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INTRODUCAO

Pesquisas com diversos tipos de marcadores bioquimicos de qualidade do sémen de mamiferos vém
sendo desenvolvidas (1). O plasma seminal foi indicado como sendo importante para a manutencdo da
motilidade espermatica em touros (2), aumentando também a resisténcia dos espermatozoéides de suinos ao
dano do choque térmico (6). Foi demonstraram que as proteinas do plasma seminal também sao capazes de
reverter os danos causados pelo choque térmico (3). A identificac@o dos varios grupos protéicos presentes no
sémen de muitas espécies pode dar suporte a linhas de pesquisas: na criopreservacdo de gametas,
determinando marcadores de congelabilidade (11) e no melhoramento de técnicas de fertilizag&o artificial,
caracterizando proteinas especificas de cada espécie envolvidas em pardmetros espermaticos e fertilidade (4,
11). O objetivo deste trabalho foi identificar marcadores bioquimicos do plasma seminal suino, correlacionados
com a integridade de membrana plasmética ap6s o congelamento-descongelamento usando dimetilacetamida
(DMA) como crioprotetor intracelular.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados trés machos suinos adultos mantidos sob as mesmas condig6es ambientais
e de manejo. Para a coleta, processamento e criopreservacao do sémen foram realizadas seis coletas de cada
macho. As coletas foram realizadas através do método da méo-enluvada (5), usando um copo plastico
protegido por um copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fragdo do ejaculado rico em gel.
Somente a por¢do do ejaculado com maior concentracdo espermatica foi utilizada para o processo de
congelamento (7, 21).

Criopreservagao, envase e descongelamento: Imediatamente apos a coleta do sémen, para cada
macho foi obtida da fragc&o rica em espermatozoéides uma aliquota de 20 mL em tubo cénico de 50 mL, e diluida
(2:1, viv) no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) (16). Apos a dilui¢éo inicial foi feito o resfriamento por 90
min a 24 °C, e seguiu-se o resfriamento por mais 90 mln até 15 °C, quando entéo foi feita a centrifugacdo em
centrifuga refrigerada a 800 x g por 10 min (SORVALL RC6). O sobrenadante foi descartado e o pellet de
espermatozoides foi re-suspenso no diluidor de resfrlamento (80%, v/v, de solucéo de lactose a 11%; 20%, v/v,
gema de ovo) para uma concentracdo de 1,5 x 10° espermatozéides/mL, e feito o resfriamento por 90 min até 5
°C. No processo de congelamento foi utilizada a N,N-Dimetilacetamida (DMA) (C4sHgNO) com peso molecular
de 87,12 como crioprotetor intracelular. O diluidor de congelamento a ser adicionado a 5 °C foi elaborado a
partir do diluidor de resfriamento, acrescido de 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e o respectivos crioprotetor
para concentragdo final de 5% viv, (DMA 5%). O envase do sémen foi feito em palhetas de 0,5 mL, com
concentragdo final de 500 x 10° espermatozéides/palheta. As palhetas foram congeladas horizontalmente, 5
cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apés estocadas em nitrogénio liquido a -196°C até
o descongelamento. As palhetas foram descongeladas a 37 °C por 20 s, sendo re-suspensas em tubo conico
contendo 10 mL de BTS previamente aquecido a 37 °C (1:20, v/v).

Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica (IMP) de espermatozoéides (SPTZ): Apds o
descongelamento foi feita a avaliacdo da IMP espermatica por fluorescéncia (10), através das sondas Diacetato
de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP). Apos incubacédo em temperatura de 22°C por 15 min
foi feita a avaliagdo em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC), através de excitacdo
em filtro WU sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozéides em uma mesma lamina e
classificadas conforme sua coloragdo em integros (espermatozoides corados em verde em toda sua extensao)
e lesados (espermatozoides corados em vermelho).

Perfil das proteinas do plasma seminal (SDS-PAGE): Foram analizados os perfis protéicos no
plasma seminal através de SDS-PAGE (19) das bandas de 140, 100, 85, 68, 45, 26, 18, 15 e 12 kDa, no
congelamento de cada um dos machos para cada uma das coletas realizadas.

Analise: Ap6s o descongelamento das palhetas foi feita a distribuicdo de freqiiéncias [Statistix] dos
resultados de IMP dos espermatozoides, e feita a categorizagdo em menor de 55% e igual ou maior que 55%.
Com isso foi relacionado a integridade no descongelamento com a presenca ou auséncia de cada banda
protéica no plasma seminal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A média de IMP apds o descongelamento foi de 55,7%. N&o houve diferen¢a (P > 0,05) na IMP entre os
machos utilizados (59,5; 50,4 e 57,0%). Em diferentes espécies o uso de amidas em substituicdo ou
associacao com outros crioprotetores tém sido realizados com sucesso em eqinos (17), galos (20) e peixes



(15). Das amostras analizadas, 46,2% apresentaram IMP ao descongelamento superior a 55%. O perfil no
plasma seminal relacionado & presenca ou auséncia das proteinas quando a IMP foi maior ou igual a 55% no
descongelamento esta apresentado na Tabelas 1. As proteinas de 85, 68, 15 e 12 kDa estavam conservadas
entre todas as amostras analisadas. As bandas de 140, 100, 45, 26 e 18 kDa apresentaram variacdes entre as
coletas analisadas. Nas amostras, com IMP >55% foi observada a auséncia da banda de 26 kDa em 88% das
amostras (Figura 1). Trabalho realizado com suinos miniatura observou-se que o plasma seminal contém
fatores que modificam a célula espermartica antes do congelamento e reduzem a capacidade de penetracéo no
odcito apds o congelamento (12). O efeito prejudicial do plasma seminal especialmente em espermatozéides
armazenados por pelo menos 6 h antes da criopreservagdo também € relatado em outro trabalho (14). Por
outro lado, efeitos benéficos das proteinas do plasma seminal sédo relatados em varios trabalhos (8, 9, 13).
Alguns autores (11) sugerem que ha diferencas nas proteinas do plasma seminal de touros com boa e méa
resposta ao congelamento, sugerindo o estudo dessas proteinas do plasma como marcadores de
congelabilidade.

CONCLUSAO
A auséncia da banda de 26 kDa, no plasma seminal suino, pode ser um marcador bioquimico
relacionado positivamente com a integridade de membrana plasmatica de espermatozéides submetidos ao
congelamento e descongelamento.
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Tabela 1: Presenca (Sim) e Auséncia (N&o) de proteinas no plasma seminal relacionado com IMP >55% descongelado

Macho Perfil Banda, kDa, n (%)

140 100 85 68 45 26 18 15 12
1 Sim 5(83) 6(100) 6 (100) 6 (100)  6(100) 2 (33) 3 (50) 6 (100) 6 (100)
1 N3o 1(17) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.00 0(.0) 4(67) 3(50) 0 (0.0) 0(0.0)
2 Sim 3(60) 3(60)  5(100) 5(100) 2(40) 0(0.0) 3 (60) 5 (100) 5 (100)
2 N3o 2(40) 2 (40) 0(0.0) 0 (0.0) 3(60) 5(100) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0)
11 Sim 3(60) 3(60) 5 (100) 5(100) 3(60)  0(100) 4 (80) 5 (100) 5 (100)
11 N3o 2(40) 2 (40) 0(0.0) 0 (0.0) 2(40)  5(100) 2 (40) 0 (0.0) 0 (0.0)
Total Sim 11(69) 12(75) 16 (100)  16(100) 11(69) 2(12) 10(62)  16(100) 16 (100)
Total N3o 5(31) 4(25) 0 (0.0) 0 (0.0) 5(31)  14(88) 6 (38) 0 (0.0) 0 (0.0)
26 kDa —p

Figura 1: Banda de 26 kDa em plasma seminal suino



