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INTRODUCAO

Em fung&o dos espermatozoéides de suino apresentar alta sensibilidade ao choque
térmico, quando submetido ao processo de criopreservacdo, o emprego da inseminacao
artificial com sémen congelado fica restrito a programas de melhoramento genético,
pesquisas cientificas ou para a formacédo de bancos de germoplasma, uma vez que 0 seu
desempenho € inferior ao obtido com sémen resfriado (13;15). Essa reducdo é
caracterizada por taxas de paricdo reduzidas em 20-30% e por um tamanho de leitegada
reduzido em 1 a 2 leitdes (15). Fatores como: a fragdo do ejaculado usada na
criopreservacao; a raca, a nutricdo, época do ano e a idade do macho doador do sémen;
e o efeito individual de cada macho afetam na qualidade do sémen criopreservado
também (7; 19; 20). Em funcdo desses fatores, os protocolos disponiveis para o
congelamento de sémen suino ainda ndo sao eficientes para produzir resultados
consistentes, como ocorre na espécie bovina (25).

Se considerar o efeito individual do macho como a maior influéncia sobre a
variacdo na eficiéncia do processo de congelamento do sémen suino {; 20), torna-se
importante estudar técnicas que identifiguem variacdes na resposta ao congelamento
entre diferentes machos e que permitam desenvolver testes para detectar o seu potencial
de congelabilidade. Em suinos, estudos realizados que utilizaram o plasma seminal na
concentracdo de 5 a 10% como um dos componentes do diluidor de congelamento,
verificaram melhor viabilidade espermatica pdés-descongelamento quando os
espermatozéides estavam em contato com plasma seminal de outros machos ou quando
o plasma seminal apresentava as proteinas PSP-I, AWN2 e PSP-II nas concentragfes de
21, 0,2 e 1,5 mg/mL. Essas proteinas seriam associadas com melhorias na
congelabilidade do sémen (4; 5; 12).

As proteinas do plasma seminal (PPS) tem papel essencial nas fungbes espermaticas
como: a capacitacdo e reacdo acrossémica (18), bem como a motilidade espermatica (8),
e a integridade gendbmica (). Estudos que visam caracterizar marcadores bioquimicos
gue possam identificar individuos com niveis distintos de qualidade de sémen vem no
intuito de poder classificar os machos conforme sua capacidade de suportar
criopreservacao de sémen (congelabilidade) e potencial fertiidade em humanos (2),
suinos @2), bovinos (14), peixes 24) e bufalos (). Porém, a relagdo entre o conteudo
protéico do plasma seminal e a congelabilidade do sémen pode ser relevante nesse
contexto, uma vez que proteinas presentes no plasma seminal ligam-se as proteinas da
membrana dos espermatozoides, provocando alteracdes bioquimicas (11).

Este trabalho teve por objetivo identificar polipeptideos provavelmente associados
a motilidade esperméatica de sémen suino submetido ao congelamento e
descongelamento.
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MATERIAL E METODOS

Foram uilizados quatro machos suinos F1 (Landrace x lLarge White), os quais
apresentavam fertilidade conhecida e eram mantidos em baias individuais, sob as
mesmas condicbes ambientais, na Estacdo Experimental da Palma, Universidade Federal
de Pelotas (Brasil). Os ejaculados foram coletados pelo método da mao enluvada,
utilizando frascos de 10 mL aquecidos a 38° C e cobertos com filtro (10). Apés a coleta do
ejaculado,foram avaliados a motilidade (MOT) por microscopia 6tica em aumento de 200x.
Somente ejaculados com motilidade > 70% foram utilizados.

Imediatamente apds a coleta, o ejaculado foi diluido separadamente em condi¢des
isotérmicas (1:1 v/v) no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS). Apos a diluicéo inicial
foi feito o resfriamento a 15°C por 90 min. Quando o meio atingiu 15°C, foi realizada a
centrifugacéo (800 x g por 10 min). O sedimento de espermatozdides foi re-suspenso no
diluidor de resfriamento (DR) (80%, v/v, de solucdo de lactose a 11%;20%, v/v, gema de
ovo), para uma concentracdo de 2 x 10° espermatozéides por mL. Apés, foi realizado
resfriamento até 5°C por 90 min. Ao final desse periodo, o meio foi re-suspenso no
diluente de congelamento (DC), elaborado a partir do DR. O DC era constituido de: 83,5%
de DR, 1,5% de Orvus Ex Paste e 15% do crioprotetor N,N Dimetilacetamida. A cada 2
mL de sémen com DR, foi adicionado 1 mL de DC para que se obtivesse uma
concentracéo final de 5% de DMA (3). Posteriormente, o sémen foi envasado em palhetas
de 0,5 mL, contendo 1 x 10° espermatozdides. As palhetas foram congeladas
horizontalmente, em vapor de nitrogénio liquido, 5 cm acima do nivel do nitrogénio por 20
min. Apos esse periodo, as palhetas foram mergulhadas em nitrogénio liquido a -196°C e
armazenadas até o descongelamento. O descongelamento das palhetas foram a 37°C por
20s, sendo re-suspensas em tubo conico contendo 5 mL de BTS previamente aquecido a
37°C (1:10, viv) (19). Foi feita a incubagcdo em banho-maria a 37 °C por 10 min e
avaliados a MOT (0 a 100 %)(19).

Para analise das proteinas do plasma seminal dos ejaculados apds a coleta,
aliquotas de 1 ml do ejaculado foram centrifugadas a 2.500 x g por 5 min. Logo apés, as
amostras foram colocadas em um recipiente com gelo por 1 h. O plasma seminal foi
novamente centrifugado a 10.000 x g por 10 min, para a obtencéo somente do plasma. Do
sobrenadante, retiraram-se 10 pl, aos quais foram adicionados 30 ul de H,O deionizada e
20 pl de tampé&o de amostra constituido de: 20% de glicerol; 10% Tris-HCI 0,6173 m, ph
6,8; 2% [-mercaptoetanol; 20% Dodecil Sulfato de Sédio a 10% — SDS; 2,5 mg de azul
de bromofenol e H,O deionizada. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C
por 10 min, para desnaturacéo das proteinas. A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)
foi realizada com o sistema Bio-Rad Mini-Protean 3 cell® (16). Foram feitas corridas com
géis de poliacrilamida concentrados a 15% (17), primeiramente, com uma voltagem de 70
V por 20 min, para promover a concentracdo das proteinas e, apos, a 120 V por 70-80
min. Como padrao, foi utilizado o marcador molecular benchmark protein ladder®. Os géis
foram corados com coomassie brilliant blue por 20 min (23). O processo de descoramento
dos géis foi feito em solucdo descorante constituida por 40% metanol, 10% acido acético
glacial e 50% hyo deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75°c. A analise foi baseada na
visualizacao e distincdo das bandas protéicas formadas durante a eletroforese. Os dados
obtidos da eletroforese foram analisados pelo Software Totallab t1100®, v. 2006.

A variavel motilidade espermética pré-congelamento e pés-descongelamento foi
avaliada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk. De acordo com este teste, esta variavel
nado apresentou distribuicio ndo normal (P < 0,05), tendo sido submetidas a
transformacdo arco-seno. Para fins de interpretacdo, os resultados das analises
envolvendo a varavel transformada sera relatada em sua escala original.



A analise inter-machos foi conduzida por andlise de variancia com medidas
repetidas, considerando como variaveis independentes a coleta e a PSP identificada. A
andlise intra-machos foi feita através de andlise de variancia convencional, para cada um
dos quatro machos avaliados, considerando como variavel independentes a PSP,
incluindo ainda a coleta como co-variavel. Nos dois tipos de andlises, as comparacdes
entre médias foram realizadas através do teste de Tukey. Todas as analises estatisticas
foram conduzidas através do software Statistix 8.0® (21).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média geral para a motilidade espermatica foi de 71,4 + 8,5% pré-congelamento e
apos o descongelamento, a motilidade espermatica foi de 41,8 + 18,6% (Tabela 1).

Tabela 1 — Motilidade de espermatozéides suinos pré e pés- congelamento, por macho (4 machos
X 6 coletas)

Motilidade pré-congelamento (%) Motilidade p6s-descongelamento (%)
Macho A 61,7 +1,2° 20,8 +1,7°
B 759+1,2° 383+1,7°
C 742 +1,2° 50,8+1,7°
D 742+12° 575+17°

Médias + EPM com expoentes diferentes na coluna diferem por P < 0,05

A presenca da proteina do plasma seminal com peso molecular de 28 kDa foi
associada com aumento na motilidade espermética pré- congelamento em todos os
machos (Figura 1), porém teve efeito inibidor na motilidade pos-descongelamento . Esta
proteina, cuja auséncia, também nos machos C e D, foi associada com maior motilidade
esperméatica pés-descongelamento, mas esse efeito ndo foi confirmado na andlise inter-
machos. No entanto, a andlise inter-machos identificou uma associacéo entre a auséncia
dessa mesma proteina e a motilidade pré-congelamento, o que sugere que tal proteina
possa ter um efeito positivo na motilidade antes do congelamento, e inibidor apds o
descongelamento.
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Figura 1 - Motilidade espermatica pré-congelamento (A) e pdés-descongelamento (B) em
funcado da presenca da proteina com 28 kDa no plasma seminal de diferentes machos
a,b Frequéncias diferem por P < 0,05 em cada macho.

A proteina do plasma seminal com peso molecular de 26 kDa foi descrita como
potencial marcador de fertilidade em suinos, pois a sua presenca estaria associada com
maiores taxas de paricdo e tamanho da leitegada, utilizando sémen resfriado (9). Essa



proteina do presente estudo pode ser a mesma descrita como marcador de fertilidade
devido a utilizagdo do presente estudo de plasma seminal in natura diferente de outros
que utilizam plasma seminal congelado, promovendo uma grande \ariacdo na qualidade
das bandas conforme teste realizados anteriormente a este experimento.

CONCLUSAO
Os avancos na pesquisa do conteudo protéico do plasma seminal possibilitaram a
identificacdo da proteina com 28 kDa como um possivel futuro marcador para uma
motilidade espermética de machos suinos, dependendo da empregabilidade deste sémen
se for resfriado a proteina deve estar presente e ao contrario se for submetido a
criopreservacao.
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