Depois 0 sémen foi diluido em BTS (1:1, v:v) e
dividido em duas aliquotas, a saber: Oh (sem refrigeracdo a 17 °C anterior a criopreservagao) e
24h (refrigerado por 24 horas a 17 °C anterior a criopreservacdo, TORRES et al., 2019).

Apos 0 ou 24 horas de refrigeragdo a 17 °C o sémen foi centrifugado (2260 x g/ 3min;
CARVAJAL et al., 2004) e o pellet de espermatozoides foi diluido na fracdo A do diluente de

congelacdo BotuSui® (sem adicdo de crioprotetor penetrante) para concentracdo de 1,5 x 10°
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espermatozoides/ mL e refrigerado a 5 °C durante 120 minutos. Apos atingir 5 °C, foi
gentilmente adicionada a fragdo B do diluente de criopreservacdo (com 2% glicerol e 2%
metilformamida, v:v) até a concentragdo de 1 x 10° espermatozoides/ mL. O sémen diluido foi
envasado em palhetas de 0,5 mL e seladas com alcool polivinilico. Todo processamento foi
realizado a 5 °C, e todos os equipamentos (palhetas, &lcool polivinilico, papel toalha, raque de
congelagdo) foram mantidos a 5 °C anteriormente ao processamento. A congelacéo foi realizada
em vapor de nitrogénio, para isso, as palhetas foram posicionadas horizontalmente na raque de
congelacdo de mantidas a 3 cm acima do nivel do nitrogénio liquido, em caixa de isopor por 15
minutos. Passado o tempo de congelacéo, as palhetas foram submersas em nitrogénio liquido,
e entdo mantidas em goblets até 0 momento da anélise.

Para a descongelacdo, duas palhetas por ejaculado foram completamente submersas
em banho-Maria 37 °C/ 30 seg. e em seguida imediatamente diluidas em 1 mL de BTS. Apds
essa diluigéo foi realizada uma segunda diluicdo dependendo da analise a ser realizada: em BTS
para 30 x 10° para analises computadorizadas da motilidade, e em TALP para 5 x 10°® para

analises em citometria de fluxo.

6.2.6  Analises pds-descongelacdo

Todos os vinte e sete ejaculados foram avaliados quanto as caracteristicas de
motilidade pelo sistema CASA e quanto ao estado fisioldgico das membranas dos

espermatozoides por citometria de fluxo como descrito abaixo.

6.2.6.1 Avaliacdo da cinética espermatica

A analise da motilidade e da cinética espermatica foi realizada no sistema
computadorizado Sperm Class Analyzer (SCA®, ver. 5.0; Microptics S.L; Barcelona, Spain).
Uma aliquota (5 pL) de sémen diluido (30 x 10° espermatozoides/ mL) foi depositada em
camara de Makler pré-aquecida (37 °C) e avaliada em microscopia de contraste de fase (Nikon,
Model Eclipse 80i) em aumento de 100x. Foram avaliados pelo menos cinco campos com 200
células com o software operando a 25 video frames por segundo (25 Hz). Foram analisadas as
seguintes variaveis: motilidade total (MT, %) que foi caracterizada como a porcentagem de
espermatozoides que apresentavam VCL > 10 um/s; motilidade progressiva (MP, %) que foi
caracterizada como a porcentagem de espermatozoides que exibiam STR > 45%;
espermatozoides rapidos (RAP, %) que foram considerados quando o VAP > 45 um/s;

velocidade curvelinear (VCL); velocidade de trajeto (VAP); velocidade linear (VSL);
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linearidade (LIN); retilinearidade (STR); amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH);
frequéncia de batimento (BCF). A hipermotilidade espermética (HIPER) foi avaliada usando
os padrdes estabelecidos por Pavanelli et al., (2017) incluidos na ferramenta Edit/Sort do

software.

6.2.6.2 Avaliacdo do estado fisioldégico das membranas espermaticas

Todas as analises por citometria de fluxo foram realizadas em um BD Accuri C6
(Becton & Dickinson Company, San Jose, CA — EUA) acoplado com um laser de argonio (488
nm) e um laser vermelho (640 nm). Os debris celulares foram excluidos das analises utilizando
dois métodos 1) parte dos debris foram deixados de fora da sele¢do por tamanho e granulosidade
interna, 2) e aqueles com mesmo tamanho e granulosidade interna semelhante aos
espermatozoides foram excluidas da analise devido a quantidade muito baixa de DNA (sinal
muito fraco de Syto59; Diaz et al., 2017). As aquisi¢Oes foram realizadas em baixo fluxo (12
pL/ min), e um total de 10.000 células (S59 positiva) foram contadas. Os detectores utilizados
foram: FL1 (530/30 nm) para FITC-PSA, C11-Bodipy (fluorescéncia verde) e YO-PRO1, FL2
(585/40 nm) para JC-1 (fluorescéncia alaranjada) e Merocianina, FL3 (610/20 nm) para IP
(iodeto de propideo), e FL4 (675/25 nm) para S59.

A técnica da coloracdo tripla foi utilizada para a avaliacdo da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal com algumas modificacbes descritas por DIAZ et al.
(2017). Uma aliquota (150 pL) foi corada simultaneamente com IP (3,3 pg/ mL), FITC-PSA
(0,6 mg/ mL) e S59 (5 nM) por 10 minutos & 37 °C (DIAZ et al., 2017). Apés a incubacio, as
amostras foram diluidas em TALP (150 pL) e analisadas por citometria de fluxo. As células
foram classificadas como: PIAI (porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica
e acrossomal integras).

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial foi utilizada a sonda
fluorescente JC-1. Para a coloracdo, uma amostra (150 uL) foi adicionada de S59, IP e JC-1 (1
M) e incubadas & 37 °C por 10 minutos (DIAZ et al., 2017). As amostras foram diluidas em
TALP e analisadas em citometria de fluxo. As células analisadas foram classificadas como
membrana plasmatica integra (Pl negativo) e alto potencial de membrana mitocondrial (JC-1
alaranjado).

A fluidez dos fosfolipidios de membrana foi analisada com o auxilio da sonda
fluorescente Merocianina 540 (FLESCH et al., 1999). Para isso, as amostras foram coradas com
YP (50 nM) por 10 minutos (37 °C) e passada essa incubagéo foi adicionado S59 e incubado

por mais 10 minutos/37 °C. A M540 (16,2 uM) foi ent&o adicionada e incubada por mais 70
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segundos (DIAZ et al., 2017). As células foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a
intensidade mediana de fluorescéncia emitida pela M540 nas células com membrana plasmética
integra (YP negativo).

Outro pardmetro avaliado foi a peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica com a
utilizagio da sonda fluorescente C11-Bodipy®®¥/5°! (NEILD et al., 2005). As amostras (150 L)
foram incubadas com BP (6,67 pg/ mL) por 20 minutos a 37 °C e em seguida foram adicionados
os corantes IP e S59 e incubados por mais 10 minutos (37 °C; DIAZ et al., 2017). Em seguida
as amostras foram diluidas e analisadas por citometria de fluxo para a intensidade mediana da
fluorescéncia verde emitida pelo BP nas células como membrana plasmética integra (Pl

negativo).

6.2.7  Determinacéo da congelabilidade dos ejaculados

Para o presente experimento foi coletado um ejaculado de cada um dos vinte e sete
cachacos utilizados, a fim de conseguir estudar uma populacdo suficientemente grande que
permitisse caracterizar bem os ejaculados de alta e baixa congelabilidade. Todos os ejaculados
pos-descongelacdo foram avaliados em duas etapas a saber: a campo (conforme descrito no
item 6.2.4) e posteriormente com o auxilio de técnicas e equipamentos mais avan¢ados
(conforme descrito no item 6.26). A porcentagem pos-descongelacdo de motilidade total (MT)
e de membrana plasmatica integra (MI) dos ejaculados criopreservados apds 24 horas de HT
(tempo padrdo para a criopreservacao do sémen suino) foram utilizadas para determinar a

congelabilidade dos grupos. Foi realizado um indice de descongelacdo descrito pela seguinte

(MT innatura—MT descongelado)+(MI innatura—MI descongelado) 0
> .

representa a média entre a reducdo da MT e da MI do sémen in natura para o descongelado.

idesc

formula: idesc =

Para a distribuicdo dos ejaculados, estes deveriam atender simultaneamente aos seguintes
critérios: ejaculados de alta congelabilidade (EAC) — idesc < 62, MT > 25% e MI > 30%;
ejaculados de baixa congelabilidade (EBC) — idesc > 63, MT < 25% e MI < 30%.

6.2.8  Coleta das amostras e protocolo de extracdo dos metabolitos

Ap0ds cada periodo de HT (0 e 24 horas) uma aliquota de sémen (diluido em BTS 1:1;

v:v) foi centrifugado (800 x g/ 10 min) para separacdo dos espermatozoides e plasma seminal.
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O pellet de espermatozoides foi lavado (2000 x g/10 min) duas vezes em D-PBS (Dulbecco's
Solucdo Fosfato Salina tamponada), a fim de garantir que todo plasma seminal tenha sido
removido. As amostras de plasma seminal foram centrifugadas (2000 x g/10 min) por mais duas
vezes, a fim de garantir que todos os espermatozoides tenham sido removidos das amostras.
Apos a separacdo as amostras foram mantidas a -80 °C até o momento das extragdes.

Para a extracdo dos metabolitos seminais foi utilizado o protocolo descrito por Bligh e
Dyer (1959). A cada uma das amostras de plasma seminal (400 uL; correspondente a 200 pl de
plasma e 200 pL de BTS) e de espermatozoide (200 pL) foram adicionados 450 pL de metanol
e misturados em vortex por cinco minutos. Foram adicionados 200 uL de &gua destilada e 250
pL de cloroformio e misturado em vortex por 10 segundos. Depois da solucao separar em duas
fases, foi adicionado 100 pL de metanol e as amostras foram incubadas a 4 °C por 15 minutos.
Terminada a incubacédo foram adicionados 250 pL de agua destilada e 250 pL de cloroférmio
e as amostras foram centrifugadas (1000 x g/ 5 min). Apos a centrifugacdo houve a formacéo
de duas fases separadas por um anel proteico. A fase superior € considerada a fase polar onde
deve ser encontrado os metabolitos. Essa fase foi cuidadosamente recuperada em microtubo, e
os solventes foram secos em centrifuga a vacuo por 4 horas e em seguida congelados a -80 °C

até o momento das analises.

6.2.9  Analise metabolémica ndo direcionada - Cromatografia liquida-espectrometria

de massas de alta performance

As amostras extraidas foram avaliadas na Metabolite Profiling Facility localizado no
Bindley Bioscience Center da Purdue University, West Lafayette, IN-EUA. Anteriormente as
analises as amostras previamente secas foram reconstituidas em 95% de agua deionizada, 5%
de aceto nitrila e 0,1% de acido férmico (100uL para amostras de plasma seminal e 75 L para
amostras de espermatozoides), sonicadas por 5 minutos, em seguida centrifugadas 16.000 x g/
8 minutos e entdo transferidas para os tubos de HPLC. As separacfes foram realizadas em um
Agillent 1290 system (Palo Alto, CA, EUA), com fluxo da fase mébil de 0,45 mL/min. Os
metabdlitos foram analisados com uma coluna Waters HSS T3 (1,8 um, 2,1 x 100 mm), na qual
as fases mdveis A e B foram 0,1% de acido férmico em agua deionizada e aceto nitrila,
respectivamente. As condicGes iniciais foram 100:0, A:B mantida por 1 minuto, seguida por
um gradiente linear de 70:30 aos 16 minutos, e 5:95 aos 21 minutos. O reequilibrio da coluna
cromatogréfica foi realizado ao retornar a condic¢éo de 100:0 aos 22 minutos e mantida até 27

minutos. A analise de massas foi realizada com um Agilent 6545 Q-TOF espectrdmetro de
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massas com ESI positivo de 3.2 kV, temperatura do gas nitrogénio 325 °C, fluxo do gés de
secagem 8.0 L/min, pressdo do géas de nebulizacdo 30 psig, tensdo do fragmentador 135 V,
skimmer 45 V, OCT RF 750 V. Os dados de massa (de 70 — 1500 m/z) foram coletados
utilizando o software Agilent Mass Hunter Acquisition (v. B.06).

6.2.10 Anélise estatistica

A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram verificadas, e
quando necessario os dados foram transformados por funcdo Log ou arcoseno. A interacao entre
os fatores congelabilidade (EAC, EBC) e refrigeragdo a 17 °C (0Oh, 24h) foram analisadas
usando o PROC MIXED do programa SAS (SAS® Studio, Copyright® 2012-2017, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA) e as diferencas entre os tratamentos foi avaliada pelo teste de
Tukey-Kramer. Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05; e todos os

resultados estéo representados em media + erro padrdo da media (EPM).

6.2.11 Bioinformatica

A deconvolucdo e integracdo de picos foi realizada utilizando o software Agilent
ProFinder (v. B.06). Apds o pré-processamento foi realizada a filtragem dos dados com mais
de 50% de valores ausente. Em seguida, todos os valores ausentes que ainda persistiam nos
resultados foram substituidos pela mediana dos respectivos parametros. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando a plataforma online Metabonalyst 4.0 (CHONG et al., 2019) para
analises multivariadas. Os dados foram filtrados pelo desvio-padrao relativo (desvio-padrdo/
média). As areas dos picos foram transformadas por log-transformation e normalizadas por
auto-scaling (normalizacdo e padronizacdo em escala de intensidade). A analise de principais
componentes (PCA) e a andlise discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-DA)
foram utilizadas para a verificacdo das diferencas globais entre os grupos e identificacdo dos
outiliers. A identificacdo de possiveis biomarcadores foi realizada de acordo com a
significancia da sua contribuicdo para a classificacdo no modelo PLS-DA pelo calculo do VIP
(varidveis importantes em projecdo), sendo que aquelas com VIP maior que 2 foram
consideradas importante para a separa¢do dos grupos. A identificagdo dos metabdlitos foi

realizada nas plataformas online HMDB  (http://www.hmdb.ca) e METLIN

(http://metlin.scripps.edu).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1  Caracterizacao da diferenca de congelabilidade entre os ejaculados

Apos a descongelacdo e andlise dos ejaculados estes foram divididos em dois grupos
de congelabilidade baseado na habilidade em resistir os processos de refrigeracdo, congelacao
e descongelacdo. Os ejaculados que apresentaram menores perdas calculadas pelo indice de
descongelacgéo descrito no item 6.2.7 foram considerados ejaculado de alta congelabilidade e
0S que apresentaram maiores perdas foram considerados ejaculados de baixa congelabilidade.
O grupo EAC diferiu (p < 0,05) do EBC em relagéo ao indice de descongelacdo (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizacdo da diferenca de congelabilidade entre os ejaculados considerados de
alta congelabilidade (EAC) e de baixa congelabilidade (EBC) pelo indice de descongelagéo
(idesc).

Categoria Media Méaximo Minimo P
EAC 56,03 + 2,93° 61,65 43,43
idesc 0,0111
EBC 68,24 + 2,26° 74,30 63,05

Fonte: Torres (2019).

6.3.2  Qualidade dos ejaculados in natura e p6s-holding time

A qualidade dos ejaculados in natura e pos-refrigeracdo a 17 °C foi avaliada para
garantir que as diferencas de congelabilidade fossem apenas oriundas das diferencas dos
ejaculados em tolerar os processos refrigeracdo (até 5 °C), congelacdo e descongelacdo. Os
ejaculados avaliados ndo apresentaram diferencas de motilidade total e progressiva nem de
integridade de membrana plasmatica e acrossomal tanto nas amostras in natura (Tabela 3)

guanto nas amostras pds HT a 17 °C (Tabela 4).
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Tabela 3 - Qualidade in-natura dos ejaculados considerados bons e maus congeladores e a
média de todos os ejaculados congelados durante a fase experimental.

Categoria n Meédia £ EPM Maximo Minimo P
EAC 5 1080,00 + 152,20  1462,50 675,00
EBC 5 945,00 + 210,66 1725,00 537,50 0,6175
Média’ 27 961,11 + 82,25 1950,00 312,50

Concentragédo espermatica

(x10° espermatozoides/ mL)

- EAC 5 87,72 +1,17 90,30 83,50
Motilidade total
%) EBC 5 90,18 £ 0,28 90,70 89,40 0,112
0
Média® 27 88,39+ 0,64 93,60 79,80
EAC 5 87,30+ 1,20 89,70 83,00
Motilidade Progressiva (%0) EBC 5 90,50 + 0,27 90,60 89,30  0,0763
Média’ 27 88,10 + 0,66 93,50 79,20
EAC 5 93,15+ 1,58 97,00 88,25
Membrana Plasmatica
] EBC 5 94,15+ 2,02 98,50 86,75  0,7069
integra (%o) ]
Média® 27 92,33+ 1,00 98,50 77,00
EAC 5 97,00+ 1,52 99,50 91,00
Acrossomo integro (%) EBC 5 97,80+ 0,70 99,25 96,00 0,7492
Média’ 27 97,59+ 0,33 100,00 91,00

Fonte: Torres (2019).
EAC — ejaculados de alta congelabilidade; EBC — ejaculados de baixa congelabilidade.

1 Média de todos os ejaculados criopreservados.

Uma vez que, a qualidade in-natura e pos-refrigeracdo a 17 °C nao diferiram entre 0s
grupos de congelabilidade, foi avaliado o efeito do uso do HT a 17 °C anteriormente a
criopreservacao na capacidade dos espermatozoides em suportarem os danos ocasionados nos

processos de refrigeracdo (a 5 °C) e congelacéo.
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Tabela 4 - Qualidade pos-refrigeracdo a 17 °C dos ejaculados considerados bons e maus

congeladores e a média de todos os ejaculados congelados durante a fase experimental.

Categoria n Média £ EPM Maximo Minimo P
- EAC 5 88,60 + 2,42 92,30 79,10
Motilidade total
%) EBC 5 86,30 + 3,65 97,70 78,90 0,6140
(0)
Média! 27 88,02 +£ 1,05 98,40 78,90
N EAC 5 87,98 +£2,78 92,30 77,10
Motilidade
) EBC 5 85,70 £ 3,78 97,70 78,40 0,6396
Progressiva (%) )
Médial 27 87,49+ 1,10 98,40 77,10
Membrana EAC 5 94,80+ 1,35 97,50 90,00
Plasmatica EBC 5 92,65+1,75 96,50 86,50 0,3581
integra (%0) Média’ 27 93,07+ 0,76 98,25 84,00
EAC 5 97,70 £ 0,64 99,00 95,50
Acrossomo
) EBC 5 98,40 £ 0,48 99,50 97,00 0,4105
integro (%)
Média! 27 98,28 + 0,24 100,00 95,00

Fonte: Torres (2019).
EAC — ejaculados de alta congelabilidade; EBC — ejaculados de baixa congelabilidade.

1 Média de todos os ejaculados criopreservados.

6.3.3  Cinética espermatica

As diferencas de criotolerancia das caracteristicas de motilidade do ejaculado suino
sdo inerentes ao uso do HT a 17 °C no protocolo de criopreservacdo. A motilidade total e
progressiva e a porcentagem de espermatozoides rapidos diferiram (P < 0,05) entre 0s grupos
de congelabilidade (EAC; EBC) quando os ejaculados foram criopreservado apds 24 horas a
17 °C (Figura 6A, 6B, 6C). Por outro lado, quando os ejaculados foram criopreservados sem o
uso de HT a 17 °C anterior a criopreservacdo, os ejaculados considerados bons e maus
congeladores ndo diferiram (P > 0,05; Fig 6A, 6B, 6C). Ja para algumas caracteristicas de
cinética espermatica como VSL, VAP, LIN e STR as diferencas de congelabilidade entre os
grupos sdo observadas somente (P < 0,05) quando os ejaculados sdo submetidos diretamente
(Oh de HT a 17 °C) ao processo de criopreservacdo (Tabela 5). Para a porcentagem de
espermatozoides hiperativos ndo foi observada a interacdo (P > 0,05) entre congelabilidade
(EAC, EBC) e HT a 17 °C (0Oh, 24h).
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Figura 6 - Caracteristicas da motilidade espermatica pos-descongelacdo dos ejaculados de alta

(EAC; =) e baixa (EBC; -a-) congelabilidade em protocolos com e sem holding time & 17 °C

anterior a criopreservacao.
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< 0,05); ~B Letras mailsculas representam diferenca estatistica entre os periodos HT & 17 °C

(P < 0,05); * Asterisco representa diferenca de congelabilidade dentro do periodo de

refrigeracdo a 17 °C indicado (P < 0,05).

Os ejaculados criopreservados apds 24 horas de HT a 17 °C apresentaram mais células

hiperativadas (P < 0,05) do que aqueles criopreservados logo apos a coleta (Figura 6D). Ja os

ejaculados considerados bons congeladores apresentaram maior (P < 0,05) porcentagem de

células hiperativas quando comparado aos maus congeladores (Figura 6D). As demais variaveis

da cinética espermatica nao foram significativas (P > 0,05) para nenhum dos fatores avaliados

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Média + EPM das variaveis da cinética espermatica pos-descongelacdo dos

ejaculados de alta (EAC) e baixa (EBC) congelabilidade com e sem adi¢&o de holding time a

17 °C anterior a criopreservacao.

Cinética  Categoria Holding time & 17 °C (T) Média? Probabilidade
espermatica © 0 24 C T cC*T
EAC 46,16 + 3,63 57,18 1,82 51,67 £ 2,65
VCL (um/ s) EBC 47,48 + 4,12 49,86 + 5,45 48,82 +3,24 0,4836 0,1188 10,2773
Média® 46,97 £ 2,60 53,52 + 2,97
EAC 16,68 + 1,10° 25,56 + 1,852 21,12 +£1,79
VSL (um/ s) EBC 21,54 £ 2,572 20,60 + 1,802 21,07+149 10,2882 0,0386 0,0048
Média’ 19,11 £1,55 23,08 + 1,47
EAC 23,60 +1,51° 34,14 + 2,322 28,87 £2,19
VAP (um/ s) EBC 29,93 +1,532 28,20 + 2,862 2897+166 09317 0,0645 0,0141
Média’ 26,41 +1,50 31,17+ 2,00
EAC 38,14 +1,07° 44,52 + 1,978 41,33+1,50
LIN (%) EBC 44,76 + 2,852 42,30 £ 1,222 4353+1,52 0,2671 0,3208 0,0345
Meédia® 41,45+1,81 43,41 +£1,54
EAC 70,74 +0,92° 74,86 + 1,532 72,80+ 1,09
STR (%) EBC 77,66 2,702 74,30 £ 0,982 7598+146 0,0782 0,8250 0,0418
Média' 74,20 £ 1,77 74,58 + 0,86
EAC 3,64 £0,22 3,56 £ 0,05 3,6+£0,11
ALH (um) EBC 3,38+£0,20 3,62+£0,16 35+£0,13 0,5669 0,6463 0,3634
Média! 3,51+£0,15 3,59 £0,08
EAC 5,68 £ 0,36 6,00 £0,16 5,84 £0,19
BCF (Hz) EBC 6,48 £ 0,45 6,04 £0,28 6,26 £0,26 0,2202 0,8577 0,2653
Meédial 6,08 £ 0,30 6,02 £0,15

Fonte: Torres (2019).

VCL - velocidade curvelinear; VSL — velocidade linear; VAP — velocidade de trajeto; LIN —

linearidade; STR — retilinearidade; ALH — amplitude de deslocamento lateral de cabeca; BCF

— frequéncia de batimento.

Médial: Média dos periodos de refrigeracdo a 17 °C

Média?: Média das categorias de congelabilidade

b | etras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica (P < 0,05).
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6.3.4  Estado fisiologico das membranas espermaticas

Nos ejaculados suinos criopreservados ap0s 24 horas a 17 °C é possivel diferenciar (P
< 0,05) os grupos de criotolerancia em relacdo as células com membrana plasmatica e
acrossomal integras (Figura 7A); nesse caso, os ejaculados considerados bons congeladores
apresentam mais células com membrana plasmatica e acrossomal integras. Enquanto para os
mesmos ejaculados criopreservados sem a adi¢do de periodo de refrigeracdo a 17 °C ndo é
possivel (P > 0,05) realizar essa diferenciagdo (Figura 7A).

O potencial de membrana mitocondrial ndo apresentou (P > 0,05) interacdo entre
congelabilidade (EAC, EBC) e HT a 17 °C (0h, 24h). Os ejaculados criopreservados apds 24
horas de refrigeracdo a 17 °C apresentaram uma maior proporc¢do (P < 0,05) de células viaveis
com alto potencial mitocondrial do que aquelas criopreservadas imediatamente apds a coleta
(Figura 7B). Os ejaculados considerados bons congeladores apresentaram mais células (P <
0,05) viaveis com alto potencial mitocondrial comparado com os maus congeladores (Figura
7B).

A fluidez dos lipidios da membrana dos espermatozoides criopreservados em
protocolos sem a utilizacdo de periodo de refrigeracdo a 17 °C permite a diferenciacdo (P <
0,05) dos grupos de congelabilidade (EAC, EBC; Figura 7C), sendo que os ejaculados
considerados maus congeladores apresentam maiores niveis de fluidez de membrana. Ja quando
a criopreservacao ocorreu 24 horas apds a refrigeracdo a 17 °C a diferenciacdo dos grupos de
congelabilidade néo foi possivel (P > 0,05; Figura 7C).

Os resultados de peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica ndo mostraram (P >
0,05) interacdo entre congelabilidade (EAC, EBC) e periodos refrigeracdo a 17 °C (Oh, 24h).
Os ejaculados considerados maus congeladores apresentam maiores niveis (P < 0,05) de
peroxidacao lipidica da membrana plasmatica que os bons congeladores independentemente do

periodo de refrigeracdo utilizado (Figura 7D).
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Figura 7 - Caracteristicas das membranas espermaticas pos-descongelacdo dos ejaculados de
alta (EAC;=") e baixa (EBC; -m-) congelabilidade com e sem adic¢do de periodo de holding time
a 17 °C anterior a criopreservacao.
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Fonte: Torres (2019).

@b | etras minGsculas representam diferenca estatistica entre as categorias de congelabilidade (P
< 0,05); B Letras mailsculas representam diferenca estatistica entre os periodos de
refrigeracéo a 17 °C (P < 0,05); ~ Asterisco representa diferenca de congelabilidade dentro do

periodo de refrigeracdo a 17 °C indicado (P < 0,05).

6.3.5 Metaboloma dos espermatozoides de ejaculados de alta e baixa congelabilidade

criopreservados apdés 0 e 24 horas de holding time

Foram identificados 1393 metabdlitos nos espermatozoides dos ejaculados com alta e
baixa congelabilidade criopreservados apds 0 e 24 horas de HT, ap0s o pré-processamento
realizado no software Agilent ProFinder (v. B.06). Apos a filtragem de pelo critério de menos

de 50% de presenca foram removidos 96 analitos, e a filtragem dos dados 25% maiores que 0
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desvio-padréo relativo a média eliminou 515 analitos, o que resultou em 782 metabdlitos que
passaram pelas analises de bioinformaética.

As analises multivariadas (analise de componente principal - ACP) dos
espermatozoides suinos indicaram uma separacdo distinta entre 0s grupos quanto a
congelabilidade e seu respectivo HT (Figura 8A); sendo que os ejaculados de alta
congelabilidade criopreservados ap6s 24 horas de HT foram clusterizados a uma maior
distancia dos demais grupos, caracterizando que o metaboloma desse grupo de ejaculados é
mais distante molecularmente que ambos o0s grupos de baixa congelabilidade e também dos
ejaculados de alta congelabilidade criopreservados sem o0 uso de HT. O componente principal
1 foi responsavel por 20,2% da variacdo e 0 componente principal 2 por 13,2%; a soma dos 5
primeiros principais componentes explicou 57,2% da variacdo total.

Figura 8 — RepresentacOes graficas das analises multivariadas (A) Analise de componente
principal e (B) Analise discriminante de minimos quadrados parciais das amostras de

espermatozoides suinos.
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Fonte: Torres (2019).
EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding time a 17
°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap0s 24 horas de holding time
a 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding
time a 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados apos 24 horas de
holding time a 17 °C.
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A andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) é um método de
classificacdo supervisionado, ou seja, 0 método tem conhecimentos dos tratamentos/grupos no
momento de separacdo das amostras, por isso a clusterizacdo observada na Figura 8B tem um
maior separacdo que na analise de componente principal. Para confirmar os resultados gerados
na separacao pelo PLS-DA foi realizada a andlise de cross-validation pelo método LOOCV no
qual foi possivel observar que o modelo gerado com 2 componentes foi bem construido (R? =
0,97712) e a predicdo do modelo foi satisfatoria (Q? = 0.79623). Com isso é possivel afirmar
que o perfil dos analitos presentes nos espermatozoides significativamente diferentes entre os
grupos.

A fim de verificar os analitos significantes entre os grupos foi realizado o teste de
Variaveis Importantes em Projecéo (VIP) no modelo PLS-DA, no qual foram identificados 21
metabolitos que apresentaram VIP maior que 2 (Figura 9A). Os analitos que apresentaram
diferenca na abundancia segundo os critérios previamente estabelecidos foram identificados
nas plataformas online HMDB e METLIN (Tabela 6). Alguns metabdlitos apresentaram
elevada abundancia nos ejaculados com baixa congelabilidade comparado com os ejaculados
de alta congelabilidade, independentemente do periodo de HT pré-criopreservacao utilizado
(Figura 9B), como a Pyroglutamic acid, TG (12:0/16:0/18:0) e PI (21:0/22:6). Qutros
metabolitos encontrados nos espermatozoides apresentaram comportamento oposto com
elevada abundancia nos ejaculados com alta congelabilidade comparado com os ejaculados de
baixa congelabilidade, independentemente do HT utilizado (Figura 9B), como a Dimethylamine
e a 2-Methylbutyroylcarnitine. Ja os metabolitos L-N2-(2-Carboxyethyl) arginine e S-(2-
Methylbutanoyl) - dihydrolipoamide apresentaram alta abundancia somente nos ejaculados de
baixa criotolerancia apos 24 horas de HT (Figura 9B). O metabdlito com m/z 375.2512 néo foi
significativo nos critérios estabelecidos mas apresentou um padrdo interessante na analise de
heat-map (Figura 10), possuindo uma alta abundancia apenas nos ejaculados de alta
criotolerancia ap0s 24 horas de HT; esse metabolito foi entdo identificado como MG (18:3(N-
3)/0:0/0:0).
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Tabela 6 — Identificagdo dos analitos detectados nos espermatozoides de suinos com Variavel

Importante em Projecdo (VIP) maior que 2.

Formula

m/z Nome do composto guimica
84.0208 Dimetilamina C2H7N
129.0424 Pyroglutamic acid CsH7NOs3
157.9157 ndo identificado
186.089 2-pirroloilglicina C7HsN203
202.2152 ndo identificado
231.9128 ndo identificado
245.1629 2-Methylbutyroylcarnitine C12H23NO4
247.1418 L-N2-(2-Carboxyethyl)arginine CoH18N4O4
254.9315 ndo identificado
260.1366 Glutamylisoleucine C11H20N20s
261.1206 Succinylcarnitine C11H19NOs
291.1674 nao identificado
294.1573 N-(1-Deoxy-1-fructosyl)leucine C12H23NOy
343.1267 Glucose-1,3-mannose oligosaccharide C12H22011
379.1049 S-Lactoylglutathione C13H21N30sS
398.2429 20-HETE ethanolamide C22H37NO3
428.0978 7,11,12-Triacetoxycoumestan C21H1409
663.1088 Nicotinamide adenine dinucleotide

(NAD) C21H27N7014P

693.2755 nao identificado
778.6954 TG(12:0/16:0/18:0) CaoHo406
969.6399 P1(21:0/22:6) Cs2He2NO13P

Fonte: Torres (2019).

A intensidade relativa dos analitos gerados por LC/MS foi substituida por pequenos
quadrados coloridos na Figura 10, nos quais as cores quentes representam maiores abundancias
e as cores frias representam menores abundancias. Com isso, a matriz de dados foi transformada
no heat-map padronizada com 30 metabdlitos (Figura 9B). Ainda na analise de heat map os
tratamentos foram ordenados somente apds o agrupamento hierarquico dos dados, e o
dendograma referente a esse ordenamento esta apresentado na parte superior do heat-map
(Figura 9B). E possivel observar, pelo dendograma, que a abundancia dos metabdlitos dos
espermatozoides apresentados para o grupo EAC 24 horas € mais proximo da abundéncia dos
metabdlitos dos espermatozoides do grupo EAC 0 horas do que a qualquer um dos grupos de
ejaculados de baixa criotolerancia. E a reciproca é verdadeira, ou seja, a abundancia dos 30

metabdlitos de maior importancia dos espermatozoides do grupo EBC 24 horas é mais proximo
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da abundancia dos metabdlitos dos espermatozoides do grupo EBC 0 horas do que a qualquer

um dos grupos de ejaculados de alta criotolerancia.

Figura 9 — Representacao grafica (A) das variaveis importantes em projecdo (VIP) e da (B)
andlise de heat-map metabdlitos presentes nos espermatozoides de suinos.
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Fonte: Torres (2019).
EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding time a 17
°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados apos 24 horas de holding time
a 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding
time a 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados apos 24 horas de
holding time a 17 °C.

6.3.6  Metaboloma do plasma seminal de ejaculados de alta e baixa congelabilidade

criopreservados apdés 0 e 24 horas de holding time

Foram identificados 1286 analitos no plasma seminal de ejaculados com alta e baixa
congelabilidade criopreservados apds 0 e 24 horas de HT, apds o pré-processamento realizado
no software Agilent ProFinder (v. B.06). Apds a filtragem de pelo menos 50% de presenca
foram removidos 240 analitos, e a filtragem dos dados 20% maiores que o desvio-padrdo
relativo a média eliminou 419 metabolitos, o que resultou em 627 metabdlitos que passaram
pelas analises de biofinformatica.

EBC 24h
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A andlise de componente principal ndo foi eficiente para realizar uma adequada
separagdo das amostras nos respectivos grupos (Figura 10A). Como essa € uma anélise ndo
supervisionada, ou seja, durante a analise ndo ha conhecimento do tratamento/grupo de cada
amostra, foi realizada a analise de PLS-DA para tentar visualizar como a covariancia das
amostras interferem na clusterizagdo dos grupos. No PLS-DA o componente 1 explicou 25,9%
da covariancia e o componente 2 explicou 7,2% (Figura 10b). Foi possivel ainda observar que
os grupos de congelabilidade possuem uma boa separa¢do, bem como os periodos de HT dentro
de cada grupo, apesar desses Ultimos serem mais proximos entre si. A fim de verificar a
eficiéncia da separacgdo pela anélise do PLS-DA foi realizado o teste de cross-validation, sendo
que o modelo gerado por 2 componentes foi bem constituido (R? = 0,95376) mas a predic&o do
modelo no foi satisfatoria (Q? = 0,1932).

Figura 10 — RepresentacOes graficas das analises multivariadas (A) Analise de principal
componente (PCA) e (B) Analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) das

amostras de plasma seminal suinos.
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Fonte: Torres (2019).
EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding time a 17
°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap6s 24 horas de holding time
a 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados apds 0 horas de holding
time a 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados apos 24 horas de
holding time a 17 °C.
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Para averiguar os metabolitos que a diferenciariam entre os tratamentos foi realizado
0 teste de Varidveis importantes em projecdo (VIP) no modelo PLS-DA. Treze analitos tiveram
VIP maior que 2 (Figura 11A). Os analitos que apresentaram diferenga na abundéncia segundo
0s critérios previamente estabelecidos foram identificados nas plataformas online HMDB e
METLIN (Tabela 7). Alguns metabdlitos, como &cido succinico apresentaram alta abundancia
em ejaculados de baixa congelabilidade quando comparado com os ejaculados de alta
congelabilidade, independentemente do HT utilizado. A outras moléculas como as de m/z
229.1313; 205.0738; 118.0277; e 170.0578 tiveram uma maior abundancia nos ejaculados que
passaram por 24 horas de HT a 17 °C comparado com aqueles que ndo foram submetidos ao
HT (0 horas), independe da congelabilidade dos ejaculados.

Tabela 7 — Identificacdo dos analitos detectados no plasma seminal de suinos com Variavel
Importante em Projecao (VIP) maior que 2.

m/z Nome Fémula quimica
95.9632 Selenium Se
118.0277 Acido succinico C4HeO4
136.0883 nao identificado
153.1152 nao identificado
261.1208 Cytidine CoH13N30s5
374.1069 5-Amino-6- (5'-f0_sforibiti|amino) CoH17N4OgP

uracila
391.9773 nao identificado
497.8941 nao identificado
516.4643 DG(i-14:0/0:0/a-13:0) C3oHs505
526.1501 nao identificado
1706.1435 nao identificado

Fonte: Torres (2019).

A fim de verificar a relacdo da intensidade relativa dos analitos gerados por LC/MS
foi realizada a analise de heat-map com a padronizacdo de 30 metabdlitos (Figura 11B). Os
grupos foram ordenados apds o clusterizacdo hierarquica dos dados e o dendograma esta
apresentado na parte superior do heat-map (Figura 11B). Com esse agrupamento € possivel
verificar (pelo dendograma), que diferentemente do observado com os resultados do heat-map
do metabdlitos dos espermatozoides, no plasma seminal, aparentemente a intensidade relativa
dos 25 metabolitos mais importantes sdo mais proximas entre 0s grupos de HT, ou seja, 0
plasma seminal dos ejaculados que ndo passaram por HT (0 horas) possuem um metaboloma

gue mais se aproxima entre si, independentemente da congelabilidade; e também o plasma
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seminal dos ejaculados que permaneceram por 24 horas a 17 °C anteriormente a
criopreservagdo possuem um metaboloma mais proximo entre si independentemente da

congelabilidade.

Figura 11 — Representacdo gréfica (A) das variaveis importantes em projecao (VIP) e da (B)

andlise de heat-map metabdlitos presentes nos espermatozoides de suinos.
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Fonte: Torres (2019).
EAC 0h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding time a 17
°C; EAC 24h: ejaculados de alta congelabilidade criopreservados apos 24 horas de holding time
a 17 °C; EBC 0h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados ap6s 0 horas de holding
time a 17 °C; EBC 24h: ejaculados de baixa congelabilidade criopreservados ap6s 24 horas de
holding time a 17 °C.

6.4 DISCUSSAO

A congelabilidade dos espermatozoides suinos esta mais relacionada as diferencas
individuais dos que ao processo de criopreservacdo propriamente dito (MEDRANO et al.,
2009). Entretanto, os resultados do presente experimento mostram uma interacdo de algumas
variaveis entre congelabilidade (EAC, EBC) e refrigeragdo a 17 °C (0h, 24h), ou seja a inclusdo
(ou ndo) da refrigeragdo a 17 °C nos protocolos de criopreservacdo do sémen suino esta
associada a remodelacdo da habilidade dos espermatozoides em suportar o choque-frio. Além

do mais, foi possivel observar que a congelabilidade dos espermatozoides ndo estd somente
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relacionada as diferencas individuais (diferenca dos metabodlitos presentes nos
espermatozoides) mas existe uma relacdo mutua com as diferencas geradas no potencial de
criotolerancia pelo uso do HT anterior a criopreservacdo dos metabdlitos presentes no plasma
seminal.

O efeito do HT nas caracteristicas de motilidade mostrou que a diferenca de
congelabilidade entre os ejaculados suinos é somente evidenciada quando os espermatozoides
sd0 mantidos por 24 horas & 17 °C em contato com o proprio plasma seminal. Os
espermatozoides oriundos de ejaculados com alta congelabilidade possuem uma maior
abundancia de NAD (nicotinamida adenina dinucle6tido; como pode ser observado na analise
de VIP). A NAD ¢é uma importante coenzima que regula varias vias metabolicas incluindo a
glicolise, a fosforilagao oxidativa e a f-oxidacéo (BISTOCCHI etal., 1968; YAKU et al., 2019).
Se os espermatozoides de ejaculados com alta congelabilidade possuem, antes e durante o HT,
uma maior abundancia de NAD, essa maior abundancia pode ser mantida apds o processo de
congelacdo e descongelacdo, gerando uma maior taxa de glicolise e possivelmente de
fosforilagdo oxidativa, e consequentemente de ATP. Entretanto, o0 aumento da motilidade total
e progressiva foi observado apenas nas amostras de alta congelabilidade que permaneceram em
HT por 24 horas; tais efeitos podem ser decorrentes das diferencas observadas na abundancia
dos metabdlitos entre 0 e 24 horas de HT.

A membrana plasmatica é uma bicamada lipidica altamente fluida e dindmica,
composta basicamente de fosfolipidios, colesterol e proteinas (KURZ et al., 2005). Os
espermatozoides suinos possuem diversas particularidades na membrana plasmatica quando
comparado as outras espécies domésticas. O folheto externo da bicamada lipidica dos
espermatozoides suinos € composto principalmente por PC (fosfatidilcolina) e SM
(esfingomielina), enquanto no folheto interno predominam a PS (fosfatidilserina) e a PE
(fosfatidiletanolamina; FLESCH; GADELLA, 2000; KURZ et al., 2005). A alteracdo
abundancia de fosfatidinositol (PI; P1(21:0/22:6)) entre os espermatozoides de ejaculados com
alta e baixa criotolerancia pode ter alterado além da estrutura da membrana a capacidade da
membrana suportar as alteracdes de temperatura; ja que este ndo é um lipidio muito abundante
nas membranas de espermatozoides suinos e os ejaculados de baixa criotolerancia apresentaram
maiores intensidades relativas. O que pode auxiliar na compreensdo dos resultados de
integridade das membranas plasmatica e acrossomal, sendo que o0s espermatozoides de
ejaculados EAC criopreservados ap0s 24 horas de HT foram mais resistentes que os de EBC
criopreservados com e sem HT e mesmo os EAC criopreservados sem HT. Da mesma maneira,

0s espermatozoides de ejaculados de baixa congelabilidade possuem menores porcentagens de
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integridade de membrana plasmatica e acrossomal (quando criopreservados apos 24 horas de
HT), e consequentemente um maior percentual de células com acrossoma lesionado/reagido.
Essa populacdo de espermatozoides possui uma maior abundancia de P1(21:0/22:6), e a
hidrolizacdo de fosfolipidios dessa classe (fosfatidilinositol) pela fosfolipase C libera o inositol
da membrana que ¢ responsavel pela liberacdo de Ca?* que por sua vez pode entrar na via da
capacitacdo e/ou da reacédo acrossomal (DOMINO; GARBERS, 1989; ROLDAN; HARRISON,
1990; ROLDAN; HARRISON, 1992).

Naz et al., (1995) verificaram que a alteragdo do peptideo Tal pela adigdo de
pyroglutamic acid no N-terminal serina ou -NH: reduziu a capacidade fertilizante dos
espermatozoides de humanos. No presente experimento, o pyroglutamic acid apresentou maior
abundancia em espermatozoides oriundos de ejaculados de alta congelabilidade. A
criopreservagdo dos espermatozoides de suinos na auséncia de HT aumentou a fluidez da
membrana em ejaculados de baixa congelabilidade. Nesse grupo de ejaculados o pyroglutamic
acid apresentou baixa intensidade relativa, podendo estar relacionado a alteracao peptideo Tal
e possivel diminuicdo da fertilidade, a qual pode ser decorrente do aumento das alteracdes
semelhantes a capacitagdo, como o aumento da fluidez da membrana.

A 2-Methylbutyroylcarnitine pertence a classe das acilcarnitinas. Esse metabdlito esta
presente em maior abundancia nos ejaculados de alta criotolerancia comparado com os de baixa
criotoleréncia. Para o controle da concentracdo de acetil-CoA, 0 excesso dessa coenzima €
transformado em acilcarnitinas, uma vez que, altos niveis de acetil-CoA sdo responsaveis por
inibir a atividade da piruvato desidrogenase (CEROVSKY et al., 2009). Com o0s niveis de acetil-
CoA regulados ocorre um aumento da classe de acilcarnitinas, como observado nos ejaculados
de alta congelabilidade. Portanto, as vias do ciclo de Krebs e consecutivamente da cadeia de
transporte de elétrons seguem sem alteracdo (NELSON; COX, 2013) resultando em um maior
potencial de membrana mitocondrial nos espermatozoides oriundo de EAC quando comparado
com EBC. O succionato (forma ionizada do acido succinico [succinic acid]) é um componente
do ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs) capaz de doar elétrons na cadeia de transporte de
elétrons (NELSON; COX, 2013). Como observado anteriormente o NAD é um metabdlito de
baixa abundancia em EBC. A formac&o de succinato no ciclo do acido citrico é dependente de
NAD (NELSON; COX, 2013). Possivelmente, essa “deficiéncia” de NAD em EBC esta
relacionado a maior abundéncia de acido succinico no plasma seminal de ejaculados de baixa
congelabilidade; além do baixo potencial mitocondrial observado nos ejaculados de baixa

congelabilidade.
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Li et al., (2018) afirmam em seu estudo recente que a congelabilidade dos
espermatozoides suinos € mais intrinsicamente relacionada aos espermatozoides do que ao
plasma seminal que os rodeia; entretanto, esses autores fazem essa afirmagdo em relagcéo ao
potencial de congelabilidade das diferencas fragdes do ejaculado, ndo se referindo a ejaculados
com diferentes potenciais de congelabilidade. Quando essa afirmacdo € extrapolada para o
potencial de congelabilidade dos ejaculados ela passa a ser falsa; uma vez que, no presente
experimento foi possivel comprovar que as diferengas de criotolerancia dos ejaculados esta
relacionado as diferencas de criotolerancia dos préprios espermatozoides associada com as
diferencas causadas pelo uso do HT nos protocolos de criopreservacdo, gerando assim a
interacdo entre uso do HT e da categoria de congelabilidade (EAC ou EBC) nas caracteristicas

da fisiologia espermatica analisadas nos espermatozoides descongelados.
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7 CONCLUSOES

1. A criotolerancia dos espermatozoides suinos aumenta com o aumento do holding
time pré-criopreservacdo até atingir sua eficiéncia maxima.

2. O uso de tempos de manutencdo maiores que o gera eficiéncia méaxima, ndo
reduz a criotolerancia dos espermatozoides suinos.

3. O uso do holding time nos protocolos de criopreservacdo do sémen suino altera
a congelabilidade do ejaculado.

4. A assinatura metaboldmica da influéncia do uso de holding time no
espermatozoide suino conservado a 17 °C antes da criopreservacdo e capaz de explicar as
diferencas observadas entre os grupos de congelabilidade.

5. A assinatura metabolomica da influéncia do uso de holding time no plasma
seminal suino da amostra conservada a 17 °C antes da criopreservacgao € capaz de explicar as

diferencas observadas entre o uso ou ndo de HT no protocolo de congelacéo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

v" 0O estudo do tempo ideal de HT foi realizado em um protocolo de criopreservacao
com duas etapas de diluicdo/ diminuicdo de temperatura, a saber: 1) BTS —
temperatura ambiente para 17 °C; 2) diluente a base de gema de ovo-lactose
acrescido de crioprotetores — temperatura de 17 °C a congelado (-196 °C).

v As alteracdes de abundancia de alguns metabolitos nos espermatozoides suinos sao
decorrentes das diferencas de congelabilidade inerentes ao ejaculado; enquanto as
alteragBes na abundancia dos metabolitos do plasma seminal sdo decorrentes das
diferencas intrinsecas ao HT.

v" A interacdo das origens das diferencas dos metabolitos pode ser responsavel por
explicar os resultados de interacdo observados na fisiologia dos espermatozoides

descongelados
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

v Futuros experimentos podem ser realizados com as moléculas que foram
identificadas, nesse trabalho, como marcadores bioldgicos de alta congelabilidade. Essas
moléculas podem ser sintetizadas in vitro e adicionadas a ejaculados considerados de baixa
congelabilidade, com objetivo de aumentar a congelabilidade desses ejaculados.

v’ Com objetivo de diminuir o tempo de congelacdo do sémen suino, futuros
experimentos podem ser realizados com as moléculas que foram identificadas em ejaculados
que passaram pelo processo de holding time. Essas moléculas podem ser sintetizadas in vitro e
adicionas aos ejaculados imediatamente ap0s a coleta, e com isso 0 sémen seria criopreservado
sem o uso de holding time.

v' Essas alternativas podem auxiliar as empresas de genética, que fazem maior uso
do sémen criopreservado de suino, a importarem e exportarem genética; aumentando o ganho

genetico do rebanho.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Boar semen cannot be immediately cryopreserved, it need be hold at 17 °C prior to cryopreservation, holding

Swine time has been used to improve cryopreserved boar semen, since holding time allows a prolonged interaction

Spermatozoa ’ between spermatozoa and seminal plasma components. However, until now only few periods of holding time

Cryopreservauon have been studied, and boar semen had been held at 17 °C for 24 h to facilitate its manufacture. Thus, this

3:::!:1 s itegity experiment aims to study the effect several holding time (0, 4, 8, 12, 24, 28 and 32 h) on boar spermatozoa post-
thawed (PT) characteristics. Fifteen sperm-rich fractions of ejaculate were extended in Beltsville Thawing
Solution and storage at 17 °C. After each holding time (0, 4, 8, 12, 24, 28 and 32 h), a sample was centrifuged,
and sperm pellet was diluted in an extender composed of sugars, amino acids, buffers, 20% egg yolk (v/v),
antibiotics, 2% glycerol as a cryoprotectant, and 2% methylformamide (v/v). Cryopreservation was performed
with an automatic cryopreservation system. Cryopreserved boar semen was evaluated to spermatozoa kinetics,
plasma and acrosomal membranes integrity, mitochondrial membrane potential, detection of superoxide anion,
plasma membrane fluidity, and peroxidation. Twenty-four hours of holding increase total and progressive mo-
tility, rapid spermatozoa, and integrity of plasma and acrosome membranes. To mitochondrial membrane po-
tential, 32h is needed. However, holding time was not able to control the superoxide anion amount neither
membrane lipid peroxidation, and had no effects on membrane fluidity. Thus, to reach the best results of PT boar
semen the ideal holding time is 24 h.

1. Introduction spermatozoa. Thus, the incorporation of holding time on this simple

protocol could be an alternative to improve the post-thawed (PT) sperm

The first boar semen cryopreservation, in pellets, dates from 1975
made by Pursel and Johnson [37]; however, the actual cryopreserva-
tion methods with “maxi” (5 mL) and “mini” straws have been used for
almost 30 years [20]. Despite the use of cryopreserved boar semen not
be recent, it is not used on large scale [55]. It is due to the damages on
the plasma membrane and acrosome and reduces sperm motility
[37,42,55], but also to the complexity in handling cryopreservation and
thawing procedures [42]. The simplification of those procedures could
increase its use [42]. Short-cryopreservation protocol is routinely used
to cryopreserve bull, ram and equine semen [1,12,24] and have been
recently used to cryopreserve boar spermatozoa [38,46,51,52]. How-
ever, boar spermatozoa seem to be more sensitive to the toxicity of
glycerol on high temperatures compared to bull, ram and equine

* Corresponding author.
E-mail address: andrefc@usp.br (A.F.C. de Andrade).

https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2018.12.004

quality parameters.

Cryopreservation facilities are normally far from pig farm; thus,
semen must be delivered for cryopreservation. For it, semen is diluted
in a cooling extender (like BTS - Beltsville Thawing Solution) and hold
at 15-17 °C [50]. This period is generic named ‘holding time’, and be-
sides facilitating boar semen cryopreservation, it is also described that
increases spermatozoa cryotolerance [8,14,16,50,54]. Although it is
known that boar spermatozoa need at least 3h of holding time [54],
and it is usually hold for 24 h to facilitate its manufacture, the ideal
holding time that ensure the best cryopreservation results remain un-
known.

Seminal plasma components participate in several physiologic
pathways, such as the activation of spermatozoa motility,
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antioxidation, stabilization of plasma and acrosomal membranes, reg-
ulation of mitochondrial metabolism, protection against proteases in-
hibitors and cold-shock protection [21,33,34,54]. However, the cervix
holds the seminal plasma, preventing it from reaching far away female
reproductive organs [17]. Holding time is described as responsible to
increase spermatozoa cryotolerance [50,53,54]. This effect is possible
due the extended interaction between seminal plasma components and
spermatozoa plasma membrane during holding time [26]. With its
seminal plasma components could be attached on sperm plasma
membrane [28] (during holding) and be carried to distant parts of the
female reproductive tract, and then exert their actions.

It is well known that the use of holding time prior to cryopre-
servation improves PT boar spermatozoa quality. However, until now
the studies in the literature had performed only assays with few holding
time periods per experiment using long-cryopreservation protocol (i.e.
3,10and 20h [14]; 0 and 24 h [8]; 2 and 24 [16]; 2,8 and 24 h [50]; 3
and 24 h [54]). Beyond the bounds, the present study brings to the
literature a holding time study with seven evaluated times of holding
boar semen at 17 °C previous to short-cryopreservation protocol. So, as
previous elucidated, this study aims to describe the effects of several
holding time periods (0, 4, 8, 12, 24, 28 and 32h) on cryopreserved
boar spermatozoa. Specifically, the effects on spermatozoa kinetics,
plasma and acrosomal membranes integrity, mitochondrial membrane
potential, detection of superoxide anion, plasma membrane fluidity and
peroxidation.

2. Material and methods

The Ethics Committee for the use of Animals of the School of
Veterinary Medicine and Animal Science of the University of Sdo Paulo
had approved this experiment under protocol 5664140316. All animal
procedures performed according to the legal and ethical standards.

2.1. Experimental design

The experimental design is shown in Fig. 1. The experiment was
designed as a randomized block (each boar was considered a block),
and the experimental units were 1/7 of boar ejaculate sperm-rich
fraction. This study was designed to compare seven different times of
hold boar semen at 17 °C prior to cryopreservation. Samples for this
assay were from five boars, each sample were split for the seven holding
time, and cryopreserved individually in three trials. Two straws were
used to evaluate the CASA parameters, and other two straws to flow
cytometry analysis.

2.2. Reagents and chemicals

The medium Botu-Sui” (composed of sugars, amino acids, buffers,
20% egg yolk [v/v], antibiotics, 2% glycerol as a cryoprotectant, and
2% methylformamide [v/v]) was developed and donated by Biotech-
Botucatu- Ltda/ME (Botucatu, SP, Brazil). Beltsville Thawing Solution
(BTS) was acquired from IMV Technologies (L'Aigle, France). The
fluorescent probes Syto 59 (S59), C11-BODIPY581/591 (BP), Yo-Pro-1
(YP), dihydroethidium (DHE), JC-1 and Merocyanine 540 (M540) were
purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Unless otherwise
stated, all other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

2.3. Incubation media

Semen samples were diluted in Tyrode's albumin lactate pyruvate
(TALP) sperm medium [3]. The medium pH was adjusted to 7.4 using
5N NaOH. During staining, TALP medium was maintained at 37 °C in a
water bath.

59

99

Cryobiology 86 (2019) 58-64

2.4. Semen collection, raw semen evaluation, and the simplified protocol to
cryopreservation boar semen

Three sperm-rich fraction (SRF) of ejaculate was obtained from each
of five boars (n = 15) by the gloved-hand technique. Immediately after
collection, each semen sample was held at room temperature (20-22 °C)
in its own seminal plasma, without dilution, for 30 min [36,44]. Raw
semen was evaluated to volume, spermatozoa concentration (Neubauer
chamber), spermatozoa kinetics (computer-assisted sperm analysis —
SCA, Microptics'- Barcelona/Spain) and morphology (differential in-
terference contrast microscopy — DIC). After raw semen evaluation, it
was extended 1:2 (v:v) in BTS, aliquoted in seven treatments (periods of
holding time 0, 4, 8, 12, 24, 28 and 32 h) and cooled at 17 °C. After each
holding time, extended semen was centrifuged under 2200 X g for 3 min
[7] and the supernatant was separated from the pellet by aspiration.
Spermatozoa pellet was suspended with freezing extender to obtain a
final concentration of 600 x 10° spermatozoa/mL [40] and stored in
0.5mL straws (IMV Technologies, Laigle, France). Straws were subse-
quently cryopreserved with a short-cryopreservation protocol ac-
cording Torres et al. [51,52] using an automatic freezing system (TK
3000; TK Tecnologia em Congelacao Ltda, Uberaba, Brazil) and cooled
at a rate of —0.5°C/min to 5°C. The freezing rate used was —20°C/
min from 5 to —120 °C. Subsequently, the straws were immersed into
liquid nitrogen at —196 °C. All straws were kept in liquid nitrogen for a
minimum of 1 wk before thawing.

2.5. Semen thawing

Two straws per ejaculate and time of holding were thawed in a
water bath at 37 °C for 30 s thawed semen was directly diluted in BTS
(1:2; v: v). Additionally, to thawed analysis diluted samples was ex-
tended another time to archive the ideal spermatozoa concentration for
each sperm analysis. Computer-assisted semen analysis was performed
after samples dilution in BTS to 50 x 10° spermatozoa/mL. Flow cyt-
ometer analysis was performed after semen dilution in TALP to 5 x 10°
spermatozoa/mL.

2.6. Computer-assisted sperm analysis (CASA)

A sample aliquot (5uL) was placed on a pre-warmed Makler
chamber and evaluated by phase-contrast microscopy (Nikon, Model
Eclipse 80i) with 100x magnification. Five good fields were examine
using SCA (Microptics'- Barcelona/Spain) for evaluating the following
parameters: total (TM) and progressive (PM) motility, rapid sperma-
tozoa (RAPID), curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL),
average path velocity (VAP), linearity (LIN), straightness (STR), am-
plitude of lateral head displacement (ALH), beat cross frequency (BCF)
and hypermotility (HYPER). We evaluated the spermatozoa hyper-
activated (ALH > 3.5um and VCL > 97 um/s) using Edit/Sort in the
software [45].

2.7. Flow cytometry assays

Flow cytometry analysis were performed with Accuri C6 flow cyt-
ometer (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA). All assays
were performed according the modifications made by Diaz et al., [12].
Samples were staining with S59 (5nM in 150 puLat 5 x 10° sperma-
tozoa/mL; band pass filter of 675/25nm) for 10 minat 37 °C. S59 is a
dye-permeable membrane cell to stain the DNA of the sperm cells.
Therefore, particles with the same size and scatter properties as sper-
matozoa were not counted as spermatozoa [12,51]. The spectral
overlap of the staining in the flow cytometer analyses was compensated
whenever necessary. The samples were processed through the instru-
ment at an acquisition rate of approximately 600 to 1000 events/s,
acquiring 10,000 S59 positive events per assay. The cells were si-
multaneously excited by an argon laser at 488 nm and by a red laser at
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Fig. 1. Experimental design schema.

640 nm.

Plasma and acrossomal membranes were assessed with Propidium
Todide (PI; 3.3 pg/mL; band pass filter of 610/20 nm) and Pisum sativum
agglutinin conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC-PSA; 0.6 mg/
mL; band pass filter of 530/30 nm). Sperm samples were stained si-
multaneous with $59, PI and FITC-PSA [12], and incubated at 37 °C for
10 min. After incubation the samples were diluted by the addition of
150 pL of TALP and were analyzed by flow cytometry [2,51].

The functionality of electron transport chain was evaluated in live
cells (PI negative) by 5,5’,6,6'-tetra-chloro-1,1%,3,3"-tetra-
ethylbenzimidazolyl carbocyanine iodide (JC-1 — 1 pM; band pass filter
of 585/40 nm). After dilution in TALP, PT samples were stained (37 "C/
10 min) with S§59, PI and JC-1 [12]. After incubation the samples were
diluted by the addition of 150 pL of TALP and JC-1 mean fluorescence
intensity of viable cells (PI negative) were evaluated by flow cytometry
[12].

The dihydroethidium (DHE; 2 pM; band pass filter of 585/40 nm)
was used to assed (by median fluorescence intensity) the amount of
O, [41]. DHE was added to semen samples and incubated at 37 °C for
10 min. After incubation Yo-Prol (YP; 50 nM; band pass filter of 530/
30 nm) was added and incubated for 10 min. Finally, cells were stained
with S59 for 10 min [12]. After incubation the samples were diluted by
the addition of 150 pL of TALP and DHE median fluorescence intensity
(arbitrary units) of viable cells (YP negative) were evaluated by flow
cytometry.

The fluidity of plasma membrane was assessed with Merocianine
540 (M540; 16.2 uM; band pass filter of 585/40 nm). Samples were
stained with YP, and after 10 min of incubation S59 was added and
incubated for 10 min at 37 °C [12]. M540 was added followed by in-
cubation for 70's [15,39]. After incubation the samples were diluted by
the addition of 150 L of TALP and M540 median fluorescence intensity
(arbitrary units) of viable cells (YP negative) were evaluated by flow
cytometry.

60

C11-BODIPY581/591 probe (BP; 6.67 ug/mL; band pass of 530/
30 nm) was used to evaluate peroxidation of spermatozoa membranes.
Semen aliquots were stained with BP for 20 min at 37 °C [30]. After the
incubation period, samples were stained with PI and S$59 [12]. Ten
minutes after, sperm were diluted in TALP to 2.5 x 10° spermatozoa/
mL and were analyzed by flow cytometry. The green BP median in-
tensity of fluorescence emission (arbitrary units) was analyzed by flow
cytometry for the viable sperm (PI negative).

2.8. Statistical analysis

Holding time periods were considered the fixed variables, and boars
were considered random variables. The residue normality and homo-
geneity of variances were verified, and when every necessary data was
transformed by logarithm or arcsine function. Treatment effect were
analyzed using the Tukey-Kramer SAS MIXED procedure (SAS” Studio,
Copyright® 2012-2017, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). All statis-
tical analyses were considered significant at p < 0.05, and all results
are expressed as the means += SEM.

3. Results
3.1. Computer-assisted sperm analysis (CASA)

Cryopreservation of boar semen on the simplified protocol could be
improved (p < 0.05) by the use of holding time from 4 h, improving total,
progressive motility and the percentage of rapid spermatozoa (Table 1).
Furthermore, the highest (p < 0.05) percentage of progressive motility
and rapid spermatozoa were obtained with 24 h of HT compared to 0 h of
HT (Table 1). To total motility 8 and 24 h of HT resulted on highest values
compared to Oh of HT (p > 0.05; Table 1). All other spermatozoa char-
acteristics evaluated by CASA (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF,
HYPER) were not impaired (p > 0.05) by any time of holding (Table 1).
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Table 1
Mean ( + SEM) effects of holding time on simplified protocol to cryopreservation of boar spermatozoal on motility characteristics.
Holding time periods (hours)
0 4 8 12 24 28 32
™ (%) 8.45 = 111" 12.05 * 1.47°° 16.47 = 2,55 15.37 = 2.66"" 20.72 = 3.33° 13.71 + 1.68™" 13.62 = 2.62*"
PM (%) 522 * 0.82° 7.48 * 1.05"" 10.53 = 1.86™" 9.76 + 2.10™" 13.17 + 2.75" 8.48 = 1.18"" 8.60 + 1.91""
Rapid (%) 4.42 = 0.75" 5.89 * 1.05"" 8.79 * 1.72™" 8.71 * 2.03"" 11.18 *+ 2.50" 6.94 = 1.15"" 6.36 + 1.46™"
VCL(um/s) 51.98 * 2.22 50.84 *+ 1.92 51.28 * 2.31 48.09 = 2.04 51.64 = 2.64 50.82 * 1.88 49.98 * 2.98
VSL(um/s) 24.36 * 2.33 24.85 + 2.14 24.94 = 2.25 2241 = 2.56 2550 = 2.68 26.14 * 2.17 25.26 = 2.70
VAP(un/s) 31.99 * 2.30 31.63 * 1.87 32,57 * 2.24 29.45 * 2.33 3298 = 2.45 3291 * 2.02 32.09 * 2.55
LIN (%) 46.00 + 2.91 46.96 + 2.93 47.44 * 3.11 45.50 * 3.75 48.53 + 3.43 51.00 + 3.03 50.80 + 3.47
STR (%) 74.66 + 2.09 74.96 + 2.03 74.52 + 2,51 73.50 = 2.92 75.47 = 2.70 78.44 * 1.77 77.68 + 2.39
ALH (um) 2.74 = 0.08 272 * 0.08 2,66 + 0.07 257 * 0.07 2.70 + 0.09 2.59 = 0.08 2.63 = 0.09
BCF (Hz) 5.86 = 0.20 572 * 0.26 5.73 * 0.25 5.42 * 0.27 5.80 + 0.33 6.00 = 0.24 5.93 + 0.24
Hyper (%) 1.17 + 013 1.57 + 0.25 1.72 + 0.21 1.43 *+ 0.19 1.40 *+ 0.25 1.19 = 0.20 1.30 + 0.35

TM - total motility; PM - progressive motility; VCL - curviliniar velocity; VSL - straight-line velocity; VAP - average path velocity; LIN - linearity; STR - straightness;
ALH - amplitude of lateral head displacement; BCF - beat cross frequency; Hyper - hyperactived spermatozoa.

b Within a row, means without a common superscript differed (p < 0.05).

3.2. Flow cytometry assays

Plasma and acrosomal membrane integrity and membrane fluidity
were evaluated to verify the effects of HT. Spermatozoa cryopreserva-
tion after 4, 8, 24, 28 and 32h of holding are able to increase
(p < 0.05) the percentage of spermatozoa with intact plasma and ac-
rosomal membranes (IPIA; Fig. 2A). However, highest (p < 0.05) re-
sults are obtained after 24h of HT compared to O and 12h of HT
(Fig. 2A). Furthermore, use of holding time does not change (p > 0.05)
levels of plasma membrane fluidity (Fig. 2B).

Since holding time can affect sperm metabolism, mitochondrial
membrane potential (Aym) of viable cells was analyzed.
Cryopreservation of boar spermatozoa after 8 h of incubation at 17 °C
increase (p < 0.05) Aym of viable cells (Fig. 2C). Furthermore,
holding time of 32h result on the highest Aym (p < 0.05) values
compared to 0 and 4 h of HT (Fig. 2C).

Oxidation effects of holding time were mensurated using superoxide
anion levels and membrane lipid peroxidation. To both variables,
holding time was deleterious. Lower oxidative changes were detected
only at Oh (p < 0.05) of holding to detection of superoxide anion
(Fig. 3A) compared to 4, 8, 12, 24, 28, and 32 h of HT and at 0, 4 and
8h (p < 0.05) to lipid peroxidation compared to 32h of HT (Fig. 3B).

4. Discussion

Holding time is widely used to cryopreserve boar semen, to facil-
itate its manufacture semen is hold at 17 °C for 24 h. However, the ideal
period that semen must be in contact with its own seminal plasma,
without harmful effects, is unknow. The literature brings us some
holding time results, that were discussed below. Since any of these
studies evaluated long holding time periods, them were not able to
demonstrate the increasing of PT sperm characteristics among eval-
uated time until 24 (in general), and then was observed an overall
decrease of PT boar spermatozoa quality at longer periods of holding.

The effect of holding time to motile characteristics was previously
described and remains controversial. Wasilewska and Fraser [53] de-
scribed that holding time of 24 h at 10 °C improves total and progressive
motility when compared to 2h at 17 °C. Further, PT spermatozoa total
motility did not show any improvement with 3 or 24 h of holding prior
to cryopreservation, but progressive motility was benefited when in-
cubated for 24 h [54]. On the other hand, no differences on sperm cells
motility were observed on post-thawed semen after 3 or 24 h of holding
[19]. In the same way, Tomds et al. [50] showed that cooling boar
spermatozoa prior to cryopreservation for long times (24 h) did not
improve total and progressive motility compared to short periods (2
and 8h). On another view of holding time effect, Eriksson et al. [14]
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demonstrated that 20 h of cooling prior to cryopreservation could be
deleterious to sperm cells motility compared to 3 and 10 h of holding.
These results were the opposite of our finds, in which, we found the
beneficial effect of 24 h of holding time to total and progressive moti-
lity.

Ejaculated spermatozoa are able to absorb low molecular weight
seminal plasma proteins [26,27]. Thus, incubation of spermatozoa prior
to cryopreservation in its own, slightly extended, seminal plasma could
allow spermatozoa to incorporate a greater amount of proteins. In this
way, seminal calcitonin could be incorporate to boar spermatozoa
during holding time. This protein was highly positively correlated
(r = 0.8581, p < 0.05) with sperm cells motility [29]. Therefore, it can
explain our finds, which the beneficial effect of 24 h of holding time to
total and progressive motility. Pipan et al. [34] described some corre-
lations between seminal plasma ionic environment and sperm func-
tionality. These authors find a positive correlation of selenium levels in
seminal plasma with total and progressive motility (r = 0.674,
r = 0.563 respectively, p < 0.05). However, these authors also de-
scribed a negative correlation of calcium concentration in seminal
plasma (r = —0.436, p < 0.05) with progressive motility, as calcium
is known to regulate sperm motility. This regulation is concentration-
dependent, in which low concentration stimulate sperm motility and
high concentration can inhibit motility [4]. Some seminal prostosomes
are responsible for carrying calcium [31] and they are able to bind and
transfer its contents to spermatozoa [5]. However, a long exposition to
seminal prostosomes can possibly increase intracellular calcium, which
can explain why long incubation time (28 and 32h) did not show any
improvement on sperm cells motility.

The use of holding time to cryopreservation of boar spermatozoa
showed beneficial effects, when used for 24 h, corroborating with other
studies. Twenty-four hours of holding time at 10 °C is better than 2 h at
17 °C to plasma membrane integrity to most evaluated animals, but the
same results were not observed to acrosome integrity [53]. Post-thawed
plasma membrane integrity can be improved by increasing from 3 to
24 h of holding, but, acrosome integrity did not follow this same im-
provement [54]. Short times of holding (3h) did not have the same
beneficial effect to plasma membrane integrity than little longer (10
and 20 h) holding times [14].

Those finds can be explained by the hypothesis that the bind of
sperm proteins (BSP) also known as spermadhesin have the ability to
bind to spermatozoa plasma membrane after ejaculation via choline
phospholipids. BSP superfamily proteins can be classified by their
ability of binding to heparin (HBP, which include AQN-1, AQN-3,
AWN) or not (PSP-I, PSP-1I) [35,43]. The heparin-binding protein AQN-
1 is related to plasma membrane integrity [6], while AWN-1 and AQN-3
are related to acrosome stabilization [13]. In rams, BSP1 and BSP5 are
able to improve sperm viability and revert cold-shock-induced damage
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on sperm membranes [32]. Furthermore, boar spermatozoa cryopre-
served after holding time of 24h increases phosphorylation levels of
serine residues of HSP70 (heat-shock protein 70 kDa) compared to 3h
of holding. Heat-shock protein is able to protect spermatozoa of cold-
shock, resulting in the improvement of sperm membrane integrity and
higher cryotolerance [54]. Thus, it is possible to understand how 24 h
of holding increase post-thawing integrity of plasma and acrosomal
membranes. However, effect of BSP proteins is time and concentration-
dependent [25,27]. After long exposition (up to 8h) to BSP proteins
induces phospholipid and cholesterol efflux from the spermatozoa outer
membrane, which in turn, induce fragility of plasma membrane and its
susceptibly to cold-shock [48,49], which may explain the fact that long
periods of holding time impair some characteristics of semen.
Wasilewska and Fraser [53] described that 24 h at 10 °C is better
than 2h at 17 °C to mitochondrial membrane potential. Endorsing our
results, in which the percentage of live spermatozoa with high mi-
tochondrial membrane potential increases after 4 h of holding. It could
be explained by the fact that the holding time may be required to
balance some enzymes between seminal plasma and spermatozoa.
Glutathione (GSH) and alkaline phosphatase (ALP) may allow the
availability of fructose as a source of energy to spermatozoa mi-
tochondria. Reduced glutathione is involved in spermatozoa fructolysis
[47]. Alkaline phosphatase acts in the synthesis and availability of
fructose for spermatozoa [22]. Since mitochondrial oxidative phos-
phorylation (of fructose - OXPHOS) is the main source energy of boar
spermatozoa [18], these events seem to be crucial. Possibly as con-
sequence of that improvement of mitochondrial membrane potential we
observed an increase on lipid peroxidation (from 12h of holding) and
on superoxide anion levels (from 4 h of holding). It could be due to the
use of antioxidation enzymes for fructose availability, as previous
mentioned; and also, to the electron transfer chain (ETC) of OXPHOS
stimulates the ROS (reactive oxygen species) production [18,47]. Thus,
it could cause an imbalance of antioxidation and pro-oxidation agents.
Furthermore, Pipan et al. [34] described that iron and selenium had a
positive correlation (r = 0.469, r = 0.467 respectively, p < 0.05) with
plasma membrane integrity. Stored boar sperm (during holding) is
under oxidative conditions, since its metabolism is active [23]. Thus, to
maintain equilibration between pro-oxidative and antioxidants,
avoiding oxidative damages, iron is consumed by Fe-dependent en-
zymes (as catalase), and selenium is consumed to maintain levels of
glutathione peroxidase. Therefore, concentration of these ions possibly
decreases during cooling and holding time, impairing on decrease of
antioxidants potential. Concentration of this enzyme prior to cryopre-
servation is related to post-thawed semen quality [9]. However, our
finds regard oxidation effects do not corroborate to Yeste et al. [54],
which described, to long-cryopreservation protocol, that levels of in-
tracellular peroxide did not change on post-thawing when spermatozoa
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were cryopreserved with 3 or 24 h of holding. Indeed, these oxidation
changes do not impair integrity either fluidity of sperm membranes.
Thus, the deleterious effect of ROS levels increment was not observed in
this study. Despite the increased levels of ROS and lipoperoxidation,
these may still be physiologic for the sperm cells. Furthermore, the
possible harmful effects of oxidation are surpassed by the beneficial
effects on membranes integrity and mitochondrial metabolism.

During and after ejaculation the HBP bind to sperm surface and act
as decapacitant proteins protecting spermatozoa to premature capaci-
tation [35,43]. Another molecule associated to seminal decapacitant
potential is cholesterol [10], which half of seminal cholesterol is asso-
ciated to exosomes [11]. Piehl et al. [33] demonstrate that the exo-
somes and liposomes are able to block capacitation cholesterol-depen-
dent and the increase plasma membrane fluidity. However, the
interaction between spermatozoa and seminal HPB, exosomes and li-
posomes seem to not be beneficiated by increase of holding times, thus
cooling of boar spermatozoa prior to short-cryopreservation protocol
did not show any improvement to plasma membrane stability in this
study. Nevertheless, to the long-cryopreservation protocol the use of
holding time of 24h at 10°C prior to cryopreservation was able to
decrease plasma membrane permeability compared to incubation of 2h
at 17 °C [53]. Sperm plasma membrane permeability and lipid disorder
increase on thawed boar spermatozoa cryopreserved after short (3h)
holding time compared to 24 h of incubation [54].

Therefore, our results showed that hold boar semen for 24 h prior to
short-cryopreservation protocol increase total and progressive motility,
rapid spermatozoa, integrity of plasma and acrosome membranes. To
mitochondrial membrane potential 32 h is needed to reach the highest
values. However, was not able to control amount of superoxide anion
neither membrane lipid peroxidation and had no effects on plasma
membrane fluidity. Thus, to reach the best results of PT boar semen the
ideal holding time prior to cryopreservation is 24 h.
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