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PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL E SUA INFLUENCIA SOBRE A
CRIOPRESERVACAO ESPERMATICA EM OVINOS

MSc. Thiago Antonio de Souza Nascimento Silva
Prof. Dr. Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

RESUMO

A qualidade do sémen é influenciada por diversos fatores tais como os inerentes aos individuos, a
frequéncia de coletas, o meio ambiente, a estacdo do ano, a temperatura, precipitacao
pluviométrica. Interferindo, diretamente, na qualidade das amostras criopreservadas com reflexos
diretos nos indices de concepcdo das fémeas inseminadas. Estudos tém demonstrado que o
plasma seminal pode favorecer a viabilidade e heterogeneidade da membrana plasmaética,
motilidade e a fertilidade do sémen ovino criopreservado. O objetivo do presente trabalho foi
caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de carneiros com diferentes niveis de
congelabilidade de sémen e o efeito da adicdo de plasma seminal de carneiros de alta
congelabilidade de sémen no sémen de carneiros de baixa congelabilidade de sémen antes da
criopreservacdo. No capitulo 2 observou-se uma superioridade (P<0,05) do carneiro 1 de alta
congelabilidade de sémen em relacdo ao carneiro 18 de baixa congelabilidade de sémen apds a
descongelacdo e teste de termo resisténcia (TTR), baseado nos pardmetros de motilidade,

integridade de membrana e integridade de acrossoma. Na avaliacdo do sémen fresco ndo foi
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observada diferenca (P>0,05) em nenhum dos parametros analisados entre os dois carneiros. Da
mesma forma para a avaliacdo da fertilidade em monta natural ndo houve diferenca (P>0,05)
entre os dois carneiros. Selecionados os carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen foram
caracterizados os perfis proteicos do plasma seminal dos mesmos, determinado por eletroforese
bidimensional e a identificagdo das proteinas foi realizada por espectrometria de massa. Com um
total de 23 spots foram identificadas com sucesso. Proteinas como RSVP14, RSVP20, clusterina,
glutationa peroxidase, albumina e lipocalina foram exclusivas ou mais expressas no carneiro de
alta congelabilidade. Proteinas como as espermadesina Z13, bodesina 2 foram mais expressas no
carneiro de baixa congelabilidade. Essas proteinas se apresentam como potenciais marcadores
para qualidade do sémen criopreservado. No capitulo 3 com o objetivo de avaliar a adi¢cdo do
plasma seminal de carneiro de alta congelabilidade no sémen de carneiros de baixa
congelabilidade antes da criopreservagdo, observou que a adi¢do de plama seminal de carneiros
de alta congelabilidade incrementou a qualidade do sémen criopreservado nos carneiros de baixa
congelabilidade (P<0,05), ap6s a coleta do sémen. Avaliou-se também a forma de adicionar o
plasma seminal ao sémen apos a coleta, sua concentracdo e forma de sua obtencdo. O melhor
momento para adi¢cdo do plasma seminal foi ao meio de pré-diluicdo. Independentemente da sua
concentracdo adicionado ao sémen, todas as concentragdes utilizadas foram superiores (P<0,05)
ao tratamento controle (sem adicdo de plasma seminal). Com relagdo a sua obtencdo, quando
adicionado o plasma seminal proveniente de carneiro vasectomizado no sémen apos a coleta, este
se mostrou (P<0,05) melhor que o tratamento controle (sem adicdo de plasma seminal) e de
plasma seminal de carneiro inteiro. Os dados apresentados nesse trabalho evidenciam a
importancia do plasma seminal na criopreservacdo do sémen e servem referéncia para o avanco

da criopreservacao do sémen ovino.

Palavras-chave: adi¢do, carneiro, congelabilidade, sémen, vasectomizado.
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SEMINAL PLASMA PROTEIN AND ITS INFLUENCE ON ESPERMATIC
CRIOPRESERVATION IN RAM

MSc. Thiago Antonio de Souza Nascimento Silva
Prof. Dr. Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

ABSTRACT

The seminal quality vary with many factors like individuality, collections frequency,
environment, season of the year, temperature, rainfall. Interfering, directly, in the quality of
cryopreserved samples with reflex at conception indices of inseminated females. Studies have
demonstrated that seminal plasma can favor the viability and heterogeneity of plasmatic
membrane, motility and fertility of cryopreserved ram semen. In this way, the aim of the present
work was characterize the protein profile of seminal plasma of rams with different levels of
semen congelability and the effect of the addition of seminal plasma of high freezability rams
semen in the low freezability semen before cryopreservation. In chapter 2, was observed a
superiority (P<0.05) of ram 1 of high freezability semen in relation with ram 18 of low freezbility
semen after thawed and TRT, based at motility, membrane integrity and acrosomal integrity. In
fresh semen evaluation wasn’t observed difference (P>0.05) in none of analyzed factors between
two rams. In the same way to fertility with natural mating wasn’t difference (P>0.05) between the
two rams. Selected rams of high and low freezability semen hade theirs characterized protein

profile, determined by two-dimensional electrophoresis and the protein identified by mass
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spectrometry. A total of 23 spots were sucessfully identified. Proteins like RSVP14, RSVP20,
clusterin, glutathione peroxidase, albumin e lipocalin were exclusively or more expressive in the
high freezability rams semen. Proteins like espermadhesin Z13, bodhesin 2 were more expressive
in the low freezability rams semen. Those proteins are like potencial markers to quality of frozen
semen. In chapter 3 the aim was evaluate the addition of seminal plasma of high freezability ram
semen in semen of low freezability rams semen before cryopreservation, observed that the
addition of seminal plasma of high freezability semen increased the quality of cryopreserved
semen of low freezability semen (P<0.05), after semen collection. Evaluated also how the
seminal plasma was add to the semen after the collection, your concentration and how was
obtained. The better moment to add the seminal plasma was at pre-dilution extender. Regardless
of concentration, all concentration tested were higher (P<0.05) than control treatment (without
seminal plasma). The seminal plasma when collected from vasectomized rams and added to
semen after collection showed better (P<0.05) than control treatment (without seminal plasma)
and seminal plasma from whole ram. The data presented in this work show the importance of
seminal plasma in semen cryopreservation and serve as reference to advance at ram semen

cryopreservation.

Key-words: addition, ram, freezability, semen, vasectomized.



XV

LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 2

Figura 2.1. Resultado da prenhez apds monta natural. Carneiros de alta e baixa congelabilidade
(0[BT 1 o PSSR 33
Figura 2.2. Gel representativos do plasma seminal de carneiro 1 de alta congelabilidade(a). As
setas indicam as proteinas identificadas com nimero do spot de acordo com a tabela
. e et eb et eh e oL et oA e be ettt et et e R e e R e b et e Rt he et et eteebe st et ere e 36
Figura 2.3. Gel representativos do plasma seminal de carneiro 18 de baixa congelabilidade(b). As
setas indicam as proteinas identificadas com nimero do spot de acordo com a tabela
2 et E R Rt Ee LR Rt b e R e Rt R e R et e Rt Rt e Rt e Re et et e Rt Re et et e n et st ne et ee 36
Figura 2.4. Fluxograma mostrando o total de proteinas encontradas nos carneiros de alta e baixa
congelabilidade, proteinas diferencialmente expressas e identificadas...................... 37
Quadro 2.1. Proteinas diferencialmente expressas identificadas por espectrometria de massa....38



XVi

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 2.1. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva e integridade de membrana, vivo acrossoma integro, velocidade de trajeto
(VAP), velocidade progressiva (VSL) e velocidade curvalinear (VCL). Apos a
descongelagdo (HORA 0) e TTR (HORAS5). Para os carneiro 1 de alta

congelabilidade de sémen e carneiro 18 de baixa congelabilidade de

CAPITULO 3

Tabela 3.1. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva e integridade de membrana, apds a descongelacdo (HORA 0). Para os quatro
tratamentos, T1, T2, T3 € T4 ... e 63

Tabela 3.2. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva e integridade de membrana, apds a descongelacdo (HORA 4). Para os quatro
tratamentos, TL, T2, T3 € T ..ot e s e e e 64

Tabela 3.3. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade

progressiva e integridade de membrana, velocidade curvilinear (um/s; VCL), apos a
descongelacdo (HORA 0). Para os quatro tratamentos; T30, T60, T90 € TO.......ccceeevevvrevvereennnn, 65

Tabela 3.4. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade

progressiva e integridade de membrana, velocidade curvilinear (um/s; VCL), apds a

descongelacdo (HORA 4). Para os quatro tratamentos; T30, T60, T90 € TO.......ccceevevververreennnn, 66



XVii

Tabela 3.5. Média (+desvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e

integridade de membrana, ap6s a descongelacdo (HORA 0). Para os tratamentos; VAS, INT e

Tabela 3.6. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva e integridade de membrana, ap6s a descongelagdo (HORA 0). Para os tratamentos;
R T 1\ = ]\ N SO 68



Xviii

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIAGCOES
ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide
BCF: frequéncia de batimento fragelar
BSP: proteina de ligacdo ao espermatozéide (Bind Sperm Protein)
CTC: Clortetlaciclina
ERQOS: espécies reativas de oxigénio
GSHPx: glutationa peroxidase
IA: inseminacéo artificial
IEF: focalizacdo isoelétrica
IP: lodeto de propidio (Propidium iodide)

FITC-PNA: isotiocianato de fluoresceina associada a aglutinina de Pisum sativum (Fluorescein
isothiocyanate conjugated to Pisum nativum agglutinin)
kDa: kiloDalton

kg: quilograma

LDL: lipoproteina de baixa densidade

LIN: linearidade

mg: miligrama

MHz: megahertz

MP: motilidade Progressiva

MT: motilidade Total

PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida

pl: ponto isoelétrico

RSVP: proteina da glandula vesicular de carneiros (Ram Seminal Vesicle Protein)
RSVP14: proteina da glandula vesicular de carneiros de 14 kDa
RSVP20: proteina da glandula vesicular de carneiros de 20 kDa
SDS: dodecil-sulfato de sddio

TTR: teste de termo resisténcia

2D-PAGE: eletroforese bidimensional

ul - microlitro

VAP: Velocidade da trajetéria média

VCL: Velocidade curvilinear

VSL:Velocidade linear



CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

A ovinocultura na regido centro-oeste vem demonstrando crescimento principalmente
com ovinos deslanados destinados a producédo de carne, considerando que esta regido apresenta
uma expressiva producéo de gréos, proporcionando uma alimentagcdo com custos mais baixos.

Essa espécie vem despertando interesse de produtores e 6rgdos governamentais, sendo
uma alternativa desejavel para o incremento da atividade pecuéria no pais e para uma melhor
distribuicdo de renda. Com o crescimento desse mercado, existe o interesse em intensificar sua
exploragdo econdmica, com programas de melhoramento genético animal, teste de progénie e
aplicacdo de biotécnicas reprodutivas, considerando as caracteristicas de adaptacdo as diferentes
condic¢Bes ambientais, permitindo assim o aumento do seu indice produtivo.

A eficiéncia reprodutiva é um dos fatores mais importantes para a produtividade de um
rebanho. Portanto, em qualquer sistema de producdo € essencial uma avaliacdo da fertilidade de
machos e fémeas. Do ponto de vista econdbmico, um reprodutor com caracteristicas zootécnicas e
genéticas desejaveis e com sémen de qualidade significa rapido retorno de investimento,
principalmente com o sémen destinado a inseminacdo artificial (IA) constituindo uma grande
ferramenta para um rapido melhoramento do rebanho.

Desta forma a IA em programas de melhoramento animal, utilizando reprodutores
geneticamente superiores, sem duvida € a biotecnologia de maior impacto no incremento genético
dos rebanhos (Bergmann & Penna, 1999). A exploracdo do potencial da IA é significativo pela
viabilizacdo de uma técnica baseada na utilizacdo de sémen congelado, considerando que o uso

de sémen fresco € limitado pelo periodo restrito de viabilidade, curto periodo de estocagem e 0



aproveitamento limitado dos reprodutores (Evans & Maxwell, 1990). Assim, o sémen congelado
viabiliza um melhor aproveitamento de reprodutores geneticamente superiores.

Porem os resultados com a utilizacdo de sémen criopreservado ndo sdo satisfatorios,
sendo pela baixa taxa de prenhez na IA cervical, ou seja, pelas alteracdes bioquimicas e
moleculares das células submetidas a congelacdo e descongelacdo como também pela reduzida
competéncia de sobrevivéncia dos espermatozoides. Embora a deposicao intrauterina do sémen
congelado proporcione taxas de prenhez semelhantes as obtidas com sémen fresco, o elevado
custo desta técnica inviabiliza seu uso mais amplo (Evans & Maxwell, 1990; Cardoso et al.,
2009).

A despeito de taxas relativamente altas de espermatozoides moveis apOs a
descongelacdo o desempenho obtido com o uso de sémen congelado é bem inferior aquele
alcancado com o sémen a fresco. A sobrevivéncia pds-congelacdo € restrita em torno de no
méaximo 50%, mesmo com as melhores técnicas de preservacao (Salamon & Maxwell, 2000).

Esta reduzida viabilidade dos espermatozoides congelados-descongelados esta
correlacionada com evidéncias de que 0s mesmos que sobrevivem a este processo tém suas
membranas alteradas a um estagio que pode conferir caracteristicas similares as células
capacitadas e/ou com reacdo de acrossomo, caracterizando uma capacitacdo espermatica precoce
(Perez et al., 1996; Watson, 2000).

Estudos demostram a importancia do plasma seminal auxiliando positivamente na
fertilidade, servindo também de diluente e veiculo para os espermatozoides e exercendo acéo
estimulante na motilidade espermatica durante a ejaculacdo. Também é fonte de energia, tem
capacidade tamponante, mantém a integridade da membrana celular dos espermatozoides.
(Maxwell et al., 1999). Quando o plasma seminal foi adicionado ao sémen observou-se melhora
na viabilidade e heterogeneidade da membrana plasmatica do sémen criopreservado de carneiros
e melhores resultados de IA cervical superficial (Ollero et al., 1997; Maxwell el al., 1999; Silva
et al., 2005).

Na espécie ovina, alguns estudos tém relatado a expressdo de proteinas no plasma
seminal que exercem efeito positivo sobre a capacitagdo espermética e protecdo dos
espermatozoides de carneiros de racas europeias (Pérez-pé et al., 2001; Barrios et al., 2005;
Fernandez-juan et al., 2006; Cardozo et al., 2006). Até o momento, ainda séo bastante incipientes

em comparagdo com os avangos descritos em bovinos.



Sabe-se também que um problema de importancia pratica na industria de
criopreservacdo de sémen ovino é a existéncia de animais denominados de alta e baixa
congelabilidade. Independentemente da boa qualidade seminal in natura e de bons resultados de
prenhez com monta natural, alguns animais apresentam maior sensibilidade a criopreservacao.

Desta forma, o conhecimento do perfil protéico do plasma seminal de ovinos possibilita
a utilizacdo de proteinas do plasma seminal como marcadores moleculares, cuja presenga ou
auséncia, possa ser associada com parametros de qualidade seminal e fertilidade, podendo

auxiliar futuramente na selecdo de reprodutores.

1.1 Obijetivos

1.1.1 Geral

Identificar proteinas do plasma seminal de reprodutores ovinos com sémen de alta e
baixa congelabilidade. Determinar possiveis marcadores associados com o indice de
congelabilidade de sémen ovino investigar in vitro a adicdo do plasma seminal de reprodutores
ovinos de alta congelabilidade de sémen ao sémen criopreservado de reprodutores ovinos de
baixa congelabilidade de sémen como alternativa para aumentar a viabilidade espermatica do

sémen congelado.

1.1.2 Especificos

- Identificar os reprodutores ovinos de alta e baixa congelabilidade de sémen utilizando
parametros in vitro da motilidade e integridade de membrana plasmatica;
- Analisar e caracterizar proteinas do plasma seminal, de reprodutores ovinos de alta e

baixa congelabilidade de sémen;



- Verificar o efeito da adicdo do plasma seminal de carneiros alta congelabilidade de
sémen no sémen de reprodutores ovinos de baixa congelabilidade de sémen apo6s a coleta de
sémen, quanto;

- Ao método de adicdo do plasma seminal ao sémen ap0s a coleta.

- Ao efeito da concentragdo de plasma seminal adicionado ao sémen ap0s a coleta.

- A adicdo de plasma seminal oriundos de carneiros inteiros e vasectomizados.

- Mediante avaliacdo in vitro quanto a motilidade, cinética espermatica, integridade de

membrana, integridade de acrossoma em diferentes tempos de incubacéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criopreservacgdo do sémen e seus danos a celula

O processo de criopreservacdo de sémen é determinado por algumas fases desde a
reducdo da temperatura, desidratagdo celular, congelacdo e descongelacdo. Durante essa
sequencia algumas alteracdes nas células espermaticas podem resultar em uma marcante redugédo
da fertilidade quando comparado ao sémen fresco (Medeiros et al., 2002).

A sobrevivéncia dos espermatozoides ovinos criopreservados pode ser afetada por varios
fatores, tais como a composi¢éo do diluidor, a concentragdo do crioprotetor, o envase (palheta,
minitubo, pelets), o curso da refrigeracdo, da congelacdo e da descongelacdo, bem como, a
qualidade inicial do sémen (Bag et al., 2002).

A razdo pela baixa capacidade de fertilizagdo e taxas reduzidas de concepcao apos a 1A
cervical, esta relacionada a mudangas severas em estrutura e funcionalidade ocorridas no
processo de congelacdo e descongelacdo do sémen (Pérez et al., 1996). Os espermatozoides de
carneiros sdo sensiveis a mudancas extremas de temperatura durante o processo de congelacao-
descongelacdo, o que é prejudicial a sua motilidade e a integridade de membrana (Salamon &
Maxwell, 1995).

A membrana plasmatica exerce um papel fundamental na sobrevivéncia espermatica no
trato reprodutivo feminino e na manutencdo de sua capacidade fecundante, visto que, garante a
homeostase celular, sendo essencial para manter a viabilidade. (Maxwell & Watson, 1996). Mas

durante a criopreservagdo ocorrem modificagbes nas membranas, tendo como consequéncia



danos ultraestruturais, bioquimicos e diminuicdo na capacidade fecundante (Celeghini et al.,
2005).

Valcarcel, (1997) relata que lesbes nas membranas plasmaticas, acrossomais e
mitocondriais foram indicadas como as principais causas de danos estruturais e de perdas
funcionais, impostas pela criopreservagdo. Segundo Salamon & Maxwell (1995) apesar de 40 a
60% dos espermatozoides de carneiros apresentarem motilidade pos-descongelacéo, somente 20 a
30% deles permanecem biologicamente inalterados. Estas células podem estar moveis, mas
danificadas, de tal maneira que a fertilizacdo fica improvavel. Valcarcel et al. (1994), sugerem
que pelo menos 30% dos espermatozoides ovinos que mantém a motilidade apos
congelagdo/descongelacdo tém lesdo da membrana plasmatica.

As membranas dos espermatozoides especialmente afetadas pela criopreservacéo sao a
plasmatica, a acrossomal externa e as mitocondriais (Watson, 1995), sendo as lesbes nessas
estruturas indicadas como as principais causas de danos estruturais e de perda funcional da célula
espermatica (He et al., 2001). Segundo Harrison & Vickers, (1990) e Valcércel et al. (1997), a
membrana plasmatica é mais fragil que a membrana acrossomal externa e parece ser
consideravelmente ainda mais fragil que a mitocondrial, sendo assim, sua preservacdo é o ponto
mais critico para o sucesso da criopreservagao.

Pesquisando o dano acrossomal nos espermatozoides ovinos submetidos ao choque pelo
frio, Harrison & Vickers (1990) observaram que algumas células com acrossomo intacto
apresentavam-se com membrana plasmatica lesada, ficando evidente a fragilidade da membrana
plasmatica. As alteracBes na cinética juntamente com a injaria mitocondrial que ocorrem em
decorréncia dos procedimentos de preservacdo do sémen podem explicar o prejuizo no transporte
espermatico e a morte prematura de um grande ndmero de espermatozoides nas porcoes
anteriores mais caudais do trato reprodutivo feminino apds a deposicdo cervical ou vaginal
(Gillan et al., 2004).

Os processos de refrigeracdo e congelagdo do sémen antecipam a maturacdo das
membranas espermaticas, aumentando assim a propor¢do de espermatozoides capacitados ou com
0 acrossomo reagido em comparacdo ao sémen in natura (Maxwell & Watson, 1996). A sua
sobrevivéncia é entdo limitada porque os espermatozoides capacitados ndo possuem um periodo
de vida prolongado, eles sdo ativados como preparacdo para o encontro do o0cito e se iSso ndo

ocorrer, em um curto periodo de tempo, eles morrem (Watson, 1995).



Corroborando com essas afirmacbes, Garde et al. (1993) avaliaram os efeitos da
congelacdo e descongelacdo sobre a reacdo acrossomal em espermatozoides ovinos através da
realizacdo de testes in vitro de penetracdo espermatica e indicaram que 0 sémen in natura requer
um maior periodo de capacitagdo do que o sémen congelado. Segundo os autores, 0 processo de
congelacdo-descongelacdo favorece a reagdo acrossomal o que levou a maiores indices de
penetracdo dos espermatozoides nas primeiras horas de incubagdo (0Oh-74,1%; 3h-60,9%)
comparado ao sémen in natura (Oh-19,6%; 3h-40,9%). Além disso, o sémen congelado perdeu
sua habilidade fecundante in vitro com mais rapidez que o sémen in natura.

Gillan et al. (1997), baseando-se nos padrdes da clortetraciclina (CTC), observaram que
a maioria dos espermatozoides do sémen in natura estavam no padrdo ndo capacitado (61,3%),
com o restante da populacdo distribuida entre os padrdes capacitados e com rea¢do acrossomal.
ApoOs a incubacdo por seis horas, os espermatozoides sofreram processo de capacitacdo
espontdnea com a maioria da populacdo apresentando o padrdo capacitado (54%) e com
acrossomo reagido (41%). Em contraste, espermatozoides congelados-descongelados foram
distribuidos principalmente nos padrdes capacitados (65,9%) e com reagdes acrossomal (25,9%),
com somente uma proporcdo de células permanecendo ndo capacitadas (6,7%) logo apos a
descongelagéo.

De acordo com Gillan et al. (1999), quando o sémen in natura ou congelado foi
depositado no Utero por laparoscopia e posteriormente colhido observou-se que a area do trato no
qual os espermatozoides eram recuperados parecia influenciar o padrdo da membrana
espermatica com mais células apresentando padrdo nédo capacitado no istmo que no Gtero. Tanto
0s espermatozoides frescos como os congelados colhidos do trato tinham passado dos estados néo
capacitado e capacitado para o estado de reacdo acrossomal, porém mais espermatozoides
apresentando acrossomo reagido foram encontrados nas amostras colhidas de ovelhas
inseminadas com espermatozoides congelados que naquelas inseminadas com sémen in natura.

Se 0 sémen é depositado no inicio da cervix, as células espermaticas sofrem o que é
chamado de reacdo acrossomal prematura e subsequentemente morrem, resultando em baixa
fertilidade, quando utilizado o sémen congelado. A deposicdo de células capacitadas proximo ao
sitio de fertilizacdo como no Utero e proximo ao momento da ovulacdo, pode minimizar os efeitos
do envelhecimento celular e altas taxas de fertilizacdo, comparadas aquelas com sémen in natura,

podem ser atingidas (Gillan et al., 1997).



2.2 Plasma seminal

O plasma seminal é o produto das secre¢Oes das glandulas acessorias (prostata, glandula
vesicular, glandulas bulbouretrais), dos epididimos, e dos condutos deferentes se integrando aos
espermatozoides na ejaculacdo, servindo como meio de sobrevivéncia e de transporte para as
células espermaticas (Evans & Maxwell, 1990). A sua composi¢do inclui aminoacidos, agucares,
minerais, fosfatases, prostaglandinas e proteinas de uma faixa ampla de massa molecular (Evans
& Maxwell, 1990).

O plasma seminal exerce também um papel importante na promocao da fertilidade, pois
possui proteinas, que se ligam aos espermatozoides, e que podem influenciar na capacidade de
fertilizacdo da célula. Porém, alguns fatores, que interferem negativamente na fertilidade, ja
foram identificados no plasma seminal como a seminaplasmina bovina e o fator 1 da
antifertilidade humana, que inibem a capacitacdo ou a reacdo acrossdmica, interferindo na
fertilidade (Killian et al. 1993).

Em carneiros, o plasma seminal é um fluido de aspecto claro e opaco, mas o ejaculado
pode ser branco e cremoso devido a elevada concentragio de espermatozoides. E composto em
sua maior parte por agua (75%), contém inUmeros componentes organicos e inorganicos que
servem para nutrir e proteger os espermatozoides (Evans & Maxwell, 1987). Ha& também
componentes tais como, macro elementos (entre eles: célcio, sédio e potassio), lipideos
(principalmente os fosfolipidios, colesterol), micro elementos (zinco, cobre e ferro),
prostaglandinas, carboidratos, compostos nitrogenados (colina e poliaminas), proteinas, enzimas
e antioxidantes (Maxwell et al., 1999).

Inimeras pesquisas em varias espécies vém sendo realizadas com o plasma seminal,
pesquisas essas que buscam analisar o efeito do plasma seminal na qualidade do sémen.
Consequentemente poder identificar componentes que poderdo contribuir como potencias
marcadores que auxiliem a indicacdo do potencial reprodutivo (Jobim et al., 2009).

As proteinas do plasma seminal exercem importantes funcdes nos espermatozoides,

desde a regulacdo da atividade espermatica, estabilidade da membrana plasmatica, da capacitacdo
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espermatica, até a fertilidade (Muifo-Blanco et al., 2008), tendo as proteinas um potencial
marcador molecular. As proteinas presentes no plasma seminal participam diretamente na
protecdo dos espermatozoides (Maxwell et al., 2007).

O transito e armazenamento dos espermatozoides no epididimo, podem sofrer severos
danos relacionados ao estresse oxidativo, causados por espécies reativas de oxigénio (EROS), a
producdo em excesso de EROS pode causar uma série de danos na funcdo espermatica e interferir
na fertilidade (Nichi et al., 2006). O epididimo disp&e de varias enzimas antioxidantes como as ja
identificadas glutationa S-transferases, tioredoxina peroxidases, superoxido dismutases,
glutationa peroxidases (GSHPx) e catalases. A GSHPx constitui um dos principais meios
enzimaticos de protecdo espermatica, esta enzima é abundante no fluido da cauda epididiméria, e
também pode se ligar a membrana dos espermatozoides (Dacheux et al., 2006)

A glicoproteina denominada de clusterina foi encontrada na prostata, glandulas
vesiculares, testiculo, espermatozoides luminais e epididimo (Braundmeier et al., 2001). A
clusterina pode inibir também a precipitacdo protéica induzida pelo estresse, solubilizando-as e
protegendo as células dos efeitos citotoxicos da precipitagdo protéica. Sendo assim, essa proteina
pode participar na protecdo das membranas, podendo ser importante principalmente na interacao
espermatozoide trato reprodutivo feminino (Braundmeier et al., 2001). Outra proteina envolvida
na protecdo da membrana espermatica, causado pelo estresse oxidativo e apresentando um
elevado poder antioxidante protegendo os espermatozoides é a albumina, a qual tem sido
identificada no epididimo e plasma seminal em ovinos (Rego, 2010).

Outras proteinas envolvidas na estabilidade da membrana e com o poder de exercer um
efeito protetor ao espermatozoide ovino sdo as proteinas pertencentes a familia das BSPs (Binder
of Sperm Proteins), em ovinos conhecidas como Ram Seminal Vesicles Protein (RSVP). As
RSVP possuem homologia em sua sequencia de aminoacidos com proteinas da familia BSP. As
BSPs e seus homdlogos constituem um grupo de proteinas conservadas e estruturalmente
similares que possuem dominios de fibronectina tipo Il (Manjunath et al., 2009).

As RSVPs atuam na funcio de protecdo dos espermatozoides, prevenindo (PEREZ-PE
et al., 2001) e reparando (BARRIOS et al., 2000) danos na membrana espermatica sofridos
durante a criopreservacdo. Barrios et al. (2005) verificaram que proteinas de 14 e 20 kDa do
plasma seminal de ovinos eram adsorvidas pela superficie dos espermatozoides, estabilizando-a e

prevenindo contra injdrias apos tratamento para inducdo de choque térmico. A protecdo ocorre
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por conta da estabilizacdo da membrana espermaética e esta relacionada a uma acéo decapacitante.
Observou que a proteina de 20 kDa foi liberada apds o inicio da capacitacdo espermatica e a
proteina de 14 kDa liberada ap6s a inducéo da reacdo acrossomal.

Essas proteinas podem ser responsaveis pela protecdo conferida aos espermatozoides
contra o choque térmico (Barrios et al, 2005), podendo também estar envolvidas no processo de
fertilizacdo, com isso abrindo novas possibilidades na investigacdo do papel dessas proteinas
como marcadores de fertilidade (Cardozo et al., 2008).

Fernandez-Juan et al. (2006) demonstraram que estas proteinas tinham seu local de sintese
restrito a glandula vesicular, expressas no citoplasma das células de seu epitélio secretor,
passando a referenciar estas proteinas como RSVP (Ram Seminal Vesicle Protein) de 14 e 20 kDa
(RSVP14 e RSVP20 respectivamente). Apesar da RSVP14 e RSVP20 serem semelhantes quanto
a protecdo do espermatozoide, o estudo comparativo de sua sequéncia de aminoacidos mostra que
de fato trata-se de proteinas diferentes (Barrios et al., 2005). A sequéncia de aminoacidos da
RSVP14 apresenta grande homologia com a proteina do plasma seminal bovino BSP-A1/A2.

Segundo (Muifio-Blanco et al., 2008), as proteinas RSVP14 e RSVP20 estabilizam os
fosfolipideos de membrana, exercendo efeito protetor aos espermatozoides ovinos durante a
criopreservacdo seminal, preservando a membrana espermatica, reduzindo a criocapacitagéo.
Estas proteinas se tornam potentes ferramentas para melhoria na formulacdo de melhores
diluidores e aperfeicoando a técnica de criopreservacao.

Estes estudos geralmente sdo baseados na composicao do plasma seminal considerando
machos com diferentes padrbes de fertilidade, ou pelo isolamento de fatores contidos no plasma
seminal que facilitam ou inibem a capacitacdo ou a fertilizacdo (Killian et al., 1993; Jobim et al.,
2005; Cardoso et al., 2006). Em ovinos da raca Santa Inés, o perfil protéico do plasma seminal
passa por alteracdes relevantes ao longo do desenvolvimento reprodutivo, refletindo associa¢Ges
com a funcéo espermatica e outros aspectos da maturidade sexual desses animais (Souza et al.,
2010).

Roncoletta (1999) estudou o perfil eletroforetico em SDS-PAGE das proteinas de
membrana de espermatozoides e plasma seminal de taurinos e zebuinos doadores de sémen, em
uma central, separando dois grupos de congelabilidade de acordo com a aprovacdo das doses
destes touros pela central. Observou uma quantidade de cerca de 20% a mais de proteinas totais

no plasma seminal de zebuinos quando comparados aos taurinos, e encontrou diferencas na
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concentracdo e frequéncia de algumas bandas, entre os grupos de alta, media e baixa
congelabilidade.

Maxwell et al. (1999) descreveram que o plasma seminal apresenta efeito benéfico sobre
a funcdo espermatica e sobre fertilidade de sémen congelado, ovino apos IA cervical. A adicao do
plasma seminal ao sémen descongelado vem demostrando uma melhoria na sua qualidade e
também nos indices de prenhez na IA cervical (Silva et al., 2005). Cardozo et al., (2009)
observaram uma perda de proteinas de membrana apos o descongelacdo, indicando que essas
proteinas devem ter sido perdidas como resultado de danos induzidos pelo processo de
congelacao/descongelacdo. Bernardini et al., (2011) demonstraram que a adicdo de plasma
seminal de carneiros de ragas diferentes juntamente com uma fonte de energia melhorou a
qualidade do sémen.

Cardozo et al., (2006) detectaram diferencas entre as proteinas ao longo do ano e
correlacionam esta diferenga com a variabilidade encontrada na qualidade do sémen durante as
diferentes estacOes e épocas do ano. Neste estudo foram encontradas 13 proteinas que apresentam
variacgoes significantes durante as estacdes do ano. As fragbes 3 (15kDa) e 15 (16.1kDa) foram
mais abundantes no verdo e negativamente correlacionadas com a viabilidade espermatica. A
maior concentracdo destas duas proteinas durante o verdo pode, segundo os autores, explicar a
baixa qualidade espermética encontrada durante estes meses. A fracdo 9 (73,2 kDa) diminui
significativamente a partir do inicio do verdo e esta correlacionada com a viabilidade
espermatica. O que mais uma vez justificaria a baixa qualidade espermatica durante 0s meses
mais quentes. Esta proteina pode ter um efeito protetor na membrana espermatica, mantendo a
integridade da membrana e, portanto a funcionalidade dos espermatozoides requerida para a
capacitacdo, reacdo acrossomal e penetracdo do odcito.

Régo (2010) observou que as proteinas mais abundantes no plasma seminal pertencem
as familias das BSPs e espermadesinas. Em funcdo dos atributos bioquimicos destes
componentes, sugere-se que, em ovinos, estes dois grupos de proteinas exercam papeéis
importantes na fisiologia reprodutiva, participando da capacitacdo espermatica, formacdo do
reservatorio espermatico no nas tubas e interagdo espermatozoide-oocito.

As proteinas exercem papeis cruciais em todos 0s processos bioldgicos (Jobim et al.,
2003). Isto justifica, portanto, a gama de estudos desenvolvidos nesta area, 0s quais visam 0

entendimento dos complexos mecanismos de agdo das mesmas dentro das mais variadas classes
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de seres vivos. O conjunto de proteinas expresso por um genoma ou tecido é chamado de
proteoma. Técnicas como a eletroforese bidimensional, espectrometria de massa e bioinformatica
sdo importantes ferramentas para a analise de proteomas. A identificacdo de proteinas a partir
dessas técnicas sdo métodos estabelecidos e tem sido aplicado a numerosos sistemas bioldgicos.

Em diversas espécies, técnicas avancadas de protebmica tém sido utilizadas para a
deteccdo de marcadores moleculares de fertilidade e de congelabilidade dos espermatozoides.
Grande parte dos estudos sobre proteinas do plasma seminal esta relacionada com espécies de
mamiferos domésticos como bovinos, suinos, ovinos e equinos, espécies com valor econémico
consideravel e nas quais estudos sobre a fisiologia da reproducdo tém ocorrido hd muitos anos
(Killian et al., 1993; Roncoletta et al., 1999; Jobim et al., 2005; Moura et al., 2006).

O método aplicado com maior frequéncia nas analises de protebmas é a eletroforese
unidimensional do tipo SDS-PAGE, que apesar da limitacdo de separar proteinas apenas pelo
peso molecular, é uma alternativa mais econdémica e que em estudos iniciais de protedmas pode
contribuir de maneira significativa. Ate agora, um dos métodos com melhor resolugdo na
separacdo de proteinas é a eletroforese bidimensional. Esta técnica é considerada como a base
para construir mapas de proteoma e foi desenvolvida em 1975 (James, 1997). A técnica de
eletroforese bidimensional foi submetida a uma serie de modificacBes melhorando a resolucédo e
reprodutibilidade (Lopez, 1999; Brandon et al., 1999).

Nas décadas de 1950 e 1960, a técnica de eletroforese comegou a ser utilizada para
mapear e identificar componentes proteicos sollveis de ejaculados (Bennet, 1964). Através de
eletroforese unidimensional, o perfil proteico do plasma seminal bovino foi correlacionado com
padrdes de fertilidade normais e alterada (Wolf et al., 1993); com a congelabilidade (Roncoletta
et al., 1999) e com a viabilidade do sémen (Aurich et al., 1996).

A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) de alta resolucdo, envolve como o proprio
nome diz, duas dimensoes, de acordo com O’Farrel (1975) e Klose (1975). A primeira dimensao
consiste da focalizacdo isoelétrica (IEF) e a segunda dimensdo e a SDS-PAGE. O parametro de
separacdo da primeira dimensdo, o pl (ponto isoelétrico), e independente do peso molecular, o
qual e o pardmetro de separacdo da segunda dimens&o. O resultado da separacdo e um padrao de
“spots”, e de acordo com o sistema de coordenadas cartesianas, o seguinte padrio de
representacdo e considerado: da esquerda para a direita correspondente ao aumento do pl e de

baixo para cima, correspondente ao aumento do peso molecular. A autorradiografia de proteinas
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marcadas e a coloracdo com prata sdo usadas frequentemente na obtencdo destes mapas
bidimensionais, os quais oferecem alta resolucdo na separagdo de proteinas.

Alta reprodutibilidade da posicdo dos spots e muito importante na interpretacdo. A
avaliacdo dos padrdes 2D-PAGE e feita em computador, onde os eletroferogramas sdo entéo
convertidos em sinais digitais com densitometros, scanner desk top de alta resolugdo ou cameras
de video. Com um software para avaliacdo apropriada, os dados sdo processados para analises
qualitativas e quantitativas, as quais podem ser auxiliadas por bases de dados via rede
internacional (Westermeier, 1997).

Outro método aplicado de forma expressiva nos UGltimos anos para estudar os
mecanismos celulares envolvendo proteinas é a espectrometria de massa, a qual identifica
qualquer molécula especifica ou moléculas componentes de uma mistura. Em geral, esta ndo é
uma técnica quantitativa, entretanto, oferece alta exatiddo no mensuramento de massa. O nivel de
precisdo de espectrometros de massa chega ao ponto da possibilidade de distingdo de duas
moléculas que diferem entre si apenas pela presenca de um carbono-13 (Cunha et al., 2006).

Com o rapido conhecimento desenvolvido nos ultimos anos, marcadores bioquimicos
tém sido descritos para a deteccdo de algumas propriedades bioldgicas de qualidade seminal
(Fraser et al., 2006). O uso destes marcadores moleculares podera ajudar a desenvolver novos

critérios para a predi¢do e aumento da fertilidade de reprodutores.
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1 RESUMO

O conhecimento de proteinas do plasma seminal de carneiros de alta e baixa congelabilidade de
sémen pode contribuir para uma melhor compreensdo da acdo de proteinas do plasma seminal
sobre a criopreservacdo do sémen ovino. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar as proteinas do plasma seminal relacionadas com os carneiros de alta e baixa
congelabilidade de sémen. O ejaculado de 18 carneiros da raga Santa Inés foram colhidos para a
criopreservacao de sémen e obtencdo de plasma seminal. Baseado nos parametros de motilidade,
integridade de membrana e integridade de acrossoma, apos a descongelacdo e TTR, o0s carneiros
foram diferenciados entre alta e baixa congelabilidade de sémen. Identificado os carneiros de alta
e baixa congelabilidade de sémen a identificacdo das proteinas do plasma seminal dos mesmos
foi determinada por eletroforese bidimensional e a identificacdo das proteinas foi realizada por
espectrometria de massa. Foram revelados 314 spots por gel dos carneiros de alta e baixa
congelabilidade de sémen. Um total de 97 spots foram diferencialmente expressos, sendo que 23
spots foram identificados com sucesso, incluindo 10 proteinas expressas apenas no carneiro de
alta congelabilidade de sémen como RSVP14, RSVP20 e clusterina. Essas proteinas apresentam
relevante importancia na protecdo dos espermatozoides ao choque térmico, estresse oxidativo e
danos a criopreservacdo de sémen. Outras 10 proteinas tiveram sua expressdo aumentada no
carneiro de alta congelabilidade. Além de isoformas das proteinas RSVP14, RSVP20 e clusterina,
foram identificadas as proteinas glutationa peroxidase, albumina e lipocalina, com funcGes
protetoras da membrana plasmatica, estresse oxidativo, motilidade, fertilidade. Um total de 3
proteinas diminuidas no carneiro de alta congelabilidade foram também identificadas como

espermadesina Z13, bodesina 2 e beta-microseminoprotein. A espermadesina Z13 tem relacéo
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com baixa motilidade e baixa fertilidade. A bodesina 2 é pouco estudada quanto a sua relacéo
com a qualidade do sémen. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a associacdo entre a
congelabilidade do sémen ovinos com as proteinas do plasma seminal encontradas nos carneiros

de alta e baixa congelabilidade de sémen.

Palavras-chave: congelabilidade, criopreservagéo, ovino, plasma seminal, proteinas, sémen.
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2 ABSTRACT

PROTEIN SEMINAL PLASMA IDENTIFICATION OF HIGH AND LOW
FREEZABILITY RAM

The knowledge of protein profile of seminal plasma of high and low freezability rams can
contribute to a better comprehension of seminal plasma protein action in ram semen
cryopreservation. In this way, the aim of this work was characterized the proteins of seminal
plasma related with high and low freezability rams. The ejaculated of 18 Santa Inés rams were
collected to semen cryopreservation and plasma seminal achievement. Based at motility,
membrane integrity and acrossomal integrity, after thawed semen and TRT, the rams were
differentiated between high and low freezability. Identified high and low freezability rams, their
protein profile of seminal plasma were determined by two-dimensional electrophoresis and the
protein identified by mass spectrometry. Were revealed 314 spots per gel of high and low
freezability. A total of 97 spots were differentially expressed, these 23 spots were successfully
identified, included 10 proteins only expressed in high freezability rams, like RSVP14, RSVP20
e clusterin. These proteins show importance at sperm protection to termal shock, oxidative stress
and damage to cryopreservation. Others 10 proteins had higher expression at high freezability
ram. Beside isoforms of proteins RSVP14, RSVP20 and clusterin, were identified the proteins
glutathione peroxidase, albumin and lipocalin, with protection function of plasmatic membrane,
oxidative stress, motility and fertility. A total of 3 proteins diminished at high freezability ram
were also identified as espermadhesin Z13, bodhesin 2 e beta-microseminoprotein. The
espermadhesin Z13 has relation with low motility e low fertility. The bodhesin 2 is understudied
in relation with semen quality. The obtained results in this work show the association between

ram semen freezability with proteins founded in high and low freezability rams.

Key-words: seminal plasma, proteins, semen, freezability.
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3 INTRODUCAO

A eficécia da congelabilidade do sémen é um fator fundamental para a preservacao de
material biologico permitindo a realizacdo com éxito da técnica de inseminacéo artificial (1A) e
consequentemente para o melhoramento genético. Entretanto o procedimento de criopreservagédo
do sémen ovino resulta na reducéo da capacidade de fecundacdo dos espermatozoides em relagdo
a sua qualidade original no sémen fresco (Salamon & Maxwell, 1995). Isto se deve, em primeiro
lugar, pelo fato de que 40-50% dos espermatozoides ndo sobrevivem a criopreservagdo, mesmo
utilizando os melhores protocolos de congelamento existentes na atualidade, devido a
modificagdes bioquimicas, funcionais e estruturais da membrana plasmatica, permanecendo
apenas uma subpopulacdo de espermatozoides viaveis (Valcarcel, 1997; Bittencourt et al., 2013).

Um problema de importancia significativa na industria de criopreservacdo de sémen
ovino é a existéncia de animais denominados de alta e baixa congelabilidade. Ou seja,
independentemente de uma boa qualidade seminal prévia in natura e de resultados satisfatérios
de prenhez apdés a monta natural, alguns animais evidenciam maior sensibilidade a
criopreservacdo. Em virtude dessas caracteristicas, torna-se interessante a busca de elementos
capazes de promover uma identificacdo de marcadores moleculares desses animais.

Alguns estudos vém sendo conduzidos para tentar identificar proteinas presentes no
plasma seminal que possam estar relacionadas com a protecdo aos espermatozoides, capacitacao
espermatica e fertilidade (Pérez -Pé et al., 2001; Barrios et al., 2005; Fernandez-juan et al., 2006;
Cardozo et al., 2008). Entretanto, poucos esforcos tém sido realizados na busca dos fatores que
levam a resisténcia a criopreservacdo. Neste contexto, o estudo de proteinas do plasma seminal é

de extrema importancia para a identificacdo de marcadores bioquimicos visando a predi¢dao da
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fertilidade masculina (Fraser et al., 2006). Desta forma, este trabalho teve o intuito de identificar,
dentro de uma populacgdo de carneiros, o animal de maior e o de menor congelabilidade de sémen

e identificar proteinas relacionadas com a resisténcia a criopreservacao de sémen ovino.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

O experimento foi realizado de agosto a dezembro na Fazenda Experimental
Sucupira, Riacho Fundo, DF, Brasil (15°52°-15°56’S 48°00°-48°02°0). A altitude no local varia
de 1050 a 1250 metros, sendo o clima predominante 0 Koppen Aw, indicando inverno seco
(umidade relativa pode chegar a 10%) e verdo chuvoso.

Amostras de sémen congelado de 18 carneiros da raca Santa Inés foram utilizadas
no presente experimento. Um total de 7 ejaculados totalizando 7 partidas de cada carneiro foi
coletado e fracionado em duas partes, sendo uma utilizada para criopreservagao de sémen e a
outra para analise proteémica do plasma seminal. Para a avaliacdo do sémen descongelado e teste
de termo resisténcia (TTR), foram descongeladas 4 palhetas de cada partida (7x4=28 amostras
por carneiro) dos 18 carneiros.

De acordo com o resultado da analise estatistica do sémen dos 18 carneiros, foi
selecionado apenas o carneiro de maior e menor congelabilidade de sémen com relacdo aos
parametros de motilidade, integridade de membrana e acrossoma, apds a descongelacdo e TTR de
5 horas. Apds a selegdo dos carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen, foi realizada a
caracterizacédo do perfil proteico do plasma seminal destes animais.

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso Animal (CEUA) do Istituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.
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4.2 Coleta e Avaliacédo de Sémen

Foram utilizados 18 reprodutores da raca Santa Inés com idades variando entre 1 e
3 anos, pesando em média 75 kg, todos em boa condi¢do corporal. As coletas de sémen
ocorreram com intervalos minimos entre 2 e 3 dias pelo método de vagina artificial. O sémen
fresco foi submetido a avaliacdo de motilidade total subjetiva, concentracdo espermatica, volume,
densidade, integridade de membrana e integridade de acrossoma. As avaliacdes de motilidade

foram realizadas em microscépio com contraste de fase, em aumento de 20x.

4.2.1 Integridade de Membrana Plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada utilizando o diacetato de 6
carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de propideo (IP) (Molecular Probee, Eugene, Oregon, EUA),
conforme descricdo de Harrison e Vickers (1990). Uma amostra de sémen (10 pL) foi adicionada a
solugdo de corante (40 uL) e incubada por 15 minutos em microtubo protegido da luz a 37°C. Uma
aliquota de 10 pL de solugdo de corante com sémen foi colocada em uma lamina coberta com uma
laminula e observada em microscépio de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: filtro de comprimento de
onda de 395/420 nm excitacdo/emissdo). Foram examinadas 200 células espermaticas por lamina,
sendo classificadas de acordo com a membrana espermatica em: membrana integra (presenca de
coloracdo verde na cabeca); membrana semi-lesada (presenca de coloracdo verde e vermelha na
cabeca); membrana lesada (presenca de coloragdo vermelha na cabeca). Os percentuais de

espermatozoides com membrana integra foram analisados.

4.2.2 Integridade de Acrossoma

A integridade do acrossoma foi avaliada utilizando uma conjugacéo de isoticianato

de fluotresceina — FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim (peanut 57 aglutinin —
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PNA) e IP, como descrito por Klinc e Rath (2007). Amostra de sémen (10 pL) foi diluida em
uma solucéo de corante (30 puL) e incubada por 10 minutos. Uma aliquota de 10 uL de solugao de
corante com sémen foi colocada sobre uma lamina e coberta com uma laminula. Foram
examinadas 200 células espermaticas em microscopio de contraste de fase e microscépio de
epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: Filtro de comprimento de onda 494/517 excitagdo/emisséo). Os
espermatozoides foram classificados em quatro categorias: morto com acrossoma integro
(presenca de coloracdo vermelha na cabeca e auséncia de coloragdo no acrossoma); morto com
acrossoma reagido (presenca de coloracdo vermelha na cabeca e verde no acrossoma); vivo com
acrossoma integro (auséncia de coloracdo na cabeca e acrossoma); vivo com acrossoma reagido

(auséncia de coloracdo na cabeca e presenca de coloragdo verde no acrossoma).

4.2.3 Criopreservacao de Sémen

Imediatamente ap6s esses procedimentos, as palhetas foram submetidas a
refrigeracdo em um refrigerador doméstico (Consul Compacto 120), a £5°C, por 120 minutos,
para, entdo, serem transferidas para uma caixa de polietileno (isopor) contendo nitrogénio
liquido, permanecendo por 20 minutos em vapor de nitrogénio a uma temperatura préxima de -
120°C, a uma distancia de quatro cm do nitrogénio. Posteriormente, foram mergulhadas no
nitrogénio liquido, acondicionadas em raques e armazenadas em botijdo criogénico a -196°C.

Para criopreservacao, procedeu-se a diluicdo do sémen em meio diluidor Tris-
Gema (Evans & Maxwell, 1990). O sémen foi ajustado junto ao meio obtendo-se um total de

100x10° espermatozoides por dose envazado em palhetas de 0,25ml.

4.2.4 Descongelacéo de Sémen e Teste de Termo Resisténcia

O sémen foi descongelado a 37°C e incubado na mesma temperatura, em banho-
maria, durante 5 horas ap0s a descongelacdo (Panganini Filho, 1999). As avaliacBes descritas
acima foram realizadas no momento da descongelacdo (HORA 0) e no momento (HORA 5) apds

a descongelacao.
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4.2.5 Avaliacédo de Sémen Descongelado

O sémen criopreservado foi avaliado quanto a motilidade subjetiva, integridade de
membrana e integridade de acrossoma com 0s mesmos métodos descritos analisados no sémen
fresco. Também se utilizou a cinética espermatica pelo CASA com o uso do aparelho modelo
Ivos-Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences, previamente ajustado (setup-RAM) para
anélise de sémen ovino. Também foi analisada a resisténcia do sémen pelo método de TTR por

um periodo de 5 horas ap6s a descongelacéo.

4.2.5 Avaliacdo da Cinética Espermatica

O sémen foi diluido em um meio X-Cell®, mantendo uma concentragéo final de
aproximadamente 48 x 10° espermatozoides/mL (Davis et al., 1992) em seguida 6 uL do sémen
diluido foram transferidos para camara de Makler® aquecida a 37°C e submetida & analise
computadorizada da cinética espermatica, onde foram avaliados em trés campos selecionados
aleatoriamente, os seguintes parametros: motilidade total (%; MT), motilidade progressiva (%;
MP), velocidade de trajeto (um/s; VAP), velocidade retilinea (um/s; VSL), velocidade curvilinear
(um/s; VCL), amplitude lateral de cabeca (um; ALH), freqliéncia de batimentos (Hz; BCF),
retilinealidade (%STR) e linearidade (%; LIN). O setup utilizado foi 0; Analysis setup RAM.

4.2.7 Avaliacéo da Fertilidade

Foi realizada uma estacdo de monta por um periodo de 20 dias utilizando-se

carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen. Foram utilizadas 35 fémeas para cada
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carneiro. Apos 35 dias do termino da estacdo de monta foi realizada a ultrassonografia para

diagnostico de prenhez.

4.2.8 Amostras de Plasma Seminal para Analise Protedmica

As amostras de sémen fresco foram submetidas a centrifugagéo a 6.000g, por 10
minutos para separagéo do plasma seminal e espermatozoides. O sobrenadante contendo o plasma
seminal foi transferido para novo tubo e novamente centrifugado com a mesma velocidade e
tempo. Apds a segunda centrifugacdo, o plasma seminal foi acondicionado em microtubos,
identificados e mantidos a -80°C.

No momento da preparacdo dos geéis, as amostras de plasma seminal foram
descongeladas a temperatura ambiente (aproximadamente +25°C), e submetidas a uma nova
centrifugacdo a 10.000 g a +4°C por 30 minutos para a retirada de debris e possiveis
espermatozoides ainda existentes. As amostras foram aliquotadas em volumes de 100 pL,

acondicionadas em microtubos de 0,6 mL e mantidas a -80°C.

4.2.9 Analise de Proteinas por Eletroforese Bidimensional

As amostras de plasma seminal foram submetidas a eletroforese bidimensional, de
acordo com O’ Farrel et al. (1975). Foram formados pools com as 7 partidas coletadas de cada
animal selecionado. A quantificacdo da concentracdo de proteina total no plasma seminal foi
realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Para caracterizar e comparar o perfil proteico, trés géis bidimensionais foram
obtidos dos animais selecionados. Para isso, tiras de gel de poliacrilamida (Immobiline DryStrips,
13 cm, pH 4-7) foram hidratadas com 280 pL de tampdo de rehidratacdo contendo
aproximadamente 400 pg de proteinas por 16 h. A primeira dimensao foi realizada em um

sistema de eletroforese IPGPhor 111 (GE Healthcare), de acordo com o0 manual do fabricante (fase
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1: 300 V, 2 mA, 5 W, 0:01 h; fase 2: 3500 V, 2 mA, 5 W, 1:30 h; fase 3: 3500 V,2 mA, 5 W,
4:00 h). As tiras foram deixadas em tampdo de equilibrio (1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 6 M Uréia;
30% Glicerol; 2% SDS; 1% azul de bromofenol) com 1 M DTT por 15 min, seguido por mais 15
min no mesmo tampdo contendo 2,5% de iodoacetamida. A segunda dimens&o foi realizada em
SDS-PAGE usando géis de poliacrilamida a 15% e marcador de massa molecular “Benchmark

Protein Ladder” (Invitrogen).

4.2.10 Analise de Imagem

As proteinas foram coradas com Coomassie Blue Coloidal e os géis, foram
digitalizados com o Image Scanner Il (GE Healthcare). Trés géis de cada condicdo foram
selecionados e utilizados para a analise de imagem no programa Image Master 2D Platinum
version 7.05 (GE Healthcare). As proteinas foram automaticamente detectadas, seguido por
edicdo manual para confirmar a deteccdo e eliminar possiveis artefatos da técnica. O alinhamento
e a deteccdo de proteinas foram checados manualmente. As proteinas foram aceitas como sendo
diferencialmente expressas, quando as diferencas foram significativas pelo teste t-Student com
um nivel de significancia de 95%. A analise de imagem foi realizada levando em consideracdo a
reprodutibilidade e somente proteinas presentes em duas das trés replicatas foram consideradas
para analise de expressdo diferencial.

4.2.11 ldentificacdo das Proteinas por Espectrometria de Massa

Os fragmentos do gel, contendo as proteinas diferencialmente expressas, foram
lavados por 15 min em acetonitrila a 50% e 25 mM bicarbonato de aménio e entdo desidratadas
com acetonitrila a 100% por 10 min. Esses fragmentos foram reidratados em 15uL de solugédo de
tripsina 0,1pg/uL (trypsin Sequencing Grade, Promega) preparada em 50 mM NH4HCO3 e
incubada a 37° C por 22 h. Apos a digestdo, 1uL desta solucdo foi misturada com 1puL dedcido
alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL em acetonitrila a 50% e acido trifluoracético a 0,1%) e
aplicada manualmente na placa de MALDI (Bruker Daltonics). Os peptideos foram analisados
em espectrometro de massa UltraFlex 11 ou Auto-Flex Speed MALDI TOF-TOF (Bruker
Daltonics) operado em modos refletor positivo (MS) e LIFTTM (MS/MS).
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As listas dos picos representativos dos peptideos tripticos foram geradas pelo
programa FlexAnalysis 3.3 (BrukerDaltonics). Todas as listas de picos correspondentes a MS e
MS/MS foram individualmente confrontadas com o sistema de buscas MASCOT (Matrix
Science, UK) através do banco de dados de proteinas de mamiferos (taxonomia) do NCBInr . A
tolerancia de massa usada nas buscas foi de 150 ppm e apenas a perda de uma clivagem foi
permitida. Modificacdes fixas e varidveis foram definidas como carbamidometilagdo de residuos
de cisteina e oxidacdo de residuos de metionina, respectivamente. O valor de corte para a
probabilidade baseada em pontuacdo MOWSE, calculada pelo MASCOT (com p <0.05), foi
usado para aceitar a identificacdo. Para os dados de MS/MS, a tolerdncia peptidica foi de 150
ppm e a tolerancia de massa de ions igual a 0.6 Da, apenas uma perda de clivagem foi permitida e
fragmentos ionizados com carga igual a +1 foram considerados.

Quando o pl e a massa molecular das proteinas correspondentes ndo estavam
disponiveis, esses valores foram calculados através da ferramenta ‘Compute pI/Mw’ do portal

Ex-PASy (http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html).

4.3 Analise Estatistica

Para a analise dos parametros espermaticos do sémen fresco, descongelado e apds
0 TTR, utilizou-se estatistica descritiva dos dados, calculando-se media e desvio-padréo, seguida
de analise de variancia utilizando-se o procedimento GLIMMIX, sendo a comparagdo das medias
feita pelo teste de Tukey corrigido para comparacGes multiplas. Foi utilizado o programa SAS

enterprise 5.1. A taxa de prenhez foi comparada pelo teste (Qui-quadrado).


http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html
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5 RESULTADOS

5.1 AvaliacGes do Sémen dos Carneiros Quanto a Resisténcia a Criopreservacgao

Na avaliacdo do sémen fresco nao foi observada diferenga (P>0,05) em nenhum
dos parametros analisados entre os dois carneiros. Da mesma forma, para a avaliacdo da
fertilidade em monta natural ndo houve diferenca (P>0,05) entre os dois carneiros de alta e baixa

congelabilidade de sémen (82,85% e 77,14% respectivamente) para a fertilidade (Figura 2.1).

Prenhez (%)

84

81
78

75 HALTA

(35/29)

HBAIXA
(35/27)

72 A
69 -
66 -
63 -

77.14%

82.85%

60 -

Figura 2.1. Resultado da prenhez ap6s monta natural. Carneiros de alta e baixa

congelabilidade de sémen.
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Entretanto, ap6s a descongelacdo (HORA 0), houve diferenga (P<0,05) entre os
carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen nos parametros de motilidade subjetiva,
motilidade total, motilidade progressiva, membrana integra, vivo com acrossoma integro, VAP,
VSL, VCL, demonstrando a superioridade do carneiro 1 (Tabela 2.1).

Nos parametros avaliados no TTR (HORA 5), o carneiro de alta congelabilidade
de sémen se mostrou superior (P<0,05) na motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva, membrana integra, vivo com acrossoma integro, VAP, VSL e VCL em relacdo ao
carneiro de baixa congelabilidade de sémen (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade
progressiva e integridade de membrana, vivo acrossoma integro, velocidade de trajeto (VAP),
velocidade progressiva (VSL) e velocidade curvalinear (VCL). Apds a descongelacdo (HORA 0)
e TTR (HORADb). Para os carneiro 1 de alta congelabilidade de sémen e carneiro 18 de baixa

congelabilidade de sémen.

HORA 0 HORA5
Carneirol Carneiro 18 Carneirol Carneiro18
Parametros ALTA BAIXA ALTA BAIXA

Motilidade Subjetiva 77,50+5,4%  26,25+9,6" 69,46+6,2°  13,39+5,0°
Motilidade Total 79,46+6,6° 25,4649 3" 72,25+7.9°  13,50+4,5°
Motilidade Progressiva 54,8053  16,28+7,4 46,71+51%  7,89+3,7°
Membrana Integra 52,96+4,9%°  19,92+6,3" 47,46+4,6°  10,89+4,8°
Vivo com Acrossoma Integro  52,60+4,8%  19,71+7,4° 4564+4.4°  957+4 2"
VAP 127,18+5,7% 101,23+5,8" 108,96+6,1*° 78,11+9,9°
VSL 108,07+4,7°  90,21+7,3" 90,75+8,2°  69,23+7,4°

VCL 221,71+45% 176,23+8,9°  176,17+14,9° 131,14+10,9°

2P Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p<0,05).
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5.2 Determinacdo do Perfil Proteico do Sémen dos Animais Contrastantes Quanto a

Resisténcia a Criopreservacgao

Neste estudo, apenas um dos carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen
foram utilizados para a avaliacdo do perfil protéico. O carneiro de alta congelabilidade de sémen
foi identificado como carneiro 1 e o carneiro de baixa congelabilidade de sémen foi identificado
como carneiro 18. A analise do perfil protéico do plasma seminal dos carneiros de alta e baixa
congelabilidade de sémen revelaram aproximadamente 314 spots por gel (Figura 2.2 e Figura
2.3), para cada animal analisado. Foi verificado um total de 97 spots diferencias, estatisticamente
validados sendo 14 spots exclusivos do carneiro 1 de alta congelabilidade de sémen, 60 spots
aumentados e 30 spots diminuidos em relacdo ao carneiro 18 de baixa congelabilidade de sémen.
Ja o carneiro 18 de baixa congelabilidade de sémen apresentou 4 spots exclusivos (Figura 2.4).

Foi possivel excisar 49 spots para identificacdo das proteinas sendo que 23 spots
foram identificados com sucesso, obtendo-se assim uma porcentagem de 46,94% de proteinas
identificadas (Quadro 2.1).

Um total de 20 proteinas foram identificadas no carneiro 1 de alta congelabilidade

de sémen sendo 10 aumentadas, 3 diminuidas e 10 exclusivas deste carneiro.
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(a) Carneiro 1

Figura 2.2. Gel representativos do plasma seminal do carneiro 1 de alta congelabilidade de sémen. As

setas indicam as proteinas identificadas com nimero do spot de acordo com a tabela 2.

80KDa

50KDa

(b) Carneiro 18

Figura 2.3. Gel representativo do plasma seminal do carneiro 18 de baixa congelabilidade de sémen. As
setas indicam as proteinas identificadas com nimero do spot de acordo com a quadro 2.1.
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expressas
: Carneiro 18 Baixa
Carneiro 1 Alta .
Congelabilidade UG s il
14 Proteinas 60 Proteinas 3 Proteinas 20 Proteinas
Exclusivas Aumentadas Exclusivas Aumentadas
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Carneiro 1 Alta Carneiro 18 Baixa
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10 Proteinas 10 Proteinas 3 Proteinas

Exclusivas Aumentadas Aumentadas

Figura 2.4. Fluxograma mostrando o total de proteinas encontradas nos carneiros de alta e baixa congelabilidade,

proteinas diferencialmente expressas e identificadas.



Quadro 2.1. Proteinas diferencialmente expressas identificadas por espectrometria de massa.

Namero

Spot

Organismo

Proteina Identificada

AcCesso
(NCBInr)

Expressao

Ovino Espermadesina Z13 gi|426253214

113 Ovino UPF0762 protein C6orf58 0i|426235151 +2.41
homolog

135 Ovino Serum Albumin precursor gi|57164373 +2.92

158 Caprino Bodesina 2 gi|121484235 -1.65

Serum Albumin precursor

164 Ovino Lipocalina 0i|426225939 +2.06

166 Ovino Glutationa Peroxidase 0i|392583910 +1.73

175 Ovino RSVP20 0i|148225308 +2.82

196 Ovino RSVP14 gij219521810 +2.09

208 Ovino Clusterina gi|426220555 +7.47

220 Ovino Inibidor Anidrase Qi|426218286 +3.62
Carbdnica

223 Ovino Beta-microseminoprotein gi|426255960 -4.23

315 Ovino RSVP20 i|148225308 +17.18

316 Ovino Inibidor protease 0i|426231083 +31.67

submandibular

386 Ovino RSVP14 0i|219521810 Exclusiva

391 Ovino RSVP20 i|148225308 Exclusiva

394 Ovino RSVP20 0i|148225308 Exclusiva

404 Ovino Imunoglobulina Gama gi|388235 Exclusiva

410 Ovino Clusterina gi|426220555 Exclusiva

418 Ovino Inibidor Anidrase gi|426218286 Exclusiva
Carbdnica

419 Ovino Beta-microseminoprotein 0i|426255960 Exclusiva

427 Ovino UPFQ762 protein C60rf58 i|426235151 Exclusiva
homolog

434 Ovino RSVP14 gij219521810 Exclusiva

443 Ovino Inibidor protease gi|426231083 Exclusiva

submandibular

38
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6 DISCUSSAO

No carneiro, alguns aspectos do processo de resfrigeragdo-congelacao-
descongelacdo tornam a membrana espermatica com maturagdo excessiva e aumenta a proporcao
de espermatozoides capacitados e acrossoma reagidos precocemente. Essas mudancas encurtam a
sobrevivéncia espermatica, levando a perda da fertilidade, ou a incapacidade de fertilizar
(Salamon et al., 1995; Holt, 2000).

Com relagdo aos carneiros selecionados, ficou evidente que hd um efeito
individual com relacdo a qualidade do sémen congelado, pois ndo houve diferenca entre o
carneiro de alta congelabilidade de sémen e o carneiro de baixa congelabilidade de sémen nos
parametros avaliados no sémen fresco e na fertilidade testada em monta natural. Este fator
representa um problema frequente para a industria de preservacdo de sémen. Independente da
qualidade do sémen, ap6s a coleta e fertilidade a campo, o sémen de alguns individuos sao
consistentemente criopreservados com menos crioinjurias em relacdo a outros individuos
(Watson, 1995; Holt et al. 2000).

O efeito da criopreservacdo é bem marcante quando os carneiros de alta e baixa
congelabilidade de sémen sdo comparados, ap6s a descongelacdo e no TTR (HORA 5). Estes
resultados podem estar relacionados a variacdo individual de cada animal, a habilidade do sémen
em resistir a congelacdo e descongelacdo, variagbes entre individuos e até mesmo entre
ejaculados (Watson et al., 2000, Peris et al., 2004). A reducgdo desta variabilidade é um dos mais
importantes desafios do processo de criopreservacdo de sémen.

Como sugerido por diversas pesquisas que o plasma seminal pode influenciar
positivamente e negativamente na qualidade do sémen e na fertilidade de machos, foi interessante

observar que a comparacdo entre os carneiros de alta e baixa congelabilidade de sémen revelou
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proteinas de grande relevancia na funcionalidade dos espermatozoides. Entre as proteinas
identificadas, pode-se destacar 4 proteinas exclusivas e 3 aumentadas no carneiro 1 de alta
congelabilidade de sémen. Essas proteinas foram identificadas como pertencentes a familia
Binder of Sperm Proteins (BSPs) identificadas também em ovinos como sendo Ram Seminal
Vesicles Protein (RSVP). Sdo proteinas secretadas pelas glandulas vesiculares de reprodutores
ovinos (Fernandez-Juan et al., 2006) com 14 e 20 kDa e denomindas como RSVP14 e RSVP20,
respectivamente. Apesar da RSVP14 e RSVP20 serem semelhantes em suas fungdes, o estudo
comparativo de suas sequéncias de aminoacidos mostra que de fato tratam-se de proteinas
diferentes (Barrios et al., 2005). A sequéncia de aminoacidos da RSVP14 apresenta grande
homologia com a proteina do plasma seminal bovino BSP-A1/A2. Seus homologos constituem
um grupo de proteinas conservadas, podendo conter maltiplas isoformas (Manjunath et al., 2009).

A proteina RSVP14 foi identificada em 2 spots exclusivos e em 1 spot
aumentando, j& a proteina RSVP20 foi identificada em 2 spots exclusivos e em 2 spots
aumentados. Essas proteinas sdo absorvidas pelos os espermatozoides, trazendo uma maior
estabilidade a membrana espermatica, desta forma aumentando sua resisténcia aos danos
causados pelo choque térmico, preservando a integridade de membrana (Barrios et al., 2005;
Fernandez-Juan et al., 2006).

No carneiro 1 de alta congelabilidade de sémen, observou-se uma maior
resisténcia a criopreservacdo do sémen, que pode estar relacionada a uma maior expressdo das
proteinas RSVP14 e RSVP20 encontrada nesse carneiro.

Cardozo et al. (2006) observaram durante a estacdo reprodutiva uma maior
viabilidade espermatica em relacdo a estacdo ndo reprodutiva e uma maior expressdo das
proteinas RSVP14 e RSVP20 na estacdo reprodutiva, demostrando que essas proteinas exercem
um efeito protetor ao espermatozoide. Estudos anteriores demostraram que estas proteinas
adicionadas ao sémen revertem alteracbes na membrana espermatica induzidas pelo chogue frio,
promovendo maior integridade da membrana plasmatica e acrossomal (Barrios et al., 2000;
Peres-Pe et al., 2001) na motilidade e viabilidade (Leahy et al., 2010; Bernardini et al., 2011).

Outra proteina identificada e aumentada no carneiro de alta congelabilidade de
sémen foi a Epididymal secretory glutathion peroxidase. A glutationa peroxidase (GSHPXx)
constitui um dos principais meios enzimaticos de protecdo espermatica, e esta presente no epididimo

e nos espermatozoides em diversas espécies e pode se ligar a membrana do espermatozoide (Perry et
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al., 1992; Dacheux et al., 2005). A GSHPx pode ser considerada como uma enzima antioxidante,
podendo atuar no combate ao excesso das espécies reativas de oxigénio (EROS). Os espermatozoides
tendem produzir ERQOS, e sua producdo em excesso pode causar danos na fungdo espermatica e
infertilidade (Nich et al., 2006). A producéo excessiva de EROS pode ser letal ao espermatozoide. No
meio externo, o espermatozoide é protegido pelo plasma seminal que contem redutores de ROS. A
GSHPx é particularmente importante na protecdo do espermatozide (Dacheux et al., 2005).

Trabalhos com adicdo de GSHPx no sémen ou no meio de criopreservacao
demonstraram uma melhor motilidade, maior conservacdo do sémen, reducdo de danos a
membrana plasmatica (Sarlos et al. , 2002). Desta forma, a GSHPx pode estar amenizando 0s
efeitos de EROS e melhorando a qualidade do sémen criopreservado do carneiro 1 de alta
congelabilidade de sémen.

A clusterina foi outra proteina identificada no carneiro de alta congelabilidade de
sémen, exclusiva em 1 spot e aumentada em outro spot. No trato reprodutivo, a clusterina foi
encontrada na prostata, glandulas vesiculares, testiculo, espermatozoides luminais e epididimo
(Braundmeier, 2001). Algumas de suas fun¢des incluem maturagdo espermatica, metabolismo de
lipideos, remodelamento da membrana celular podendo inibir também a precipitacdo proteica
induzida pelo estresse, protegendo as células dos efeitos citotoxicos desta precipitacdo
participando na protecdo das membranas celulares (Meri et al., 2001).

Segundo Jobim et al. 2004 a clusterina presente no plasma seminal apresenta uma
correlagdo positiva com a congelabilidade de sémen, observaram uma maior expresséo dessa
proteina em reprodutores de alta congelabilidade de sémen. Sugerindo que clusterina exerce
efeito protetor a membrana espermatica reduzindo os danos durante a criopreservacdo. Baseado
nos resultados deste trabalho é possivel que esta proteina esteja exercendo efeito protetor a
membrana espermatica como foi visualizado na crioprerservacao do sémen do carneiro 1 de alta
congelabilidade de sémen. Esta proteina pode apresentar funcdo bioldgica semelhante para as
BSP na protecdo da membrana espermatica no processo de criopreservacdo do sémen (Jobim et
al., 2003).

Outra proteina aumentada no carneiro 1 de alta congelabilidade de sémen foi a
albumina que possui a capacidade de absorver perdxidos de lipideos contribuindo para um efeito
protetor tanto na membrana quanto na motilidade espermatica, tendo assim um poder

antioxidante, protegendo o espermatozoide da agédo de lipoperoxidos (Alvarez et al., 1995). Essa
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proteina foi identificada em maior concentracdo em touros de alta congelabilidade. Sua adi¢do ao
sémen resulta em um aumento da motilidade, correlacdo positiva entre o numero de
espermatoides normais em bovinos (Jobim et al., 2004). Da mesma foram encontrados em nosso
trabalho onde a albumina estava aumentada no carneiro de alta congelabilidade de sémen.

A lipocalina pode corresponder a prostaglandina D sintetase, com 26kDa, que é
uma das principais proteinas encontrada no epididimo de ovinos, podendo estar envolvida na
maturacdo espermatica. Esta proteina foi relacionada a alta fertilidade de reprodutores bovinos
(Killian et al., 1993). Mas seu papel é contraditorio, trés isoformas dessa proteina apresentaram
maior expressao em touros de baixa fertilidade (Moura et al., 2006).

Ja Fouchecourt et al., (2002) observaram que grande quantidade dessa proteina, no
trato genital, ndo sdo essenciais para funcdo reprodutiva e que outras proteinas podem assumir
sua funcdo, quando a concentracdo desta proteina & baixa. Nosso estudo mostrou uma maior
expressdo dessa proteina no plasma seminal do carneiro de alta congelabilidade de sémen.

No carneiro de baixa congelabilidade de sémen identificamos a proteina
espermadesina Z13 com maior expressdo em relacdo ao carneiro de alta congelabilidade de
sémen. A espermadenzina Z13 possui em sua sequencia de aminoacidos semelhanca com a
proteina &cida do fluido seminal bovino (aSFP). Esta proteina também apresenta semelhanca de
homologia com inibidores de motilidade espermatica (SPMI) encontrada no plasma seminal de
humanos e de suinos (Tedeschi et al., 2000; Moura et al., 2006). Similarmente em nosso estudo a
maior expressdo dessa proteina no carneiro de baixa congelabilidade de sémen, parece estar
relacionada baixos indices de motilidade e integridade de membrana observada no sémen deste
animal.

Killian et al., (1993) observaram um peptideo de baixo peso molecular mais
abundante no plasma seminal de reprodutores de baixa fertilidade. Moura et al., (2006)
verificaram maior intensidade da proteina espermadensina Z13 no fluido das glandulas acessorias
dos reprodutores bovinos de baixa fertilidade. Essa proteina apresenta uma relagéo inversa com a
fertilidade, chamada por alguns pesquisadores de fator antifertilidade.

A proteina bodesina 2 foi identificada no carneiro de baixa congelabilidade de
sémen. O possivel papel fisioldgico reprodutivo destas proteinas ainda ndo esta bem estudado. Na
espécie caprina, Teixeira et al (2002) isolou e seqiienciou o N-terminal da proteina de 12,59 KDa

de massa molecular, proveniente do seu plasma seminal, denominada BSFP (Buck seminal fluid
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protein) e sua purificacdo. Esta proteina foi caracterizada como a primeira espermadesina
caprina. Em ovinos a espermadesina se mostrou atividade ligante a heparina. Isto sugere que esta
proteina apresenta um papel similar na capacitacdo espermatica ou ligacdo do espermatozoide no
epitélio ovidutal ou a zona pelucida (Bergeron et al., 2005).

Nesse estudo observou-se uma baixa resisténcia a criopreservagdo do carneiro 18
para os parametros avaliados. A proteina bodesina identificada com maior expressao no carneiro
de baixa congelabilidade de sémen pode estar influenciando a resisténcia a criopreservacao desse

carneiro.
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6. CONCLUSAO

Os resultados evidenciam a existéncia de carneiros de alta e baixa congelabilidade de
sémen, e que algumas proteinas estdo diretamente relacionadas com essa qualidade do sémen
criopreservado. As proteinas candidatas para alta congelabilidade sdo as RSVP14, RSVP20,
clusterina, albumina e glutationa peroxidase. Proteinas candidatas a baixa congelabilidade de sémen
sdo as espermadesina Z13 e possivelmente a bodesina 2. Outros estudos devem ser realizados com
expressivo numero de carneiros para validacdo dessas proteinas como marcadores para melhor

conhecimento das capacidades de resisténcia do sémen a criopreservacao.
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1 RESUMO

O plasma seminal pode exercer efeito protetor quando adicionado ao sémen descongelado. Pouco
se sabe sobre seu efeito na adi¢do apds a coleta do sémen e se 0 plasma seminal de carneiros de
alta congelabilidade de sémen pode incrementar o sémen criopreservado de carneiros de baixa
congelabilidade de sémen. O objetivo deste trabalho foi avaliar a adi¢cdo do plasma seminal de
carneiro com sémen de alta congelabilidade, no sémen de carneiros de baixa congelabilidade de
sémen, antes do processo de criopreservacdo, quanto a forma de adicdo do plasma seminal
(experimento 1), quanto concentracdo de plasmas seminal em relagdo ao sémen (experimento 2) e
a forma de obtencéo do plasma seminal (experimento 3). Foram utilizados 4 carneiros de baixa
congelabilidade de sémen como doadores de sémen e 2 carneiros com sémen de alta
congelabilidade como doares de plasma seminal, nos trés experimentos. Avaliou-se a motilidade,
integridade de membrana e a cinética espermatica ap6s a descongelacdo e TTR. Para os trés
experimentos se observou uma melhoria (P<0,05) na qualidade do sémen guando adicionado o
plasma seminal de carneiros de alta congelabilidade ao sémen dos carneiros de baixa
congelabilidade. Os resultados mostram que a forma de adicionar o plasma seminal pode
influenciar na qualidade do sémen, sugerindo que a melhor forma de adicdo € no meio de pre-
diluicdo. Com relacdo a concentragdo de plasma seminal utilizado, qualquer concentracdo pode
ser utilizada trazendo beneficios ao sémen criopreservado e para a forma de obtencdo do plasma
seminal, o plasma seminal de carneiro vasectomizado se mostrou (P<0,05) superior ao plasma
seminal de carneiro inteiro. Desta forma a adicdo de plasma seminal antes do processo de
criopreservacdo pode melhorar a resisténcia aos danos causados no sémen ovino criopreservado.

Palavras-chave: adicdo, congelabilidade, criopreservacdo, ovino, plasma seminal,

vasectomizado.
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2 ABSTRACT

THE ADDITION OF SEMINAL PLASMA INCREASED THE RAM SEMEN
CRYOPRESERVATION IN LOW FREEZABILITY RAMS

The seminal plasma can have a protection effect when added to thawed semen, a few is known
about the effect of its addition after semen collection and if the ram seminal plasma of high
freezability can increase the low freezability of ram semen cryopreserved. The aim of this work
was to evaluate the addition of seminal plasma of high freezability ram in semen of low
freezability ram, before the cryopreservation, as how seminal plasma was add (experimentl), as
concentration of seminal plasma in relation to semen (experiment 2) and how the seminal plasma
was obtain (experiment 3). Were use 4 rams of low freezability as semen donors and 2 rams of
high freezability as seminal plasma donors, in the three experiments. Was evaluate motility,
membrane integrity and kinetic sperm after thawed semen and TRT. To the three experiments
had improve (P<0.05) at semen quality when added the seminal plasma of high freezability ram
to semen of low freezability ram. The results showed that the way of how add the seminal plasma
can influence at semen quality, suggesting that the best form of addition is in the pre-dilution
extender. In relation with concentration of seminal plasma used, any concentration can be used
bringing benefits to cryopreserved semen and to how seminal plasma was obtain, the seminal
plasma of vasectomized ram was superior (P<0.05) than seminal plasma of whole ram. So the
addition of seminal plasma before the cryopreservation process can improve the resistance to the
damages caused in cryopreserved ram semen.

Key-words: seminal plasma, cryopreservation, semen, addition, freezability.
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3 INTRODUCAO

A criopreservacdo de sémen € vista como uma forma de beneficiar a reproducéo
de animais de importancia genética. Esta biotécnica viabiliza maximizar o uso de reprodutores
que apresentam boas caracteristicas produtivas (Watson, 2000). Porém a criopreservacdo de
sémen acarreta uma série de alteracbes prejudiciais aos espermatozoides, resultando em
diminuigdo marcante da sua capacidade fecundante. Os danos criogénicos na estrutura dos
mesmos podem ser 0s responsaveis pelo decréscimo da sua integridade funcional, sobrevivéncia
e capacidade de fertilizacao (Salamon & Maxwell, 1995).

Um problema de importancia pratica na industria de criopreservacdo de sémen
ovino é a existéncia de animais denominados de alta e baixa congelabilidade. Independentemente
da boa qualidade seminal in natura e de bons resultados de prenhez com monta natural, alguns
animais apresentam maior sensibilidade a criopreservacdo. No reprodutor ovino a manipulacao
do sémen e o processo de refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo causa modificacOes
bioquimicas, funcionais e da estrutura da membrana plasmética, causando um aumento de
espermatozoides com membrana espermatica lesada e ainda aumento da proporcdo de
espermatozoides capacitados e com acrossoma reagido precocemente (Salamon & Maxwell,
1995; Holt, 2000).

A exploracéo do potencial da IA é significativo pela viabilizacdo de uma técnica
baseada na utilizacdo de sémen congelado, considerando que o uso de sémen fresco é limitado
pelo periodo restrito de viabilidade, curto periodo de estocagem e o aproveitamento limitado dos

reprodutores (Evans & Maxwell, 1990).
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Por outro lado, a IA com sémen congelado viabiliza um melhor aproveitamento de
reprodutores geneticamente superiores, porém os resultados obtidos pela aplicacdo cervical na
espécie ovina nao proporcionam atualmente uma taxa de prenhez satisfatoria, seja pelo fato da
cervix possuir anéis excéntricos dificultando a passagem do cateter de inseminacdo (Halbert et
al., 1990), seja pelas alteracdes bioquimicas e moleculares das células submetidas a congelacao e
descongelacdo como também pela reduzida sobrevivéncia dos espermatozoides. Embora a
deposicdo intrauterina, por laparoscopia, do sémen congelado proporcione taxas de prenhez
semelhantes as obtidas com sémen fresco, o elevado custo desta técnica inviabiliza seu uso mais
amplo (Evans & Maxwell, 1990).

Em busca de alternativas para aumentar a viabilidade espermaética e fertilidade do
sémen congelado de reprodutores ovinos, alguns estudos vem sendo desenvolvidos com o plasma
seminal desses reprodutores. O plasma seminal é uma secrecao fisiologica das diversas glandulas
do trato reprodutivo masculino, com um papel de grande importancia na funcéo fisioldgica do
espermatozoide (Kraus et al., 2005).

Diversos estudos demonstram a importancia da adi¢cdo do plasma seminal ao
sémen descongelado auxiliando favoravelmente na fertilidade, além de melhor viabilidade e
heterogeneidade da membrana plasmatica do espermatozoide (Ollero et al., 1997; Maxwell &
Johnson, 1999; Silva et al., 2005; Maxwell et al., 2007; El-Hajj et al., 2007; Leahy et al., 2010).

Na espécie ovina, alguns estudos tém relatado que proteinas no plasma seminal,
que exercem efeito positivo sobre a capacitacdo espermatica, motilidade espermatica, integridade
de membrana e acrosoma, agem promovendo uma protecdo dos espermatozoides de reprodutores
ovinos (Barrios et al., 2005; Fernadndez-juan et al., 2006; Cardozo et al., 2006).

Moura et al. (2010), verificaram a existéncia de spots proteicos do plasma seminal
de carneiros com correlacdo positiva ou negativa com a integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides criopreservados e observaram que essas diferentes proteinas poderiam atuar de
maneira complementar na estabilidade da membrana e, consequentemente, na viabilidade e
motilidade seminal.

Neste sentido o objetivo deste trabalho € observar se a adi¢do de plasma seminal
de reprodutores ovinos com sémen de alta congelabilidade pode beneficiar o sémen congelado
dos reprodutores de baixa congelabilidade, quando adicionado antes da crioipreservacdo do

sémen.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Foram realizados trés procedimentos neste trabalho de modo que o resultado de
um serviu de requisito para a etapa seguinte. As atividades foram ordenadas em experimentos
denominados de 1, 2 e 3.

No experimento 1 analisou-se o efeito do método de adi¢do do plasma seminal ao

sémen apos a coleta. Este foi subdividido em quatro tratamentos:

T1 — Adicgdo de plasma seminal diretamente ao sémen logo apds a coleta,
na quantidade de 30% em relacdo ao volume de sémen;

T2 — Adicdo de plasma seminal ao meio de criopreservacdo, na quantidade
de 30% em relacd@o ao volume de meio utilizado para a criopreservacao;

T3 — Adicdo de plasma seminal no meio de pré-diluicdo, na quantidade de
30% em relagdo ao volume de meio de pré-diluicdo. Proporcdo de pré-dilui¢do final foi de 1:1
(sémen/meio de congelacao).

T4 — Controle, sem adicdo de plasma seminal.

No _experimento 2 avaliou-se o efeito da concentracdo de plasma seminal

adicionado ao sémen logo apos a coleta. Estabeleceram-se quatro tratamentos:
T30 — Adicdo de 30% de plasma seminal no meio de pré-diluigéo;
T60 — Adicdo de 60% de plasma seminal no meio de pré-diluicéo.
T90 — Adicédo de 90% de plasma seminal no meio de pre-diluicéo;

TO — Controle, sem adicdo de plasma seminal.



59

No experimento 3, verificou-se o efeito da adicdo de plasma seminal de

reprodutores inteiros e vasectomizados ao sémen ap06s a coleta. Utilizaram-se trés tratamentos:

VAS — Adicdo de 30% de plasma seminal de reprodutor vasectomizado no
meio de pré-diluigao;

INT — Adicdo de 30% de plasma seminal de reprodutores inteiros no meio
de pré-diluicéo.

CONT - Controle, sem adicdo de plasma seminal.

Foram utilizados quatro reprodutores doadores de sémen (baixa congelabilidade de
sémen) e dois reprodutores doadores de plasma seminal (alta congelabilidade de sémen) da raca
Santa Inés com idades entre um ano e trés anos pesando em média 75 kg todos em boa condigéo
corporal. Os reprodutores apés um periodo de adaptacdo foram submetidos a um regime de
coletas de sémen e exames androldgicos conforme critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal — CBRA (2013). Os reprodutores aptos foram utilizados no experimento.

O plasma seminal foi obtido de dois reprodutores de alta congelabilidade de
sémen. Em duas formas:

- PLASMA SEMINAL INTEIRO. Apds a coleta os ejaculados foram

centrifugados e os espermatozoides foram separados do plasma seminal. Utilizou-se uma

centrifugacdo a 700g, por 10 minutos o sobrenadante foi retirado e novamente centrifugado; apos
a segunda centrifugacdo o plasma seminal foi armazenado em eppendorf e congelado. Foram
realizadas varias coletas com intervalo de dois a trés dias formando-se um banco denominado
plasma seminal inteiro.

- PLASMA SEMINAL VASECTOMIZADO. Com a realizacdo da vasectomia

se obteve uma fracdo s de plasma seminal livre de espermatozoides. O plasma seminal foi

centrifugado a 700g, por 10 minutos para retirada de debris, apds a centrifugacdo eram
armazenados em eppendorf e congelados formando um banco denominado de plasma seminal
vasectomizado.

Os reprodutores doadores de sémen e de plasma seminal foram 0s mesmos
utilizados nos trés experimentos. Todos os métodos citados a baixo foram realizados igualmente
nos trés experimentos.

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso Animal (CEUA) do Istituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.
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4.2 Coleta e Avaliacdo de Sémen

Cada reprodutor foi submetido a cinco coletas, as quais foram realizadas com
intervalo de 2-3 dias durante o periodo experimental. Os ejaculados foram obtidos com vagina
artificial, tendo como manequim uma fémea em estro e analisados considerando 0s seguintes
itens: coloragdo, aspecto, odor, volume, turbilnonamento, motilidade, vigor e concentragéo
espermatica. Os ejaculados s6 foram aproveitados para a criopreservacdo quando apresentaram 0s
seguintes padrdes minimos: volume de 0,5 ml, motilidade espermatica de 70%, vigor 3 e

concentracdo espermatica de 3x10° sptz/ml.

4.2.1 Avaliacdo do Sémen Fresco

A motilidade foi avaliada em microscopio com contraste de fase em objetiva de
20x, trés campos foram analisados e resultado determinado em percentagem de motilidade total
subjetiva.

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada utilizando o diacetato de 6
carboxifluoresceina (C-FDA) e iodeto de propideo (IP) (Molecular Probe®, Eugene, Oregon,
EUA), conforme descri¢ao de Harrison e Vickers (1990). Uma amostra de sémen (10 pL) foi
adicionada a solugdo de corante (40 pL) e incubada por 15 minutos em microtubos protegidos da
luz a +37°C. Uma aliquota de 10 pL de solu¢do de corante com sémen foi colocada em uma
lamina coberta com uma laminula e observada em microscopio de epifluorescéncia (Axiophot
Zeiss: filtro de comprimento de onda de 395/420 nm excitacdo/emissao). Foram examinadas 200
celulas por Iamina, sendo classificadas de acordo com a membrana espermatica em: membrana
integra (presenca de coloracdo verde na cabega); membrana semi-lesada (presenca de coloragédo
verde e vermelha na cabeca); membrana lesada (presenca de coloracdo vermelha na cabeca). Para

fins de analise utilizaram-se 0s percentuais de espermatozoides com membrana integra.
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4.2.2 Criopreservacdo de Sémen

Para criopreservacdo, procedeu-se a diluicdo do sémen em meio diluidor Tris-
Gema (Evans e Maxwell, 1990), o sémen foi diluido junto ao meio obtendo no final uma
concentracdo de 100x10° espermatozoides por dose, e envasado em palhetas de 0,25ml. Cada
método utilizado neste experimento esta descrito no delineamento experimental. Apés a coleta de
sémen foi realizado a pré-diluicdo na proporc¢do de 1:1 (sémen/diluidor). O diluidor utilizado na
pré-diluicdo € o mesmo da criopreservacao.

Imediatamente apds esses procedimentos, as palhetas com sémen/diluidor foram
submetidas a refrigeracdo em refrigerador domeéstico (Consul compacto 120), a +5°C, por 120
minutos, para, entdo, serem transferidas para uma caixa de polietileno (isopor) contendo
nitrogénio liquido, permanecendo por 20 minutos em vapor de nitrogénio e sob uma temperatura
préxima de -120°C. Posteriormente, foram mergulhadas no nitrogénio liquido, acondicionadas

em raques e armazenadas em botijdo criogénico a -196°C.

4.1.3 Avaliacdo do Sémen Descongelado

Foram descongeladas trés amostras de cada partida de cada reprodutor nos
tratamentos, e experimentos a 37°C por 30 segundos e depositadas em tubos ependorff mantidas a
37°C. O sémen descongelado foi submetido ao TTR durante 4 horas (Panganini Filho, 1999). As
avaliacOes: motilidade espermaética subjetiva, integridade de membrana plasmatica (descritas na
avaliacdo do sémen fresco) e cinética espermatica foram realizadas no momento da
descongelacdo (HORA 0) e no TTR (HORA 4) de incubacéo a 37°C.

A avaliagdo da cinética espermatica foi realizada pelo (CASA), utilizando o
hardware 1VOS (Sistema Visual de Integracdo Optica) versdo 12.3 empresa Hamilton Thorme
Bioscience com o software Animal Breeders, configurado com o (setup ovino) recomendado pelo

fabricante para sémen ovino.
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O sémen foi diluido em um meio X-Cell®, mantendo uma concentracéo final de
aproximadamente 48 x 10° espermatozoides/mL (Davis et al., 1992) em seguida 6uL do sémen
diluido foram transferidos para camara de Makler® aquecida a 37°C e submetida & analise
computadorizada da cinética espermatica, a qual foram avaliados em trés campos selecionados
aleatoriamente, os seguintes parametros: motilidade total (%; MT), motilidade progressiva (%;
MP), velocidade de trajeto (um/s; VAP), velocidade retilinea (um/s; VSL), velocidade curvilinear
(um/s; VCL), amplitude lateral de cabeg¢a (um; ALH), frequéncia de batimentos (Hz; BCF) e
linearidade (%; LIN).

4.3 Analise Estatistica

Para a analise dos parametros esperméticos do sémen fresco, descongelado e ap6s
0 TTR, utilizou-se estatistica descritiva dos dados, calculando-se media e desvio-padrao, seguida
de analise de variancia utilizando-se o procedimento GLIMMIX, sendo a comparacdo das medias
feita pelo teste de Tukey corrigido para comparacGes multiplas. Foi utilizado o programa SAS

enterprise 5.1.
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5 RESULTADOS

5.1.1 Experimento 1. Método de Adicao do Plasma Seminal ao Sémen Apds a Coleta.

Comparando-se 0s tratamentos para 0s parametros de motilidade subjetiva,
motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana na descongelacdo (HORA 0),
os tratamentos T1 e T3 ndo diferiram entre si, mas foram superiores (P<0,05) em relacdo aos
tratamentos T2 e T4, os quais ndo diferiram entre si para os parametros relacionados acima. Os
dados estdo apresentados na (Tabela 3.1). Nos parametros de cinética espermatica, fornecido pelo
CASA, ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos apés a descongelacdo (HORA 0) e no
TTR (HORA 4).

Tabela 3.1. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e
integridade de membrana, apds a descongelacdo (HORA 0). Para os quatro tratamentos, T1, T2, T3 e T4.

HORA 0
PARAMETROS Tl T2 T3 T4
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 41.90+32° 2856+4.1° 46.44+27° 29.60+3.1°
MOTILIDADE TOTAL (%) 4212 +3.0% 27.73+3.7° 4813+28* 28.17+3.0°
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 33.62+2.0° 18.85+20° 3731426 19.93+35"
MEMBRANA INTEGRA (%) 3239+25% 1758+1.2° 3871423 1895+28"

b piferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).
T1 - Adigao de plasma seminal diretamente ao sémen apds a coleta, na quantidade de 30% em relagdo ao volume de sémen.
T2 - Adicdo de plasma seminal no meio de criopreservacgdo, na quantidade de 30% em relagéo ao volume de meio utilizado para a

criopreservagao.

T3 - Adigao de plasma seminal no meio de pré-diluigdo, na quantidade de 30% em relagdo ao volume de meio de pré-diluicdo.
Volume de pré-diluico final é de 1:1 de (sémen/meio)

T4 - Controle, sem adigao de plasma seminal.
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Os resultados do TTR (HORA 4) estdo apresentados na (Tabela 3.2). Os
tratamentos T1 e T3 foram superiores (P<0,05) que os tratamentos T2 e T4 nos parametros de
motilidade subjetiva e total. Para estes parametros ndo houve diferenca entre os tratamentos T1 e
T3eentre T2e T4.

Analisando a motilidade progressiva e a integridade de membrana, estas foram
maiores (P<0,05) no tratamento T3 comparados com outros tratamentos. Ja o tratamento T1 foi

maior (P<0,05) que os tratamentos T2 e T4, os quais estes ndo diferiram entre si.

Tabela 3.2. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e
integridade de membrana, apds a descongelacdo (HORA 4). Para os quatro tratamentos, T1, T2, T3 e T4.

HORA 4
PARAMETROS Tl T2 T3 T4
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 33.98+23" 19.79+37" 3889+23" 1875+23°
MOTILIDADE TOTAL (%) 3244+20° 1892+39° 3962+1.3° 1840+2.2°
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 24.89+1.8° 10.08+3.9° 3327+15  947+12°
MEMBRANA INTEGRA (%) 23.99+22° 1156+2.7° 3459+1.6%° 10.80+2.0°

2P biferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

T1 - Adigao de plasma seminal diretamente ao sémen apds a coleta, na quantidade de 30% em relagdo ao volume de sémen.

T2 - Adicao de plasma seminal no meio de criopreservacgao, na quantidade de 30% em relagdo ao volume de meio utilizado para a
criopreservagao.

T3 - Adigao de plasma seminal no meio de pré-diluigdo, na quantidade de 30% em relagdo ao volume de meio de pré-diluicao.
Volume de pré-diluico final é de 1:1 de (sémen/meio)

T4 - Controle, sem adi¢do de plasma seminal.

5.1.2 Experimento 2. Efeito da Concentracdo de Plasma Seminal Adicionado ao Sémen

Logo Apos a Coleta.

No experimento dois, apds a descongelacdo (HORA 0) os tratamentos T30, T60

T90 foram maiores (P<0,05) para os parametros de motilidade subjetiva, motilidade total,
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motilidade progressiva, integridade de membrana, VCL em relacdo ao tratamento TO (Tabela

3.3).

Tabela 3.3. Média (+desvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e
integridade de membrana, velocidade curvilinear (um/s; VCL), ap6s a descongelacdo (HORA 0). Para os

quatro tratamentos; T30, T60, T90 e TO.

HORA 0
PARAMETROS T30 T60 T90 T0
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 5236 +44% 5220438 4722+34° 3569+36°
MOTILIDADE TOTAL (%) 5277 +40° 5200+28 4719+37° 33.77+28
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 38.09+40° 3684+37° 3244+36° 19.61+28°
MEMBRANA INTEGRA (%) 3728+30° 3610+26° 31.08+2.9° 18.86+2.9"
VCL (um/s) 152,97 +4.2° 15118 +45 148.88+3.4° 13045 +5.6"

b biferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).
T30 - Adigdo de 30% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo

T60 - Adigdo de 60% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo
T90 - Adicdo de 90% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo
TO - Controle, sem adi¢do de plasma seminal (TO0).

Com relagcdo ao TTR (HORA 4) apresentados na (Tabela 3.4). Os parametros de

motilidade subjetiva e motilidade total nos tratamentos T30 e T60 foram maior (P<0,05) em

relacdo aos tratamentos T90 e TO e o tratamento T90 foi maior (P<0,05) comparado ao TO.

Para os parametros de motilidade progressiva, integridade de membrana, VCL e

VSL foram maiores (P<0,05) nos tratamentos T30, T60, T90 em relacdo ao tratamento TO.
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Tabela 3.4. Média (xdesvio padrdao) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e

integridade de membrana, velocidade curvilinear (um/s; VCL), ap6s a descongelagdo (HORA 4). Para os

quatro tratamentos; T30, T60, T90 e TO.

HORA 4

PARAMETROS T30 T60 T90 T0
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 4263+3.3° 3791+25"° 3586+3.4° 24.86%2.1°
MOTILIDADE TOTAL (%) 4311+3.2° 38.02+27° 3538+37° 24.08+3.0°
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 2858 £3.1° 24.05+29* 23.07+36% 11.91+3.1°
MEMBRANA INTEGRA (%) 2989 £25° 25094+29* 2356+29° 12.05+2.8°
VCL (um/s) 152,97 +5.7° 151.18+6.3° 148.88+59° 139.45+6.2°

b biferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

T30 - Adigdo de 30% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo

T60 - Adigdo de 60% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo

T90 - Adigdo de 90% de plasma seminal no meio de pré-diluicdo

5.1.3 Experimento 3. Efeito da Adicdo de Plasma Seminal de Reprodutores Inteiros e

Vasectomizados ao Sémen Apos a Coleta.

N&o houve diferenca apos a descongelacdo (HORA 0) e no TTR (HORA 4) nos

parametros cinética espermatica entre os tratamentos avaliados.

Apbs a descongelacdo (HORA 0) os tratamentos VAS e INT foram maiores

(P<0,05) nos parametros de motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e

integridade de membrana em relacdo ao tratamento CONT (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e

integridade de membrana, ap6s a descongelagdo (HORA 0). Para os tratamentos; VAS, INT e CONT.

HORA 0
PARAMETROS VAS INT CONT
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 59.72+3.4%  49.84+29%  37.90+25"
MOTILIDADE TOTAL (%) 60.08+2.6° 49.74+36" 36.58 +3.5"
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 4094 +3.4° 31.79+34° 2212+19°
MEMBRANA INTEGRA (%) 39.52+2.7° 3095+26° 21.18+27"

3P biferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

T.VASEC -Adicao de 30% de plasma seminal de reprodutor vasectomizado no meio de pré-diluicdo.

T.INT - Adicao de 30% de plasma seminal de reprodutor inteiro no meio de pré-diluicéo.

T.CONT - Controle, sem adi¢do de plasma seminal.

O tratamento VAS e INT foram maiores (P<0,05) do que o tratamento CONT em

relacdo a motilidade subjetiva no TTR (HORA 4). Ja para os parametros de motilidade total,

motilidade progressiva e integridade de membrana o tratamento VAS foi maior (P<0,05) em

relacdo ao tratamento INT e CONT. O tratamento INT apresentou significativamente maior
(P<0,05) comparado com tratamento CONT (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6. Média (xdesvio padrdo) da motilidade subjetiva, motilidade total, motilidade progressiva e

integridade de membrana, ap6s a descongelagdo (HORA 4). Para os tratamentos; VAS, INT e CONT.

HORA 4
PARAMETROS VAS INT CONT
MOTILIDADE SUBJETIVA (%) 50.78 £ 3.6° 40.02 + 4.0° 27.88+2.6°
MOTILIDADE TOTAL (%) 51.92+35° 38.86 +2.9° 28.91+22°
MOTILIDADE PROGRESSIVA (%) 3546 +3.4° 24.36 3.5 12.19 +3.0°
MEMBRANA INTEGRA (%) 38.78 +1.4° 2411 +2.0° 11.02 + 1.6°

a,b,c

Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p < 0,05).

T.VASEC -Adicéo de 30% de plasma seminal de reprodutor vasectomizado no meio de pré-diluicéo.

T.INT - Adicédo de 30% de plasma seminal de reprodutor inteiro no meio de pré-diluicéo.

T.CONT - Controle, sem adi¢do de plasma seminal.
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6 DISCUSSAO

Em busca de melhorias no sémen criopreservado de ovinos, o plasma seminal vem
sendo alvo de estudos. Maxwell et al. (1999), descreveram que o plasma seminal apresenta efeito
benéfico sobre a funcdo espermatica e sobre a fertilidade do sémen congelado ovino apos 1A
cervical. O plasma seminal apresentou efeito positivo na motilidade e no aumento da resisténcia
de espermatozoides ao choque pelo frio (cold-shock), sendo esta propriedade atribuida as
proteinas do plasma seminal (Barrios et al.2000; Pérez-Pé et al., 2001).

Com relacdo a adicdo do plasma seminal de carneiros com sémen de alta
congelabilidade no sémen de carneiros de baixa congelabilidade, foi evidente uma melhoria na
qualidade do sémen nos experimentos realizados. Esse desempenho positivo na qualidade do
sémen pode ser atribuido ao efeito protetor a membrana plasmastica, motilidade, extresse
oxidativo promovido pelo plasma seminal. Varias pesquisas sugerem que o plasma seminal pode
influenciar positivamente na qualidade do sémen e na fertilidade de machos (Barrios et al., 2000;
Barrios et al., 2005; Dominguez et al., 2008).

No capitulo 2 observamos que proteinas do plasma seminal do carneiro de alta
congelabilidade de sémen podem esta diretamente relacionda com a qualidade de sémen
criopreservado. Essas proteinas com maior expressao nesse carneiro contribuem para efeito
protetor tanto de membrana espermatica, motilidade espermatica e contra extresse oxidativo.
Quando realizou a adicdo de plasma seminal de carneiros de alta congelabilidade de sémen,
observou significativa melhora na qualidade de sémen. Esse efeito protetor pode estar sendo

influenciado pelas proteinas do plasma seminal do carneiro com sémen de alta congelabilidade
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encontradas com maior expressdo nesse carneiro. Proteinas do plasma seminal ligam-se a
membrana plasmatica de espermatozoides danificados, restaurando-a (Barrios et al., 2000). Este
efeito protetor foi atribuido as proteinas de 14 kDa e 20 kDa (Barrios et al., 2005), secretadas
especificamente pelas glandulas vesiculares ovinas, denominadas de RSVP14 e RSVP20,
respectivamente (Fernandez-Juan et al., 2006).

Observou-se que a adi¢do do plasma seminal apds a coleta do sémen pode prevenir
os danos causados pelo processo de criopreservacdo, melhorando assim a motilidade subjetiva,
motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana ap6s a descongelacdo e o
TTR em todos os experimentos. Cardozo et al., (2009) observaram uma perda de proteinas de
membrana apo6s o descongelagdo, indicando que essas proteinas devem ter sido perdidas como
resultado de danos induzidos pelo processo de congelacdo/descongelacdo. Dominguez et al.,
2008 relataram que ap6s a incubacgédo de plasma seminal ao sémen descongelado possibilitou a
recuperacdo de proteinas seminais ligadas a superficie do espermatozoides perdidas no processo
de criopreservacao de sémen.

No experimento 1, notou-se que a forma de adicdo do plasma seminal do
tratamento T3, foi superior em relagcdo aos outros tratamentos em especial ao tratamento controle.
Esse resultado pode estar relacionado a presenca das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da
gema do ovo presente no meio de diluicdo utilizado na criopreservagdo. Devido a seu efeito
benéfico sobre a conservacdo de espermatozoides (Salamon & Maxwell, 1995), a gema de ovo
nos diluidores esta associada a outros ingredientes previne o choque térmico, preserva a
motilidade e a integridade das membranas plasmaticas e acrossomal (Amirat et al., 2004).

No tratamento T3 o plasma seminal é diluido com o meio de pré-dilui¢do, essa
interacdo pode estar sendo mais benéficas trazendo um maior efeito protetor aos
espermatozoides, em relacdo as outras formas de adicdo do plasma seminal. Bergeron &
Manjunath. (2006) relatam que as fracdes das LDL tem adesdo a membrana plasmatica,
exercendo protecdo durante a criopreservacao. Nesse tratamento T3 o intuito foi de retirar uma
pequena quantidade de volume de meio de pré-diluicdo 30% evitando afetar a composi¢do do
meio final e fornecer ap6s a coleta uma maior protecdo dos espermatozides com o plasma
seminal e o meio de pré-diluicdo importante na manutencdo da qualidade do sémen para toda a
etapa de criopreservacdo. O tratamento T2 teve adicdo de plasma seminal direto no meio de

diluicdo total. Nesse tratamento sdo retirados 30% de volume de meio e adicionado o plasma
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seminal, isso pode estar interferindo na composi¢éo dos reagentes presentes no meio de diluicdo e
causando alteracdo em suas proporcdes e trazendo danos aos espermatozoides.

Com relacdo ao experimento 2, indenpendentemente da concentracédo, a adicdo de
plasma seminal ao sémen, se mostrou eficientes com relagdo a manutencdo da qualidade do
sémen criopreservado. Existem poucos relatos a respeito da concentracdo que deve ser utilizada,
para beneficiar o sémen criopreservado principalmente ap06s a coleta de sémen. Nos trabalhos de
Barrios et al. (2000) e El-Hajj-Ghaoui et al. (2007), observaram que quanto maior o volume de
proteinas do plasma seminal adiondo ao sémen melhor a protecdo ao espermatozoide
criopreservado.

Lausmann et al. (2004), verificando a agdo do plasma seminal adicionado na
descongelacdo, em varias concentracdes, sobre o estado de capacitacdo espermatica, observaram
que concentracfes acima de 75% de plasma seminal permitem a efetiva protecdo dos
espermatozoides. Maxwell et al (1999), utilizando a ressuspenséo de 20 a 30% de plasma seminal
diluido em PBS em sémen descongelado de carneiro ap6s a centrifugagdo, obtiveram um
incremento dos indices de prenhez mediante sua aplica¢do por via cervical superficial.

No experimento 3 observou-se uma significativa melhora dos parametros para
adicdo de plasma seminal de reprodutores vasectomizados. Sugere-se que com a vasectomia se
tem uma maior concetracdo de proteinas no plasma seminal, pelo fato de nédo ter a presenca de
espermatozoides, no qual as proteinas poderiam aderir a estes. El-Hajj-Ghaoui et al., 2007
observaram que a concentracdo de proteinas presente no plasma seminal de reprodutores
vasectomizados € significativamente maior, chegando a ser o dobro a concentracdo de proteinas
do que no plasma seminal de reprodutor inteiro. Esse aumento da concentracao de proteinas pode
contribuir para uma melhor protecdo da membrana esperméatica e melhor motilidade como
encontrado no presente trabalho.

Com a vasectomia segere que nao se tenha a producdo de EROs por se ter um
meio livre de espermatozoide, com relagdo ao plasma seminal de carneiro inteiro. A manipulacéo
do sémen apds a coleta e centrifugagdo pode favorecer a producdo de EROs e com isso ficar
residuos de EROs no plasma seminal apés a centrifugacdo. Segundo, Agarwal et al. (2006), a
manipulacdo de sémen é capaz de ativar a producdo de ROS, sendo esse fator agravado pela
reducdo das concentragdes de antioxidantes no plasma seminal como consequéncia do processo

de diluigéo.
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7. CONCLUSAO

Com base nesses resultados, pode-se concluir que a adicdo do plasma seminal de
carneiros de alta congelabilidade exerce efeito protetor sobre os espermatozoides de carneiros de
baixa congelabilidade ap6s a coleta de sémen. Novos estudos devem ser realizados utilizando a

inseminacdo artificial com o sémen adicionado de plasma seminal para validar sua utilizag&o.



73

7 AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a CAPES e o CNPq pela bolsa estudantil, ao CNPq pelo

suporte financeiro para a realizacdo deste trabalho.



74

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMIRAT, L.; TAINTURIER, D.; JEANNEAU, L. Bull semen in vitro fertility after
cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison with Optidyl, a commercial egg yolk
extender. Theriogenology, v. 61, p. 895-907, 2004.

BARRIOS, B.; PEREZ-PE, R.; GALLEGO, M.; TATO, A.; OSADA, J.; MUINO-BLANCO, T.;
CEBRIAN-PEREZ, J.A. Seminal plasma proteins revert the cold-shock damage on ram sperm
membrane. Biology of Reproduction, Madison, v.63, p.1531-1537, 2000.

BARRIOS B. et al. Immunocytochemical localization and biochemical characterization of two
seminal plasma proteins which protect ram spermatozoa against cold-shock. International
Journal of Andrology, Schaumburg, v.27, 588-595, 2005.

BERGERON, A.; MANJUNATH, P. New insights towards understanding the mechanisms of
sperm protection by egg yolk and milk. Molecular and Reproduction and Development, v.73,
p.1338-1344, 2006.

CARDOZO, J.A.; FERNANDEZ-JUAN, M.; FORCADA, F.; ABECIA, A.; MUINO-BLANCO,
T.; CEBRIAN-PEREZ, J.A. Monthly variations in ovine seminal plasma proteins analyzed by
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis. Theriogenology, v.66, p.841-850, 2006.

CARDOZO, J.A.; GRASA, P,; MUINO-BLANCO, T,; CEBRIAN, J. A. Adicion de proteinas
del plasma seminal ovino durante la congelacion del espermatozoide y efectos sobre su motilidad
y viabilidade. Revista Corpoica — Ciencia 'y Tecnologia Agropecuaria, v 10 p. 51-59, 2009.

DOMINGUEZ, M.; FALCINELLI, A.; HOZBOR, F.; SANCHEZ, E.; CESARI, A.; ALBERIO,
R.; Seasonal variations in the composition of ram seminal plasma and its effect on frozen-thawed
ram sperm. Theriogenology 69, 564-573, 2008

El-Hajj, Ghaoui. R.; Gillan, L.; Thomson, P.C.; Evans, G.; Maxwell, W.M.C. Effect of seminal
plasma fractions from entire and vasectomized rams on the motility characteristics, membrane
status, and in vitro fertility of ram spermatozoa. J Androl 28, 109-122, 2007.



75

EVANS, G.,, MAXWELL, W. M. C. Salamon inseminacion artificial de ovejas y cabras.
Zaragoza: Acribia, 1990. 191p.

FERNANDEZ-JUAN, M. et al. Immunohistochemical localization of sperm preserving proteins
in the ram reproductive tract. Journal of Andrology, Schaumburg, v.132, p.721-732, 2006.

FRASER, L.; WYSOCKI, P.; CIERESZKO, A.; PLUCIENNICZAK, G.; KOTLOWSKA, M.;
KORDAN, W.; WOITCZAK, M.; DIETRICH, G.; STRZEZEK, J. Application of biochemical
markers for identification of biological properties of animal semen. Reproductive Biology, V.6,
p.5-20, 2006.

HALBERT, G. W., DOBSON, H., WALTON, J. S., SHARPE, P., BUCKRELL, B. C. Field
evaluation of a technique for transcervical intrauterine insemination of ewes. Theriogenology, V.
33,n. 6, p. 1231-1243, 1990.

HARRISON, R. A. P.; VICKERS, S. E. Use of fluorescent probes to assess membrane integrity
in mammalian spermatozoa. Journal of Reproduction and Fertility, v.88, n.1, p.343-352, 1990.

HOLT, W. V. Fundamental aspects of sperm cryobiology: The importance of species and
individual differences. Theriogenology, London, v. 53, p. 47-58, 2000.

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

LAUSMANN, C. V., NEVES, J.P., GONCALVES, P.B.D., et al. Plasma seminal na capacitacao
espermatica em ovinos. Rev. Bras. Reprod. Anim.,v.28, n.3. p.150-157, 2004.

LEAHY, T.; MARTI, J.I.; EVANS, G.; MAXWELL, W.M.C.: Seasonal variation in the
protective effect of seminal plasma on frozen-thawed ram spermatozoa. Anim Reprod Sci. 119,
47-153. 2010.

MAXWELL, W. M. C., EVANS, G., MORTIMER, S. T. et al. Normal fertility in ewes after
insemination with frozen-thawed spermatozoa supplemented with seminal plasma. Reprod.
Fertil. Dev., Sydney, v.11, p.123-126, 1999.

MAXWELL, W. D.E.; GRAAF, S.; GHAOUI, R.; EVANS. G.; Seminal plasma effects on sperm
handling and female fertility. Soc Reprod Fertil Supp 64, 13-38, 2007.

MOURA, P.P.; FRANCO, M.M.; SILVA, T.AS.N.; ROCHA, T.L.; LEAL, D.R.; PASSOS,
P.I.B.; NEVES, J.P. Characterization of seminal plasma proteins and its relationship with quality
parameters of frozen semen in ram. Ciénc. Rural 40, 1154-1159, 2010.



76

OLLERO, M., GARCIA-LOPEZ, N., PEREZ-PE. Surface changes of ram spermatozoa by
absorption of homologous seminal plasma proteins revealed by partition in aqueous two-phase
system. Reprod. Fertil. Dev. Zaragoza, v.9, p. 381-390, 1997.

PEREZ-PE, R.; CEBRIAN-PEREZ, J. A.; MUINO-BLANCO, T. Semen plasma proteins prevent
cold-shock membrane damage to ram spermatozoa. Theriogenology, Amsterdam, v.56, p.425-
434, 2001.

SALAMON, S., MAXWELL, W. M. C. Frozen storage of ram semen: causes of low fertility
after cervical insemination and methods of improvement. Anim. Reprod. Sci., Sydney, v.38,
p.1-36, 1995.

SILVA, T. A. S. N,, NEVES, J.P.,, BRAGANCA, J. M., GONCALVES, P.B.D., RUMPF, R. Uso
do plasma seminal no descongelamento do sémen ovino para inseminacdo transcervical em
ovelhas com estro sincronizado. Anais da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides —
XIX SBTE Angra dos Reis, 2005.

WATSON, P. F. The causes of reduces fertility with cryopreserved semen. Animal
Reproduction Science, London, v. 60-61, p. 481-492, 2000.



77

CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

A inseminacdo artificial permite o incremento na eficiéncia reprodutiva e
consequentemente aumento da produtividade dos rebanhos, através da utilizacdo de reprodutores
geneticamente superiores. Quando se utiliza sémen criopreservado este apresenta resultados, por
vezes inconsistentes, invariavelmente causado pela baixa qualidade do sémen criopreservado.

Na busca de ferramentas para a melhoria da eficacia da criopreservacao de sémen
ovino, o plasma seminal sendo considerado como uma alternativa eficiente. Os resultados
apresentados neste trabalho demonstram a importancia do plasma seminal na criopreservacgao do
sémen ovino. Vale destacar que as proteinas do plasma seminal, RSVP14, RSVP20, clusterina,
albumina e glutationa peroxidase, apresentam-se em maior expressdo em carneiro de alta
congelabilidade. Proteinas essas que estdo envolvidas na resisténcia a criopreservagdo de sémen. Na
outra ponta se destacou a proteina espermadezina Z13 proveniente de plasma seminal de carneiro de
baixa congelabilidade, essa proteina é forte canditada a baixa congelabilidade.

A adicdo do plasma seminal de carneiros de alta congelabilidade pode exercer
efeito protetor sobre os espermatozoides de carneiros de baixa congelabilidade apos a coleta de
sémen, contribuindo assim para o0 avango do conhecimento do processo de criopreservacao de

sémen ovino.



