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1. INTRODUCAO

A inseminacéo artificial (IA) em suinos vem sendo amplamente difundida na
suinocultura tecnificada, pois permite 0 melhoramento genético em um curto espaco
de tempo através da utilizacdo de machos de alto valor genético. Além de facilitar o
manejo, garantir uma melhor seguranca sanitaria e reduzir os custos da propriedade.

Na IA em suinos o0 sémen apoés a coleta € diluido em BTS, este deve ser
acondicionado na faixa de temperatura de 15 a 18 °C fazendo com que haja uma
reducdo na taxa metabdlica dos espermatozoides (Corréa et al., 2001). Desta forma
se obtém uma dose inseminante (DI) que tem sua duracdo média de 72 h.

Apesar da biotecnia de IA em suinos com sémen resfriado estar amplamente
difundida a mesma possui como inconveniente seu curto periodo de duracéo da DI,
véarios estudos ja foram conduzidos na tentativa de se fazer uso do sémen suino
congelado, porém estas necessitam uma DI com namero de espermatozéides duas
ou trés vezes maior (Johnson et al.,, 2000), apresentando indices reprodutivos
insatisfatérios, como reducdo na taxa de paricdo de 20-30% e no tamanho da
leitegada de 1 a 2 leitdes por parto (Johnson et al., 2000). Com tudo isso, 0 uso da
IA com sémen congelado ainda é restrito, pois seus resultados insatisfatorios
inviabilizam economicamente seu uso nos sistemas de producao.

Considerando que o efeito individual do macho seja o fator com maior
influéncia sobre a variacdo na eficiéncia do processo de congelamento do sémen
suino (Roca et al., 2006), torna-se importante estudar técnicas que identifiquem
variacbes na resposta ao congelamento entre diferentes machos e que permitam
desenvolver testes para detectar o seu potencial de congelabilidade. Nesse
contexto, a composicao protéica do plasma seminal deve ser considerada como um
fator importante a influenciar a fertilidade masculina (Strzezek et al., 2002), uma vez
gue ja foram identificadas associacdes entre essas proteinas e alguns importantes
processos fisiologicos, como a reacdo acrossdmica (Siliciano et al., 2008). Algumas
dessas proteinas poderdo se constituir em marcadores bioquimicos que permitam
identificar individuos com maior ou menor potencial de fertilidade e congelabilidade
do sémen (Strzezek et al., 2002).



O objetivo deste trabalho foi avaliar o conteddo protéico do ejaculado suino
antes destas serem submetidas ao congelamento e a associagao entre a presenca
da proteina identificada no plasma seminal e integridade de membrana (IM)
espermética pds-descongelamento, visando a identificacdo de marcadores
bioquimicos em condicdes de predizer o potencial de congelabilidade de sémen em
diferentes machos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta de sémen

Os ejaculados foram coletados de 4 machos suinos, totalizando 24
ejaculados, utilizando frasco isotérmico aquecidos a 38°C, coberto com filtro, a fim
de separar a fracdo gelatinosa do sémen (Hancock & Hovel, 1959). Para serem
processados, os ejaculados deveriam apresentar, apés a diluicdo com BTS,
motilidade espermatica igual ou superior a 60% e IM por fluorescéncia igual ou
superior a 70%.
2.2. Processamento do ejaculado e criopreservacao

Imediatamente apds a coleta, o ejaculado foi diluido em condigcbes
isotérmicas (1:1 v/v) no diluente Beltsville Thawing Solution (BTS), com a
manutencdo da temperatura de acordo com a temperatura do ejaculado. O
congelamento do sémen foi conduzido tomando-se como base o método descrito
por Bianchi et al (2008), com modificagcbes na curva de resfriamento. A curva de
resfriamento foi realizada apds a diluicao inicial, usando tubos de 50 ml, imersos em
um becker de 200 ml de &gua, mantidos na mesma temperatura da amostra e
colocados a 15° C por 90 min. Quando o meio atingiu 15° C, foi realizada a
centrifugacéo (800 x g por 10 min) para retirada do plasma seminal. O sedimento de
espermatozoides obtido da centrifugacao foi re-suspenso no diluidor de resfriamento
(DR), contendo 80% de solucéo de lactose a 11% e 20% gema de ovo, em volume
suficiente para uma concentracdo de 2 x 10° espermatozéides por ml. Apoés, foi
realizado resfriamento até 5°C por 90 min.

Ao final desse periodo, o meio foi re-suspenso no diluente de congelamento
(DC), elaborado a partir do DR. O DC era constituido de: 83,5% de DR, 1,5% de
Orvus Ex Paste e 15% do crioprotetor Dimetilacetamida. A quantidade de DC
acrescentada foi de 1:1, ou seja, para cada 2 ml de sémen com DR, foi adicionado 1
ml de DC para que se obtivesse uma concentracdo final de 5% de DMA (Bianchi et
al, 2008). Posteriormente, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, contendo
1 x 10° espermatozdides. As palhetas foram congeladas horizontalmente, em vapor
de nitrogénio liquido, 5 cm acima do nivel do nitrogénio, a uma temperatura
aproximada de -90° C, por 20 min. ApOs esse periodo, as palhetas foram
mergulhadas em nitrogénio liquido a -196° C e armazenadas até o
descongelamento. Para as avaliagcbes subsequentes, as palhetas foram
descongeladas a 37°C por 20 s, sendo re-suspensas em tubo conico contendo 5 ml
de BTS previamente aquecido a 37°C.
2.3. Avaliacdo da integridade da membrana espermati ca

A avaliacdo da IM espermatica, considerada indicativa da viabilidade da célula
espermatica, foi realizada com sémen in natura e pés-descongelamento, através das
sondas fluorescentes Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio
(IP), conforme descrito por Harrison & Vickers (1990). A avaliacdo foi feita sob
aumento de 400x em microscopio de epifluorescéncia. Foi realizada a contagem de
100 espermatozéides por lamina. As células espermaticas apresentando



fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto que as células
apresentando fluorescéncias vermelhas, ou ambas as cores foram consideradas
danificadas.
2.4. Caracterizacao das proteinas do plasma seminal

ApOs a coleta, aliquotas de 1 ml do ejaculado foram centrifugadas a 2.500 x g
por 5 min. Logo apds, as amostras foram colocadas em um recipiente com gelo por
1 h. O plasma seminal foi novamente centrifugado a 10.000 x g por 10 min, para a
obtencdo somente do plasma. Do sobrenadante, retiraram-se 10 L, aos quais foram
adicionados 30 uL de H,O deionizada e 20 yL de tampéo de amostra constituido de:
20% de Glicerol; 10% Tris-HCI 0,6173 M, pH 6,8 2% [3-Mercaptoetanol; 20% Dodecil
Sulfato de Sodio a 10% — SDS ; 2,5 mg de Azul de Bromofenol e H,O deionizada.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100° C por 10 minutos, para
desnaturacao das proteinas.

A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) era realizada com o sistema BIO-
RAD Mini-Protean 3 Cell®, segundo Laemmli (1970). Foram feitas corridas com géis
de poliacrilamida concentrados a 15% (Manaskova e Jonakova, 2007),
primeiramente, com uma voltagem de 70 V por 20 minutos, para promover a
concentracdo das proteinas e, apods, a 120 V por 70-80 minutos. Como padréo, foi
utilizado o marcador molecular BenchMark Protein Ladder®. Os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue por 20 minutos. O processo de descoramento dos géis
foi feito em solucdo descorante constituida por 40% Metanol 10% acido acético
glacial e 50% H,O deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75° C. A analise foi
baseada na visualizacdo e distingdo das bandas protéicas formadas durante a
eletroforese. Os dados obtidos da eletroforese foram analisados pelo software
TotalLab TL100®, v. 2006. Todas as analises estatisticas foram conduzidas através
do software Statistix 8.0® (2003).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

A andlise inter-machos identificou associacdo (P< 0,05) entre a IM
espermatica pds-descongelamento para proteina com 22 kDa. Quando esta proteina
estava presente a média para IM espermatica foi de 47,9+ 6,9 enquanto que sua
auséncia foi de 32,0+ 2,0 diferindo estatisticamente (P< 0,05).

Na analise intra-machos a associacdo da proteina com 22 kDa com a IM poés-
descongelamento foi verificada somente em 2 machos conforme Tabela 1.

Tabela 1-Integridade de membrana pos- descongelamento em funcdo da presenca
ou auséncia da proteina com 22kDa no plasma seminal de machos suinos (4
machos x 6 coletas)

Macho Proteina com 22 kDa Integridade de membrana (%)

1 Auséncia 24,4 +1,65°

1 Presenca 27,7 £1,65°

3 Auséncia 34,9+1,65

3 Presenca NV

4 Auséncia 45,2+1,65

4 Presenca NV

9 Auséncia 48,3 +1,65%

9 Presenca 64,9 +1,65°

Média + EPM com expoentes diferentes na coluna e no mesmo macho. NV — néo verificado.



No presente estudo, a presenca da proteina com 22 kDa foi associada a um
maior percentual de integridade de membrana no macho 9. No entanto, nos machos
3 e 4, ndo foi possivel fazer qualquer comparacéo, pois essa PPS se encontrava
ausente em todos os ejaculados, demonstrando mais uma vez que existe uma
variabilidade entre os machos conforme o descrito por Roca (2006). Por este motivo
muitas vezes fica dificil determinar um marcador e uma padronizacdo na técnica de
congelamento de sémen suino Portanto, para os macho 9 em particular, caso a
integridade de membrana espermatica seja considerada como critério limitante para
programas de IA com sémen congelado, essa PPS seria um potencial marcador
relevante.

4. CONCLUSAO

Outros estudos devem ser realizados com o objetivo de se ter uma melhor
determinacdo do plasma seminal e seu desempenho frente o congelamento. Este
estudo demonstrou que a presenca da proteina com 22 kDa melhorou a IM e que
existe uma grande variacdo entre os machos com relacdo a composicao protéica do
plasma seminal.
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