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RESUMO

Avaliacio de Machos Suinos: Sensibilidade ao Resfriamento e Capacidade de Ligacao
Espermatica a um Substrato Sintético

Autor: Goreti Ranincheski dos Reis

Orientador: Prof. Dr. Ivo Wentz

Co-orientadora: Prof* Dr* Mari Lourdes Bernardi
Co-orientador: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

O presente trabalho constou de trés estudos. No primeiro estudo, cinco ejaculados
de 30 machos foram analisados conforme a manutencdo da MOT a 17°C, sendo
classificados em trés tipos: MOT <60% nas 72h (EI); MOT >60% nas 72h e <60% nas
144h (EIl) e MOT 260% nas 144h (EIII). Doze machos foram selecionados e distribuidos
em trés grupos: MAIOR, MEDIA e MENOR sensibilidade espermatica ao resfriamento.
Em seguida, foram coletados cinco ejaculados de cada macho, sendo a MOT avaliada a
cada 24h, e a integridade da membrana espermatica (IM) e de acrossomas normais (NAR)
nas 24, 72, 120 e 168h. Machos menos sensiveis ao resfriamento apresentaram menor
variacdo na MOT do periodo pré- para o pos-selegdo. Diferencas entre os machos foram
observadas desde as 24 até 168h para MOT, nas 120 e 168h para MI e nas 72 e 168h para
NAR. A MOT foi mais afetada que MI e NAR durante o armazenamento do sémen in vitro.
No estudo 2 foi avaliada a possibilidade de reverter a sensibilidade espermatica ao
resfriamento pela troca de plasma seminal (PS) entre machos com diferente manutengdo da
MOT a 17°C. Foram utilizados ejaculados de cinco cachacos selecionados e classificados
como: menor (MES) e maior sensibilidade ao resfriamento (MAS). Foram utilizados seis
tratamentos, com cinco repetigdes cada. Nos tratamentos T1 e T3, o sémen dos machos
MES e MAS, respectivamente, foram processados de acordo com o protocolo
convencional. Foi efetuada centrifugacdo (800g por 10 min) e adicado do PS (10mL)
homologo para os espermatozoides MES e MAS, respectivamente, nos T2 e T4. Apos a
centrifugagdo, foi realizada a troca do PS, sendo que espermatozodides dos machos MES
foram expostos ao PS dos machos MAS (T5) e o PS dos machos MES foi adicionado aos
espermatozoides dos machos MAS (T6). A MOT foi avaliada a cada 24h, durante sete dias de
conservacao. NAR e de IM foram avaliados nas 24, 72, 120 e 168h. Diferencas na MOT,
entre os machos MES (T1) e MAS (T3), foram observadas ap6s armazenamento de 48h.
Nao foram observadas alteragdes em MOT e IM, quando foi efetuada a troca de PS entre os
machos MES e MAS. Nao foi possivel reverter a maior sensibilidade ao resfriamento de
espermatozdides suinos, apos a ejaculagdo, com a adicdo de 10% do PS de machos com
sémen de menor sensibilidade. No terceiro estudo, foi avaliada a fertilidade de sémen suino
pelo teste de ligagao de espermatozoides a um substrato sintético. A MOT e o percentual de
espermatozdides ligados (PEL) foram avaliados nas 5, 24, 48 ¢ 72 horas de armazenamento
a 17°C. O PEL foi determinado em solugdes contendo 6,25 ou 12,5 milhdes de
espermatozdides/mL, com ou sem albumina sérica bovina (BSA), preparadas a partir de
dois a cinco ejaculados de cada um dos quatro machos. Houve correlagdo positiva (r=0,33)
entre a MOT e o PEL. Os machos diferem quanto a capacidade de ligacdo de seus
espermatozdides ao substrato sintético, a partir de 24 horas de armazenamento do sémen.
Maior percentual de espermatozdides ligados ao substrato sintético ¢ verificado com a
inclusdo de BSA e com o aumento da concentracdo espermatica.

Palavras-chave: espermatozoide, ligagdo espermatozodide-odcito, motilidade, plasma
seminal, resfriamento, sémen, suino



ABSTRACT

Evaluation of Boars: Chilling Sensitivity and Sperm Binding Ability to a Synthetic Substrate

Author: Goreti Ranincheski dos Reis

Advisor: Prof. Dr. Ivo Wentz

Co-Advisor: Prof® Dr Mari Lourdes Bernardi
Co-Advisor: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

This thesis was composed by three studies. In the first study was evaluated if twelve
boars selected according to the maintenance of sperm motility (MOT), at 17°C, showed the
same pattern on subsequent collections and to evaluate the behaviour of normal acrosomes
(NAR) and plasma membrane integrity (MI) during storage. Five ejaculates from 30 boars
were evaluated according to the time of maintenance of MOT at 17°C, and they were
classified in three types: MOT <60% at 72h (EI); MOT 260% at 72h and <60% at 144h
(EIl) and MOT >60% at 144h (Elll). Twelve boars were selected and classified, in three
groups: HIGH, INTERMEDIATE and LOW chilling sensitivity. After this, five ejaculates
from each boar were collected and MOT was evaluated each 24h, the plasma membrane
integrity (MI) and the normal acrosomes (NAR) at 24, 72, 120 and 168h of storage. Males
less sensitive to cooling showed a lower variation of MOT, between pre- and post-selection
periods. Differences among males for MOT were observed from 24 up to 168h, at 120 and
168h for MI and at 72 and 168h for NAR. MOT was more affected than MI and NAR during
in vitro storage of swine semen. In the second study was evaluated the possibility of
reverting the chilling sensitivity by the exchange of seminal plasma between boars with
different maintenance of motility (MOT) at 17°C. Five boars were selected and classified
in: low (MES) and high (MAS) chilling sensitivity. Six treatments, with five replications
each one, were utilized. In T1 and T3, semen from boars MES and MAS, respectively, were
processed according to the conventional protocol. Centrifugation (800 g for 10 min) was
performed and homologous PS (10mL) was added to sperm MES and MAS, respectively, in
12 and T4. After centrifugation, sperm from boars MES was exposed to PS from boars
MAS (T5) and the PS of boars MES was added to sperm of boars MAS (T6). Sperm motility
was evaluated each 24h during seven days of conservation. NAR and IM were evaluated at
24, 72, 120 and 168h. Differences in MOT, between boars MES (T1) and MAS (T3), were
observed after 48h of storage. No alterations in MOT and IM were observed when PS was
changed between MES and MAS boars. It was not possible to reverse the higher chilling
sensitivity of ejaculated swine sperm, with the addition of seminal plasma of more resistant
boars. In the third study, it was evaluated the boar semen fertility by a sperm-binding assay
to a synthetic substrate. Motility (MOT) and percentage of bound sperm (PSB) were
evaluated at 5, 24, 48 and 72 hours of storage at 17°C. PSB was analyzed in solutions
containing 6.25 or 12.5 million of spermatozoa/mL, with or without bovine serum albumin
(BSA), processed from two to five ejaculates of four boars. There was a positive correlation
(r=0.33) between MOT and PSB. After 24 hours of sperm storage, boars differ in their
sperm binding to the synthetic substrate. Binding of swine spermatozoa to the synthetic
substrate is higher in the presence of BSA and with the increase of spermatic
concentration.

Key-words: chilling, motility, semen, seminal plasma, spermatozoa, sperm-egg binding,
swine
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1 INTRODUCAO

Dentro de um sistema suinicola, o macho suino tem diversas fungdes importantes
tais como estimular a antecipacdo da puberdade em leitoas (HUGHES, 1982), diminuir o
intervalo desmame-estro (HEMSWORTH E BARNETT, 1990) e auxiliar na detec¢ao do
estro (BORTOLOZZO ¢ WENTZ, 1998). No entanto, o principal papel do cachaco é o seu
uso para o acasalamento das fémeas.

A capacidade reprodutiva do cachago, caracterizada por uma maior producdo de
leitdes nascidos e desmamados por fémea/ano, ¢ um fator essencial no retorno econdmico
numa criacdo de suinos (WENTZ et al., 1998), uma vez que um numero pequeno de
machos ¢ responsavel pela prenhez de um grande nimero de fémeas. Com o emprego da
inseminacao artificial (IA), a importancia do cachago ¢ reforcada, pois apesar da reducao
no numero de machos, cada macho sera utilizado sobre um nimero maior de fémeas,
potencializando a necessidade de doadores de s€émen em quantidade e qualidade adequadas.
Assim, a avalia¢ao da capacidade reprodutiva e a qualidade do sémen sdo importantes para
prevenir a redugdo na eficiéncia reprodutiva de rebanhos suinos (RODRIGUEZ-
MARTINEZ e ERIKSSON, 2000).

Os métodos in vitro comumente utilizados (motilidade e morfologia espermatica)
nas centrais de inseminagao artificial, para avaligdo da qualidade seminal, permitem
descartar machos inférteis, pelos baixos valores em um destes parametros (AMANN e
HAMMERSTEDT, 1993; VAZQUEZ et al., 1998). Porém, esses testes ndo permitem
determinar o grau de fertilidade dos machos que apresentam parametros seminais
considerados normais (WOELDERS, 1991; RODRIGUEZ-MARTINEZ e ERIKSSON,
2000).

Tentativas vém sendo realizadas no sentido de desenvolver um teste in vitro que
seja capaz de predizer com exatiddo a fertilidade do macho. Testes que avaliam a interagao
entre o espermatozdide e a zona pelucida (ZP) tém sido utilizados e considerados como
promissores na predi¢do da fertilidade. Um novo teste, denominado SBA (Sperm Binding-
Assay), foi desenvolvido, baseado na capacidade de ligagdao da célula espermadtica a ZP,
utilizando um substrato sintético similar a mesma, mimetizando in vitro a intera¢ao entre o
gameta masculino ¢ o feminino (BARBATO, CRAMER ¢ HAMMERSTEDT, 1998). O

maior nimero de estudos com este teste tem sido efetuado em galos (BARBATO,
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CRAMER ¢ HAMMERSTEDT, 1998) e perus (GILL et al., 1999), embora tenha também
sido empregado nas espécies humana (AMANN, HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ,
1999; AMANN et al., 1999ab), bovina (AMANN, HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ,
1999; AMANN, SEIDEL ¢ BRINK, 1999) ¢ suina (AMANN, Hammerstedt ¢ Shabanowitz,
1999). Na espécie suina, no entanto, 0 mesmo ndo foi empregado para diferenciar machos
conforme o potencial de fertilidade.

Devido ao grande nimero de inseminagdes efetuadas com sémen resfriado, na
espécie suina, além de conhecer o potencial de fertilidade do cachago seria importante
identificar os doadores com diferente sensibilidade espermatica ao resfriamento, bem como
determinar se esta variabilidade ¢ decorrente ou ndo de um efeito do plasma seminal. Esta
identificacdo permitiria o descarte dos cachagos com maior sensibilidade ao resfriamento e o
uso estratégico daqueles com longa manutencao da motilidade espermatica.

Devido ao grande numero de inseminagdes efetuadas com sémen resfriado, na
espécie suina, além de conhecer o potencial de fertilidade do cachaco seria importante
identificar os doadores com diferente sensibilidade espermatica ao resfriamento. Doses de
sémen de doadores, com longa manutencdo da motilidade espermatica in vitro poderiam ser
utilizados estrategicamente em momentos que requerem o armazenamento por periodos
superiores a 48h (BORTOLOZZO ¢ WENTZ, 1997). Da mesma forma, esta identificagao
permitiria o descarte dos cachagos com maior sensibilidade ao resfriamento.

Pelo fato de efeitos benéficos do plasma seminal j& terem sido verificados no aumento
da resisténcia do espermatozdide suino aos danos do choque térmico (PURSEL, JOHNSON e
SCHULMAN, 1973; BERGER e CLEGG, 1985) e na melhora da motilidade (MAXWELL,
WELCH e JOHNSON, 1997, GUTHRIE, MAXWELL e JOHNSON, 2000), seria também
importante determinar um possivel envolvimento de componentes seminais na variabilidade
entre cachacos na sensibilidade espermatica ao resfriamento.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivos:

- verificar se cachagos selecionados conforme o tempo de manutencdo da
motilidade espermatica a 17°C mantém este padrdo da motilidade e se a
integridade da membrana espermatica e de acrossoma seguem O mesmo

comportamento da motilidade, ao longo do periodo de armazenamento in vitro;



16

avaliar a possibilidade de ocorréncia de um efeito do plasma seminal na
sensibilidade espermatica ao resfriamento, a partir da troca cruzada entre
cachagos com diferente manutengdo da motilidade espermadticaa 17°C e

averiguar se a concentracao espermatica e a presenca de albumina sérica bovina
afetam o percentual de espermatozodides ligados ao substrato sintético do teste

SBA (Sperm-Binding Assay).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Variacio na sensibilidade do espermatozdide suino ao resfriamento

O resfriamento do sémen auxilia na preservagdo das células espermadticas em
decorréncia da desaceleracdo dos processos metabolicos celulares (ALMOND et al., 1994).
No entanto, o espermatozoide suino € particularmente sensivel ao resfriamento e pouco
resistente a baixas temperaturas (DE LEEUW et al., 1991), sendo comum a redugdo da
viabilidade espermatica, mais acentuada quando sdo usadas temperaturas inferiores a 15°C.
Por este motivo, o sémen usado para a inseminagdo artificial ¢, em geral, diluido e
armazenado a uma temperatura de 15 a 18°C (GLOSSOP, 1996).

A sensibilidade do espermatozdide a baixas temperaturas tem sido caracterizada por
alteracdes no acrossoma, ruptura da membrana plasmatica e danos mitocondriais,
conduzindo a perda da permeabilidade seletiva da membrana, diminuicdo da atividade
respiratoria e da glicolise, e conseqiiente diminuicdo da viabilidade espermatica (DE
LEEUW et al., 1991).

Diferencas na sensibilidade do s€émen ao congelamento entre cachagos ¢ um fato
conhecido (LARSSON e EINARSSON, 1976; MARIANO, 1988; ROCA et al., 2000;
OHATA, 2001). Da mesma forma, h4a variacdes na sensibilidade ao processo de
resfriamento do sémen entre machos suinos. Benson et al. (1967) utilizaram 10 ejaculados
para cada um dos 10 machos analisados, com o objetivo de avaliar o efeito da incubacdo
(5h a 38°C) e do choque térmico sobre a motilidade espermatica. Os autores constataram
que a variacdo média na motilidade entre os ejaculados dentro dos machos foi menor (11%)
que a variagdo entre os machos (27%), sendo que seis machos tinham ejaculados com alta
motilidade espermatica e pequena variagdo, enquanto trés machos apresentaram sémen de
motilidade moderada, mas grande variagdo entre os ejaculados.

Ao avaliar as caracteristicas biologicas e bioquimicas do sémen, durante a
preservacao in vitro, Mariano (1988) encontrou cachagcos com maior ¢ menor sensibilidade
espermatica ao resfriamento (respectivamente, >50% e <50% de motilidade espermatica
apods 48h a 15°C).

Waberski et al. (1991) investigaram o efeito da qualidade do sémen de dez
cachacos, durante o armazenamento a 17°C por trés a cinco dias, sobre os resultados de

fertilidade. Considerando apenas os cinco machos que ndo apresentavam elevados
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percentuais de espermatozdides com problemas de morfologia, dois apresentaram
motilidade espermatica menor ou igual a 60%, no quinto dia de armazenamento. Quando o
sémen desses machos foi utilizado na IA, apds cinco dias de armazenamento, a fertilidade
foi inferior a dos demais machos, além de apresentarem decréscimos de 10% e 20% entre o
terceiro e quinto dia de armazenamento. Os outros trés machos ndo apresentaram
decréscimo na fertilidade ou tiveram uma reducdo maxima de 6%, entre o terceiro e quinto
dia de armazenamento. Segundo os autores, a reducao na fertilidade in vivo, entre o terceiro
e quinto dia de armazenamento, parece estar relacionada a magnitude da queda dos indices
de motilidade espermatica ao longo do armazenamento.

Ao estudar o efeito do tempo de armazenamento (0, 24, 48, 72 e 96h), em diferentes
temperaturas (25, 20, 15 ou 10°C), sobre a qualidade do sémen de 16 cachacos, Paulenz,
Kommisrud e Hofmo (2000) relataram uma variabilidade entre machos na sensibilidade ao
resfriamento. Foi verificada, pelos autores, a presenca de cachagos com menores e maiores
reducdes na motilidade espermadtica (6,6 versus 66,2%) e integridade de acrossoma (13
versus 43%) de zero até 96h de armazenamento a 10°C.

A razdo pela qual machos suinos apresentam diferengas na longevidade espermatica
in vitro ainda nao esta esclarecida. A longevidade, segundo Colenbrander et al. (2000), ¢
uma qualidade do sémen que difere entre os ejaculados, podendo também ser uma
particularidade do macho. Tem sido citado o possivel envolvimento de componentes do
plasma seminal (PS), bem como de componentes da propria célula espermética afetando a
longevidade do sémen (GADELLA et al., 1993).

Apesar da constatacdo da diferenga entre machos, em termos de longevidade
espermatica durante o resfriamento, para Colenbrander et al. (2000), poucos esfor¢os tém
sido feitos para investigar as possiveis causas dessa variabilidade.

Um dos aspectos que tem sido investigado ¢ a composi¢cdo lipidica do sémen.
Cerolini et al. (2000b), ao estudarem as alteragdes na viabilidade, susceptibilidade a
peroxidagdo e a composicdo dos acidos graxos da fracdo fosfolipidica do espermatozoide
suino, durante o resfriamento, constataram uma diminui¢do dos principais acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa (PUFAs), particularmente do 22:6n-3 (acido
docosahexandico), em detrimento de um aumento da concentragcdo dos saturados, ao longo

de cinco dias de armazenamento a 19°C. Ainda nao foi evidenciado se essas modificagdes
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ocorrem de modo desigual para os diferentes machos, mas Cerolini et al. (2000a)
observaram que a reducdo, em particular do 4cido docosahexandico, foi maior (-41% vs. -
31 e -26%) no grupos de cachagos cujas amostras de sémen apresentaram menor motilidade
espermatica (28% vs. 42 e 45%), ap6s o descongelamento.

Considerando a existéncia de variabilidade na sensibilidade do sémen ao
resfriamento e ao congelamento de diferentes cachagos, alguns estudos foram efetuados
para investigar a possivel correlacdo entre esses dois aspectos. Poderia ser importante, em
termos praticos, se fosse possivel selecionar machos com alta resisténcia ao congelamento,
através de sua menor sensibilidade ao resfriamento, ou vice-versa. Mariano (1988)
constatou que o grupo de cachagos com uma maior resisténcia ao resfriamento (>50% de
motilidade espermatica apos 48h a 15°C) também mostraram maiores valores percentuais
de motilidade e de acrossoma intacto, embora alguns desses machos apresentaram valores
inferiores a 30% de motilidade e 50% de acrossoma intacto, apds o descongelamento.
Ohata (2001) investigou se machos considerados como de Longa (>60% de motilidade
espermatica nas 168h) ou Curta (<60% de motilidade espermatica nas 48h) manutencao da
viabilidade durante o resfriamento a 15°C apresentavam diferengas na resposta ao
congelamento. Os doadores de Longa manutencdo da motilidade espermatica apresentaram
um percentual de acrossomas normais, apds descongelamento, superior (68,9%) aos de
Curta (61,7%). No entanto, ndo foi observada diferenca, entre os dois grupos de machos, na
motilidade espermatica apés descongelamento. E importante salientar que dentro do grupo
previamente considerado de Curta houve uma variagao na motilidade espermatica (46-55%)
semelhante ao que ocorreu no grupo Longa (46-59%), indicando que alguns machos
previamente selecionados como sendo de alta ou baixa sensibilidade ao resfriamento nao
apresentaram um comportamento similar, quando submetidos ao congelamento. Dessa
forma, parece que a selecido de doadores para o resfriamento ndo pode basear-se na
sensibilidade ao congelamento e vice-versa, sendo necessarios estudos investigando a

sensibilidade especifica a cada um destes procedimentos de conservagao do s€émen.

2.2 O plasma seminal e a funcio espermatica em suinos
Resultados contraditorios tém sido relatados no que se refere a influéncia do plasma

seminal sobre as fung¢des da célula espermatica.
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Alguns estudos tém mostrado a presenca de um fator inibidor da motilidade
espermatica no PS de suinos. Esse fator, ja purificado e parcialmente caracterizado
(IWAMOTO et al., 1992; STRZEZEK et al., 1992), ¢ um peptidio, componente de um
complexo glicoprotéico, provavelmente pertencente a familia das espermadesinas, que
causa a inibi¢do da motilidade, e induz mudang¢as na organizagdo molecular da membrana,
reduzindo a susceptibilidade do espermatozdide aos danos da peroxidacao lipidica
(KORDAN et al., 1998).

Por outro lado, tem sido demonstrado que a exposi¢cdo de espermatozdides suinos ao
PS possibilita uma melhora na sua motilidade. Guthrie, Maxweell e Johnson (2000)
verificaram que, em razdo da melhora observada na motilidade, na viabilidade e na
integridade acrossomal de espermatozoides submetidos a baixas ou altas dilui¢des, durante
o processo de congelamendo, na presenga do PS, o mesmo poderia ser usado como um
aditivo no diluente de descongelamento. Da mesma forma, uma melhora na motilidade
espermatica foi verificada com a adigdo de 10% de PS ao diluente de espermatozoides
sexados (MAXWELL, WELCH e JOHNSON, 1997).

Estudos de Moore e Hibbitt (1977) mostraram apenas um pequeno efeito do PS
sobre a motilidade espermatica e susceptibilidade espermatica ao choque térmico, embora
outros autores tenham observado um efeito benéfico do PS no aumento na resisténcia de
espermatozdides suinos aos danos causados pelo choque térmico. Ao realizar uma
incubacdo prévia de espermatozodides suinos epididimarios, com o PS, Berger e Clegg
(1985) observaram um aumento de 60 a 80% na resisténcia seminal ao choque térmico.
Butler e Roberts (1975) verificaram que, ap6s a ejaculacdo, os espermatozoédides sao
extremamente sensiveis ao choque térmico. Porém, segundo Graham (1994), a contribuigdo
do PS sobre esta mudancga da resisténcia espermatica, por ocasido da ejaculacdo, ainda ndo
¢ conhecida. Ao estudarem este fato, alguns pesquisadores (PURSEL, JOHNSON e
RAMPACEK, 1972; PURSEL, JOHNSON e SCHULMAN, 1972) verificaram que
espermatozoéides suinos adquirem resisténcia ao choque térmico quando incubados in vitro
a 30°C, mesmo na auséncia do plasma seminal. No entanto, 0 mecanismo que induz esta
resisténcia ainda nao é conhecido, mas segundo Pursel, Johnson e Schulman (1973), isto
ocorre devido a uma propriedade inerente da célula, embora a adi¢ao de PS possibilite uma

protecdo adicional contra o choque térmico. Ja para Tamuli e Watson (1992), o
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desenvolvimento da resisténcia das células espermaticas ao choque térmico nao depende da
presenca do PS.

Embora espermatozoides ejaculados sejam mais sensiveis ao processo de
congelamento que os epididimarios (BERGER e CLEGG, 1985; RATH e NIEMANN,
1997), ainda ndo esta comprovado se essa sensibilidade esta relacionada exclusivamente ao
contato com o PS (RATH e NIEMANN, 1997). Da mesma forma, dividas ainda existem
quanto a necessidade de remocao ou ndo do PS antes de realizar o congelamento do sémen.
Para Salamon (1973), a retirada do PS ndo levou a alteragdes na qualidade espermatica
apds o descongelamento. Da mesma forma, Fazano (1986) nd3o observou efeitos
prejudiciais sobre a célula espermatica, na auséncia ou nao do PS.

No entanto, apesar dessas observacdes, ha evidéncias de que o resfriamento e o
congelamento/descongelamento, entre outros processos, alteram a fungdo da célula
espermatica, ¢ que alguns desses efeitos podem estar associados com a remocdo do PS
(MAXWELL e JOHNSON, 1999). Proteinas especificas do PS, de origem epididiméaria ou
das glandulas anexas, segundo Rodriguez-Martinez e Eriksson (2000), t€ém capacidade de
inibir a desestabilizagdo da membrana espermatica, que ocorre, por exemplo, durante a
criopreservacao (WATSON e GREEN, 2000) ou a capacitacio (MAXWELL et al., 1998).
Assim, a desestabilizacdo ocorreria como uma conseqiiéncia da remog¢ao de uma parte das
proteinas seminais, as quais se associam perifericamente & membrana do espermatozoide
(CALVETE et al., 1997; MAXWELL e JOHNSON, 1999).

Consideraveis esforgos vém sendo aplicados no estudo dos componentes do PS,
especialmente as proteinas, e sua correlacdo com a fertilidade in vivo.

Diferengas protéicas foram detectadas por Killian, Chapman e Rogowski (1993), entre
o PS de touros de alta e baixa fertilidade. Estes pesquisadores demonstraram a presenga de
quatro proteinas no PS bovino, as quais possuem alta correlagdo (r= 0,89) com a fertilidade.

Em suinos, Flowers (1997) efetuou inseminagdes, utilizando a mistura da fragdo rica
em espermatozodides e do PS do macho dominante (progenitor da maioria dos leitdes) com as
fracdes e o PS de outros machos ndo dominantes, com o objetivo de verificar se a dominancia
estava relacionada ao espermatozdide ou ao PS. Para o autor, a maior sobrevivéncia
espermatica, no trato reprodutivo da fémea, dos espermatozdides do macho dominante ¢

explicada pelo PS, provavelmente pela sua composicdo, uma vez que o numero de leitdes
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oriundos com o uso do macho nao dominante foi maior, quando seus espermatozoides foram
misturados com o PS de um macho dominante. Estudos posteriores mostraram a existéncia de
correlagdo entre a concentragdo de duas proteinas do PS e os maiores percentuais de
penetragdo in vitro de odcitos e a paternidade das leitegadas, obtida apos a realizacdo de
inseminagdes heterospérmicas (FLOWERS, 1998).

Pelo fato de proteinas do PS serem consideradas capazes de influenciar a capacidade
de fecundacdo da célula espermatica suina (FLOWERS, 1997/98), tem sido sugerido que
algumas delas poderiam atuar como preditoras da fertilidade do macho (RODRIGUEZ-
MARTINEZ ¢ ERIKSSON, 2000). Entre essas proteinas seminais podem ser citadas as
espermadesinas, proteinas de baixo peso molecular (TOPFER-PETERSEN e CALVETE,
1996) que, apds serem secretadas pelas vesiculas seminais, se aderem ao espermatozoide,
por ocasido da ejaculagdo, e o acompanham in vitro (SANZ et al., 1993) e in vivo
(CALVETE et al., 1997), até o odcito (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1998), tendo um
papel importante no reconhecimento espermatozoide-zona pelacida (TOPFER-PETERSEN
et al., 2000; RODRIGUEZ-MARTINEZ ¢ ERIKSSON, 2000).

Diversos estudos in vitro, em diferentes espécies, tém sido realizados para analisar a
ocorréncia ou nao de efeito do PS homologo ou heterdlogo sobre algumas fungdes da célula
espermatica. Em processos de criopreservacdo do sémen suino, Sandoval et al. (1991)
investigaram um possivel efeito de protecdo do PS de machos de “boa congelabilidade” nas
células espermadticas de machos de “ma congelabilidade”. Grupos de ejaculados de machos
previamente selecionados como de boa ou de ma congelabilidade, de acordo com os
resultados pos-descongelamento, foram centrifugados e resuspendidos no proprio PS
(homologos) e no PS do grupo oposto (heterdlogos). Metade de cada grupo foi submetido
ao choque térmico apds 0, 60 e 120 minutos de incubag¢do a 38°C; a outra metade foi
congelada em macrotubos. A motilidade espermatica e a morfologia de acrossoma antes e
ap6és o choque térmico, e apds descongelamento, foram avaliadas. A origem do plasma
seminal ndo afetou a susceptibilidade do espermatozoide ao choque térmico, bem como ndo
foram alteradas as caracteristicas pos-descongelamento do sémen. Contudo, a incubacio
antes do choque térmico aumentou a resisténcia dos espermatozéides aos danos ocorridos
devido ao congelamento, independente da origem do plasma seminal, sendo este efeito

mais visivel nas células espermaticas dos machos de “ma congelabilidade”. Em eqiiinos,
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Aurich et al. (1996) observaram que a adi¢ao de 30% de PS, de machos com alta motilidade
espermatica pos-descongelamento, aos ejaculados de machos com baixa motilidade pos-
descongelamento aumentou significativamente a motilidade de 24,0 para 34,5%, e a
integridade de membrana de 27,0 para 34,3%. Ao contrario, o acréscimo de PS de machos
com baixa motilidade espermatica pds-descongelamento ao sémen de machos com alta
motilidade pds-descongelamento reduziu significativamente a motilidade de 36,0 para
30,0%, mas ndo afetou a integridade de membrana. Para os autores, a composi¢do
individual do PS afeta a resisténcia dos machos eqiiinos a criopreservacao do sémen,
embora os fatores seminais responsaveis ainda ndo sejam conhecidos. Na espécie bovina,
Henault et al. (1995) conduziram experimentos com o modelo de producao in vitro de
embrides e verificaram que adicionando a espermatozodides epididimarios de touros de
baixa fertilidade, PS de touros de alta fertilidade, a taxa de penetragdo in vitro de o6citos do
primeiro grupo foi melhorada significativamente, de forma a se igualar as taxas do grupo de
alta fertilidade. Por outro lado, ndo foi verificada, por Henault e Killian (1996), uma
melhora na capacidade de fecundagdo de espermatozdides ejaculados de touros de baixa
fertilidade com a adicdo de PS de touros com alta fertilidade. Para estes autores,
componentes do PS ligam-se fortemente a superficie espermatica, por ocasido da
ejaculacdo, sendo que os fatores inibidores da fertilidade demonstraram, aparentemente,
serem de dificil remog¢ao, por procedimentos simples de lavagem, ao serem comparados aos
fatores estimulantes, presentes nos machos de alta fertilidade. Na espécie ovina, tém sido
mostrado que a adsor¢ao de proteinas do PS estd envolvida na reversao e na prevengao dos
danos ocorridos na membrana espermdtica em decorréncia do choque térmico. Em um
primeiro estudo, Barrios et al. (2000) demonstraram que a adsor¢do de proteinas seminais,
particularmente de trés fracdes (3, 6 e 7), obtidas por cromatografia de exclusdo, podem
reverter os danos na membrana espermatica causados pelo choque térmico. Esta adsorgdo é
um processo concentragao-dependente, o qual induz a restauracdo da superficie da célula
espermdtica em relacdo a quantidade de proteina presente no meio de incubagio.
Diferencas observadas na composi¢do, entre as trés fragdes isoladas, resultaram
especialmente de uma banda principal de aproximadamente 20 kDa, a qual representa mais
de 40% do total de proteinas na fragdo 6, sendo menos proeminente nas outras duas fragdes.

Pelo fato da fracdo 6 ter mostrado a mais alta atividade, os autores sugerem que esta banda
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principal deve ser a responsavel pela capacidade de restauracdo da permeabilidade da
membrana espermdtica. Em outro estudo com ovinos, Pérez-P¢, Cebrian-Pérez e Muiio-
Balanco (2001) separaram os espermatozéides do PS, pelo procedimento dextran/swim-up,
obtendo um percentual de 72% de células viaveis, determinadas pela integridade da
membrana espermatica (IM) a fluorescéncia. Espermatozodides ja livres do PS foram
incubados, com a presenga (0,7, 1,4 ou 2,1 mg) ou nao (controle) de proteinas do PS (>3
kDa), antes de serem submetidos ao choque térmico. No grupo controle, os
espermatozdides foram fortemente afetados pelo choque térmico, mostrando uma reducao
no percentual de membranas intactas de 72,2 para 24,6%. Entretanto, com a adi¢do das
proteinas foi observado um efeito benéfico imediato na sobrevivéncia espermatica, em
todas as amostras avaliadas. Este efeito foi concentragdo-dependente, uma vez que o
percentual de células apresentando membrana intacta aumentou significativamente com o
aumento da concentragdo protéica, sendo ja verificado imediatamente apds o choque
térmico (Oh). Foi observada uma continuidade na prote¢do da membrana espermatica (40,5
para 42,6%; de 0 para 1h) no meio contendo a maior concentragdo de proteinas (2,1 mg),
apds uma lh de incubagdo a 20°C. No entanto, nas concentragdes de 0,7 (36,5 para 33,5%)
e 1,4 mg (43,3 para 34,9%) foi verificado um leve declinio. Foi também verificado neste
estudo, um efeito benéfico sobre a preservacao da viabilidade espermatica com a inclusao
de 25, 37 ou 75 uM de acidos graxos oléico-linol¢ico. Houve uma interacao positiva entre
estes acidos graxos e as proteinas do PS, sendo que com a adi¢do de 25 uM de 4cido oléico-
linoléico, na presenca de 2,1mg de proteinas, foi observado um aumento significativo de
espermatozdides com membranas integras de 37,2 para 50,7%, em relacdo as amostras
controle (25%), apos 1h de incubag¢do. Do mesmo modo, as proteinas do PS auxiliaram na
capacidade da vitamina E em melhorar a sobrevivéncia da célula espermatica. Um maior
percentual de espermatozoides com membrana integra (>57%) foi observado, logo apds o
choque térmico (Oh), na amostra contendo vitamina E (1,6 mM) e proteina (2,1 mg),
quando comparado ao valor (26%) obtido na amostra controle. Para os autores, a redu¢do
funcional observada nos espermatozoéides ovinos submetidos ao choque térmico, livres do
PS, poderia ser prevenida pela adi¢ao de proteinas seminais, o que levaria a manutengao de
elevados valores de células viaveis. No entanto, segundo os autores, os componentes do PS

que sdo responsaveis por esses efeitos ainda devem ser identificados.
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2.3 Avaliacao de sémen suino pelo teste de ligacao dos espermatozoides a um substrato
sintético

A estimativa visual do percentual de espermatozéides méveis (COLENBRANDER
e KEMP, 1991) e das alteracdes morfoldgicas (WOELDERS, 1991) sdo métodos simples e
rapidos para a avaliagdo da qualidade espermatica, e tém sido rotineiramente empregados
nas CIAs para selecionar os ejaculados destinados a IA (JOHNSON et al., 1996). No
entanto, o emprego desses testes ndo possibilita a identificagdo, a priori, do potencial de
fertilidade dos cachagos (RODRIGUEZ-MARTINEZ e ERIKSSON, 2000).

Testes que avaliam pardmetros diretamente relacionados a interacdo do
espermatozdide com a zona pelucida tém sido propostos como capazes de permitir uma
melhor predicdo da fertilidade do macho suino (WOELDERS, 1991). Entre estes testes,
tém sido citados o teste de hemizona (FAZELLI et al., 1995a; FERREIRA, 1998), ¢ os
testes de penetragdo (IVANOVA e MOLLOVA, 1993; MARTINEZ et al., 1998) ¢ de
fecundacao in vitro (MARTINEZ et al., 1993; XU et al., 1996b/1998).

Embora em outras espécies (FAZELLI et al., 1995b; FAZELLI et al., 1997), os
resultados obtidos com o teste de hemizona mostraram uma correlacdo com a fertilidade in
vivo, em suinos, Ferreira (1998) comparou os resultados do teste com os dados de
fecundagdo competitiva in vivo (inseminacao heterospérmica) € ndo observou uma
significativa associagdo entre a capacidade de ligagdo e o numero de fetos produzidos. Com
referéncia ao teste de penetracdo in vitro, alguns estudos ja mostraram a sua correlacio
significativa com a fertilidade do cachaco (IVANOVA e MOLLOVA, 1993; MARTINEZ
et al., 1998; GADEA, MATAS e LUCAS, 1998). Estudos com a fecundagao in vitro, em
suinos, mostraram que ha diferencas entre machos quanto a taxa de penetragdo, podendo
afetar os resultados da FIV (XU et al., 1996a).

Mais recentemente, um novo teste laboratorial, denominado SBA, foi desenvolvido
para avaliar a capacidade de ligacdo do espermatozdide ao odcito. Este teste de ligacao
consiste da avaliagdo da capacidade do espermatozoide em se ligar a um substrato sintético,
mimetizando a interacdo entre os gametas masculino e feminino, tendo o substrato uma
atuacdo homologa a da zona pelicida de o6citos de mamiferos, embora o mecanismo exato
desta interacdo ainda nao seja conhecido (BARBATO, CRAMER ¢ HAMMERSTEDT,
1988).
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O substrato sintético do teste SBA, a prosaposina ou glicoproteina-1 sulfatada
(SGP-1), ¢ uma proteina encontrada em grande quantidade no citoplasma e secrecdes das
células de Sertoli (AMANN, HAMMERSTEDT e SHABANOWITZ, 1999). Nas células de
Sertoli, a prosaposina ¢ sintetizada com uma forma precursora (65 a 67 kDa) e modificada
para uma forma secretora (70 kDa), tendo fungdes provavelmente diferentes (AMANN,
HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ, 1999). A funcao da prosaposina secretada nos
fluidos reprodutivos masculinos vem sendo elucidada, a partir do momento em que foi
demonstrado (HAMMERSTEDT, 1996; BARBATO, CRAMER ¢ HAMMERSTEDT,
1998) o seu envolvimento na ligagcdo do espermatozoide a membrana perivitelina do ovo de
galinha.

Inicialmente, Barbato, Cramer e Hammerstedt (1998) desenvolveram uma série de
testes de ligagdo espermadtica in vitro para avaliar a subfertilidade em galos, utilizando a
membrana perivitelina (MP) do ovo de galinha. Os primeiros dois testes utilizaram
segmentos intactos da MP de ovos de galinha sobre uma lamina ou um extrato solubilizado
da membrana contido dentro de uma microplaca. A detec¢do dos espermatozoides ligados
era efetuada por fluorescéncia, utilizando um corante DNA-especifico, sendo a contagem
dos mesmos realizada por um técnico treinado. Para o terceiro teste, foi desenvolvido um
aparelho fluorométrico leitor de microplaca, utilizando o extrato da MP do ovo da galinha
pré-corado, para a determinagdo dos espermatozoéides ligados. O uso do teste permitiu a
deteccao de diferencas na fertilidade entre quatro populagdes de galos, mostrando uma alta
correlacdo entre a ligacdo espermatica in vitro e a fertilidade. Também foi observada uma
baixa correlagdo com os outros parametros seminais € uma relacdo ndo linear entre os
resultados do teste e a fertilidade, com a identificacdo dos machos com baixa ligacao
espermatica e baixa fertilidade. Testes com outras espécies também foram efetuados, sendo
observado que tanto espermatozoides de galos como de perus podiam se ligar 8 MP de ovos
de galinhas. Ao avaliar a ligagdo de espermatozoides de galos e de alguns mamiferos
(touro, camundongo, cavalo e homem) a MP do ovo de galinha, foi verificada a existéncia
de uma regressdo altamente significativa entre a concentracdo espermatica e o nimero de
espermatozodides ligados. Espermatozoides ovinos imaturos (e imoveis), oriundos da cabega
do epididimo, mostraram uma baixa ligagao, similar a verificada com os oriundos da cauda

do epididimo, apos o descongelamento; espermatozoides isolados da cauda do epididimo,
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apresentando motilidade espermatica superior (>70%), mostraram maior capacidade de
ligacdo. Para os autores, o teste pode ser usado para a deteccao, e conseqiiente descarte de
amostras seminais ou de galos que possuem sémen aparentemente normal pelos testes
tradicionais de avaliacdo seminal, mas que diferem na capacidade de ligacdo do
espermatozodide a ZP, evitando, dessa forma, a realizacdo dos onerosos testes de progénie.

Barbato, Cramer ¢ Hammerstedt (1988) desenvolveram uma versdao comercial
(BioPore® - SBA) do teste de ligacao, similar ao terceiro da série de testes que os autores
haviam avaliado. Na versao comercial do teste SBA, espermatozdides capazes de se ligar
ao substrato sintético, um extrato da MP do ovo de galinha, sdo quantificados. Este extrato
da MP, enriquecido pela proteina de ligagdo, a prosaposina, ¢ conjugado a um corante
fluorescente. Apos incubagdo a 32°C (aves) ou 37°C (homem, touro e suino), durante 60
min, os espermatozoides que ficaram aderidos ao substrato sdo determinados por
fluorescéncia, apods coloragdo do seu DNA, sendo o valor expresso por massa de proteina
ligada.

Em perus, Gill et al. (1999) avaliaram o uso do teste BioPore® SBA para a
identificacdo de machos potencialmente subférteis. Os autores tiveram como objetivos: a) a
analise do efeito do armazenamento do sémen e da concentracdo espermatica sobre o
percentual de espermatozoéides ligados (EL) ao substrato; b) a classificacdo individual de
machos, como de baixa ou alta capacidade de ligacdo ao substrato, com base em trés
ejaculados avaliados por macho, e ¢) a determinagdo da existéncia ou ndo de correlacao
entre os resultados do teste SBA e a fertilidade dos machos. O armazenamento do sémen
por 24h mostrou uma reducdo significativa no percentual médio de EL (2,88% =+ 0,06)
comparado ao sémen in natura (5,24% = 0,15). Baseado apenas nas avaliagdes com sémen
in natura, o percentual de EL foi significativamente maior para as concentragdes 2 ou 4
milhdes de espermatozoides/mL do que para as outras trés (1, 6 ou 8). Considerando apenas
as duas concentragdes espermaticas (2 e 4 milhdes de espermatozdides/mL), o percentual
médio de EL foi de 094 a 5,38%. Nos testes efetuados com 4 milhdes de
espermatozdides/mL, os valores percentuais de ligagdo espermatica ao substrato variaram
de 0,11 a 12%. Diferencas significativas foram observadas entre os machos no percentual
de EL. Dois experimentos foram realizados para comparar a fertilidade e a eclosdo dos

ovos de peruas, apds inseminagdes com pool de sémen de subpopulacdes de perus,
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classificados de acordo com a sua capacidade de ligacdo espermatica ao substrato do teste
SBA. No primeiro experimento, a fertilidade e eclosdo médias foram significativamente
menores para as fémeas inseminadas com sémen de perus com baixo percentual de EL. No
outro experimento, a fertilidade de fémeas nado foi diferente com o uso do sémen de machos
com alto ou baixo percentual de ligacao, apos inseminagdes efetuadas durante as semanas
32 a 39. No entanto, um declinio consistente na eclosao foi verificado, apds 40 semanas de
idade, mas apenas para as fémeas inseminadas com sémen de perus com baixa ligagdo. Por
outro lado, com o uso do pool de s€émen de perus com alta ligagdo, a eclosdo permaneceu
elevada (>80%). Esses resultados tém uma importancia comercial visto que a maioria dos
perus mostra um declinio na fertilidade e eclosdo com o envelhecimento. Para os autores, o
teste SBA detecta diferengas na qualidade espermatica entre individuos, e que as mesmas
influenciam na fertilidade. Além disso, o SBA parece ser capaz de detectar mais
precocemente os machos (com 33 a 34 semanas de idade), cujo sémen poderia, com o
envelhecimento, levar a uma baixa fertilidade.

Na espécie humana, o teste SBA (BioPore®) foi usado para a avaliacdo dos danos
observados na célula espermadtica, decorrentes da criopreservagdo (AMANN et al., 1999a).
Os percentuais de EL variaram de <1 a 38% para o s€émen in natura (57 homens) e de <1 a
13% para o sémen congelado (34 homens). Avaliando o sémen in natura, houve uma
correlacdo significativa entre a motilidade espermatica e %EL no SBA, embora baixa,
sendo a motilidade associada a menos de 30% da variag@o no percentual de EL. No entanto,
¢ importante salientar que os resultados de motilidade espermadtica utilizados para a
determinagdo dessa correlagdo foram obtidos antes das amostras seminais serem incubadas.
Para o s€émen congelado, a correlagdao (r= 0,329) entre os dois parametros de avaliagdo foi
significativa, tendo a motilidade espermadtica explicado menos de 11% da variacdo no
percentual de EL. Considerando os dados do sémen in natura, foram observadas diferencas
significativas entre machos no percentual médio de EL, e foi, também, verificado um
coeficiente de variagdo de 31% para os ejaculados, dentro do mesmo doador (2 a 4
ejaculados/macho). Numa comparagdo direta, o percentual de EL foi menor para as
aliquotas de sémen congelado (2,2%) do que o apresentado pelas aliquotas do sémen in
natura (13,3%), obtidas dos mesmos doadores (n=17). Com base na correlagdo entre os

percentuais dos ELs de amostras do sémen in natura e do sémen congelado dos 17
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ejaculados (r= 0,527), foi concluido que a variacdo no percentual do EL para o sémen in
natura explicou menos de 30% da variacdo no percentual de EL para as amostras seminais
congeladas (= 0,278). Para os autores, o teste SBA pode ser utilizado como um
instrumento para o diagnéstico em humanos, embora, ainda deva ser determinado se
amostras seminais com baixo percentual de EL t€ém um baixo potencial fecundante.

Outros estudos tém utilizado o teste SBA para avaliar a ocorréncia de uma melhora
na capacidade de ligacdo dos espermatozdides, de diversas espécies, a zona pelucida e na
fertilidade, quando sdo expostos a um fragmento sintético da prosapsina (peptidio
FertPlus®).

Uma melhora na fertilidade foi observada apos a exposi¢do de espermatozoides de
peru ao peptidio, antes da IA (GILL, DONOGHUE ¢ AMANN, 2000). A exposi¢do a este
peptidio sintético também mostrou aumento na fertilidade do sémen congelado de galos
(HAMMERSTEDT et al., 2001) e de bovinos (AMANN, SEIDEL e BRINK, 1999). Em
alguns homens, foi relatada uma melhora na capacidade de ligagdo do espermatozoide ao
obcito, pela exposicdo in vitro de seus espermatozdides ao fragmento sintético da
prosaposina (AMANN et al, 1999b). Outros estudos efetuados com espermatozodides de
homens, touros e suinos também mostraram um efeito benéfico, na capacidade de ligacdo
espermatica ao substrato do teste SBA, ao serem expostos anteriormente ao peptidio
FertPlus® (AMANN, HAMMERSTEDT e SHABANOWITZ, 1999).

Embora o teste SBA ndo tenha sido utilizado exclusivamente para diferenciar
machos suinos quanto a fertilidade, ele j& foi usado para avaliar o efeito da adi¢do do
FertPlus® na fertilidade de machos suinos (AMANN, HAMMERSTEDT e
SHABANOWITZ, 1999). Estudos para averiguar quais sao os fatores que influenciam a
capacidade de ligagdo dos espermatozodides suinos ao substrato sintético do teste, além de
determinar se o mesmo permite a diferenciacdo do potencial de fertilidade dos machos, sdo

importantes na otimizacdo do emprego dos machos da espécie suina.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar se cachagos selecionados conforme o tempo de
manutengdo da motilidade espermatica (MOT) a 17°C, apresentavam o mesmo perfil em
coletas subsequentes, além de avaliar o comportamento das varidveis acrossomas normais
(NAR) e membranas integras (MI) durante o armazenamento. Cinco ejaculados de 30
machos foram analisados conforme a manutengdao da MOT a 17°C, sendo classificados em
trés tipos: MOT <60% nas 72h (EI); MOT >60% nas 72h ¢ <60% nas 144h (EII) e MOT
>60% nas 144h (EIII). Doze machos foram selecionados e distribuidos em trés grupos:
MAIOR, MEDIA ¢ MENOR sensibilidade espermatica ao resfriamento. O critério utilizado
foi que no minimo 4/5 dos ejaculados fossem classificados como EI para MAIOR, EII para
MEDIA e EIIl para MENOR. Em seguida, foram coletados cinco ejaculados de cada
macho, sendo a MOT avaliada a cada 24h, e NAR e MI nas 24, 72, 120 ¢ 168h. Machos
menos sensiveis ao resfriamento apresentaram menor variacdo na MOT dos seus ejaculados
do periodo pré- para o pds-selecdo. O coeficiente de variagdo foi menor para MI e NAR do
que para MOT. Diferencas entre os machos foram observadas desde as 24 até 168h para
MOT, nas 120 e 168h para MI e nas 72 e 168h para NAR. A MOT foi mais afetada que MI
¢ NAR durante o armazenamento de s€émen suino in vitro.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify if boars selected according to the
maintenance of sperm motility (MOT), at 17°C, showed the same pattern on subsequent
collections and to evaluate the behaviour of normal acrosomes (NAR) and plasma
membrane integrity (MI) during storage. Five ejaculates from 30 boars were evaluated
according to the time of maintenance of MOT at 17°C, and they were classified in three
types: MOT <60% at 72h (EI); MOT >60% at 72h and <60% at 144h (EII) and MOT >60%
at 144h (EII). Twelve boars were selected and classified, in three groups: HIGH,
INTERMEDIATE and LOW chilling sensitivity. The criterion used was that a minimum of
4 from 5 ejaculates was classified as EI for HIGH, EII for INTERMEDIATE and EIII for
LOW groups. After this, five ejaculates from each boar were collected and MOT was
evaluated each 24h, MI and NAR at 24, 72, 120 and 168h of storage. Males less sensitive to
cooling showed a lower variation concerning the MOT of their ejaculates, between pre- and
post-selection periods. The coefficient of variation of MI and NAR was lower than that of
MOT. Differences among males for MOT were observed from 24 up to 168h, at 120 and
168h for MI and at 72 and 168h for NAR. MOT was more affected than MI and NAR
during in vitro storage of swine semen.

Key words: chilling, motility, semen, swine

INTRODUCAO

Durante o armazenamento in vitro do sémen suino ¢ observada uma queda gradativa
na motilidade espermatica. A diferenca entre machos quanto a sensibilidade ao processo de
resfriamento ja foi reportada em suinos (MARIANO, 1988; PAULENZ, KOMMISRUD e
HOFMO, 2000), existindo machos cuja motilidade espermatica ¢ mantida por um periodo
maior de tempo, enquanto outros apresentam uma queda mais precoce (WABERSKI,
DIRKSEN e WEITZE, 1991). Doses de sémen de doadores, que mantém a viabilidade
espermatica in vitro por um maior periodo de tempo, poderiam ser utilizadas em situagdes
estratégicas de inseminagdo (BORTOLOZZO e WENTZ, 1997).

A fertilidade do macho ¢ de dificil predi¢do, sendo sugerida (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, ZHANG e LARSSON, 1997) a andlise combinada de diversos pardmetros

seminais para possibilitar uma estimativa mais exata do potencial fecundante do s€émen. No



33

entanto, por ser a fertilidade comprometida com valores de motilidade abaixo de 60%
(FLOWERS, 1997), este valor ¢ usualmente utilizado como referéncia para a utilizacao das
doses de s€émen na inseminacao artificial (IA) de suinos.

A estimativa visual da motilidade (COLENBRANDER e KEMP, 1990) e das
alteracdes de morfologia (PURSEL, JOHNSON e RAMPACEK, 1972; WOELDERS, 1991)
tém sido os testes mais comumente empregados para a avaliagdo da qualidade seminal.
Cada vez mais tém sido empregadas técnicas que permitem avaliar a integridade das
membranas, como as coloragdes fluorescentes (WOELDERS, 1991; JOHNSON,
MAXWELL e DOBRINSKY, 1996). Essas coloragdes, apesar de ndo serem de execucao
dificil, necessitam de equipamentos onerosos e de técnicos treinados, o que ainda restringe
sua utilizacdo ao campo experimental.

Este estudo teve como objetivo verificar se cachacos selecionados conforme o
tempo de manutengdo da viabilidade espermatica durante o armazenamento a 17°C, através
da avaliagao da motilidade, mantinham este padrao ao longo das coletas, e para avaliar o
comportamento dos pardmetros acrossomas normais € membranas integras, ao longo do

armazenamento e das coletas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados, como doadores de s€émen, machos suinos selecionados do plantel
de 170 animais de uma central de IA (CIA). A genética utilizada foi de uma linhagem
comercial constituida pelas racas Large White, Landrace e Pietrain. A freqiiéncia de coletas
dos machos, praticada como rotina na CIA, ¢ de uma coleta a cada sete dias, entre sete e
dez meses de idade, trés coletas a cada 14 dias dos 11 aos 12 meses e duas coletas a cada
sete dias a partir dos 13 meses.

Inicialmente, foi realizada a avaliagdo de 30 machos suinos, durante os meses de
janeiro a maio, com um intervalo médio de duas semanas entre as analises. Foi avaliada a
motilidade (MOT) de cinco ejaculados destes 30 machos, por um periodo de sete dias, a
17°C. Os ejaculados foram classificados em trés grupos, de acordo com o periodo de
manutengdo da MOT, sendo: MOT <60% nas 72h (EI); MOT >60% nas 72h e <60% nas
144h (EIT) e MOT >60% nas 144h (EIII). Dos 30 machos, foram selecionados 12, os quais

tinham entre 9 e 22 meses de idade. Os machos foram considerados como de maior
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(MAIOR), média (MEDIA) e menor (MENOR) sensibilidade espermatica ao resfriamento.
O critério utilizado foi que dos 5 ejaculados no minimo 4 fossem classificados como EI
para MAIOR, EII para MEDIA e EIIl para MENOR, respectivamente. Todos os ejaculados
dos machos selecionados apresentaram valores de MOT acima de 80%, na avaliagdo pds-
diluicao.

Em seguida, foram avaliados cinco ejaculados de cada um dos machos selecionados
(3, 4 ¢ 5 machos no grupo MAIOR, MEDIA e MENOR, respectivamente), durante o
periodo de junho a setembro, com um intervalo médio de trés semanas entre as analises. As
amostras de sémen, contendo trés bilhdes de espermatozoides em diluente BTS (Beltsville
Thawing Solution), foram armazenadas a 17°C. A avaliacdo da MOT foi efetuada a cada
24h durante sete dias de armazenamento. Os percentuais de acrossomas normais (PURSEL,
JOHNSON e RAMPACEK, 1972) e de membranas espermaticas integras (HARRISON e
VICKERS, 1990) foram avaliados nas 24, 72, 120 ¢ 168h de armazenamento.

A MOT foi avaliada entre lamina e laminula, em microscopio Optico (100x), a partir
de uma aliquota de 1 mL de sémen incubada em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Para a
avaliacdo dos acrossomas normais (NAR), uma aliquota de 20puL foi retirada da DI e
diluida em 0,5 mL de formol citrato a 2,94%. Posteriormente, uma gota do preparado foi
avaliada entre lamina e laminula em microscopio Optico de contraste de fase (1000x).
Foram examinadas 200 células de cada preparado. O percentual de membranas integras
(MI) foi avaliado por coloragcdo com diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de
propidio (PI), conforme Harrison e Vickers (1990). Uma solucdo contendo 950uL de
sémen da DI, 20uL de CFDA (20uM - Calbiochem, Lajolla, CA), 10uL de PI (7,3uM -
Sigma Chemical Co., Deisenhofen) e 20uL. de paraformaldeido (1,7 uM) foi incubada a
30°C durante 8 minutos. Apos a incubagao, uma aliquota de 4uL foi avaliada, entre 1amina
e laminula, em microscopio de epifluorescéncia (filtro EX/DM/BF= 450-490/510/520nm).
Foram analisadas 200 células espermadticas por amostra, sendo utilizados os critérios de
Ortman e Rodriguez-Martinez (1994) para a contagem das células com membranas
integras.

Para a comparagdo entre os machos, os dados referentes 8 MOT, NAR e MI foram
submetidos a analise de variancia pelo procedimento GLM (SAS, 1998). Quando o efeito

da semana de coleta foi significativo este permaneceu no modelo. Os dados foram
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submetidos a transformagdo arcoseno raiz quadrada, antes de serem submetidos a analise.
No entanto, as médias nao transformadas sdo apresentadas nos resultados. Foram avaliadas

as relagdes entre os parametros estudados pela correlagdo de Spearman (SAS, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 esta a distribuicio do ntimero de machos conforme o nimero de
ejaculados de cada tipo. O niimero de machos com 4 ou mais ejaculados de cada tipo foi
menor para os dois extremos de sensibilidade (EI e EIII), havendo uma maior concentracao
de machos no grupo de sensibilidade média (EII).

Considerando os 150 ejaculados armazenados ¢ examinados durante a pré-selecao,
22% apresentaram motilidade inferior a 60% nas 72h enquanto 73% dos ejaculados
estavam com motilidade inferior a 60% nas 144h de armazenamento, confirmando a
ocorréncia de queda de motilidade ao longo do armazenamento (WEITZE, 1991;
WABERSKI, DIRKSEN e WEITZE, 1991).

Na tabela 2 esta a distribuicdo do nimero de ejaculados de cada tipo verificado em
cada macho selecionado, antes e apds a sele¢do. Em 3 machos, foram coletados 4
ejaculados ao invés de 5, no periodo pos-selecdo. Os machos selecionados como sendo
mais sensiveis ao resfriamento (Grupo MAIOR) apresentaram alguns ejaculados de
sensibilidade média (tipo EII), com apenas 1 dos 15 ejaculados coletados sendo de menor
sensibilidade (tipo EIIl). Machos considerados menos sensiveis ao resfriamento (Grupo
MENOR) nao apresentaram nenhum ejaculado de maior sensibilidade (tipo EI), sendo os
que apresentaram menor mudanca de perfil no periodo pos-selecdo em relagdo ao pré-
selecdo. A maior variacdo foi observada nos machos de sensibilidade média (Grupo
MEDIA) que, no periodo pés-selecio, apresentaram aumento do niimero de ejaculados de
baixa sensibilidade (tipo EIIl). Dos 4 machos selecionados neste grupo MEDIA 2
comportaram-se como sendo do grupo MENOR.

Na Tabela 3 estdo os coeficientes de variacdo (CV) observados para MOT, MI e
NAR, de cada macho, no terceiro e sétimo dias de armazenamento. De um modo geral
houve um aumento gradativo no CV com o aumento do tempo de armazenamento. Os
menores CV foram observados para NAR, estando todos abaixo de 20% no 7° dia (Tabela

3). Os indices de MI apresentaram variagdo um pouco maior & do NAR, mas inferior a
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observada para MOT. Os trés machos do grupo MAIOR foram os que apresentaram alto
CV para MOT, ja nas 72h de avaliagdo, evidenciando uma maior variagdo entre seus
ejaculados. Machos do grupo MENOR foram os que apresentaram menores CV para MOT
(Tabela 3).

Considerando os dados das Tabelas 2 e 3, alguns machos apresentaram
comportamento diferente do observado no periodo pré-selecao, em termos de uniformidade
dos ejaculados, especialmente nos grupos MEDIA e MAIOR. Benson et al. (1967)
reportaram uma maior variagdo entre machos do que entre ejaculados do mesmo macho. No
entanto, em seu estudo, o sémen foi avaliado apenas durante 5Sh de manuteng¢ao a 38°C, nao
podendo ser comparado diretamente as avaliacdes efetuadas durante um longo tempo de
armazenamento, como foi o caso do presente estudo. De fato, como comentado
anteriormente, o0 CV aumentou com o tempo de armazenamento, dificultando o processo de
selecdo, pela diminui¢do da uniformidade dos ejaculados de um mesmo macho. As razdes
pelas quais os diferentes ejaculados de um mesmo macho apresentam variacdo na
manutencdo da motilidade, durante o resfriamento, ainda nao sdo conhecidas. Considerando
que espermatozoides ejaculados adquirem maior sensibilidade ao choque térmico ao
percorrerem os tubulos epididimarios, segundo Watson (1995), a diferenca na freqiiéncia de
coletas e a duragdo do transito espermatico no epididimo poderiam contribuir para a
varia¢do dos ejaculados de um mesmo macho. A variagdo entre ejaculados de um mesmo
macho também foi observada na capacidade dos espermatozoides em se ligar a zona
pelicida, levando Harrison (1997) a apresentar a hipdtese de que o conteudo de
espermadesinas esteja envolvido, o que denotaria, diferengas na composicao do plasma
seminal de um ejaculado para outro. O fato das espermadesinas estarem ou ndo envolvidas
com a sensibilidade ao resfriamento, ainda ndo foi estudado.

Especula-se que a redugdo na viabilidade espermatica in vitro esteja relacionada ao
decréscimo dos acidos graxos polinsaturados, conforme observado por Cerolini, Maldjian e
Surai (2000), durante o armazenamento do sémen suino. A peroxidacdo dos lipidios da
membrana espermdtica também parece estar envolvida nas alteragdes estruturais e
bioquimicas ocorridas durante o resfriamento (JONES e MANN, 1997), levando a perda da
permeabilidade seletiva da membrana (DE LEEUW, COLENBRANDER e VERKLEIJ,
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1991). No entanto, ndo ha estudos que tenham investigado se estes aspectos diferem entre
machos ou entre ejaculados de um mesmo macho.

A diferenca de resposta entre ejaculados de um mesmo macho revela a dificuldade
em efetuar uma classificacdo dos machos conforme a sensibilidade ao resfriamento,
objetivo do presente estudo. Kennedy ¢ Wilkins (1984) chamaram a ateng¢do para o fato da
avaliagdo de um unico ejaculado nao ser um bom indicativo do potencial produtivo do
macho, pois os pardmetros de avaliagdo seminal apresentam baixa repetibilidade, sendo de
0,21 para a motilidade. Para ter uma estimativa mais precisa do potencial de produ¢do de
doses inseminantes, estes autores recomendaram a coleta de 9 a 15 ejaculados. No presente
estudo, se forem considerados os 10 ejaculados coletados dos 12 machos, nos periodos pré-
e pos-selecdo, aqueles considerados menos sensiveis (grupo MENOR) foram os que
apresentaram, no total, um maior numero de ejaculados do tipo esperado (Tabela 2).

Nas Tabelas 4, 5 e 6 estdo os percentuais médios de MOT, MI e NAR,
respectivamente, para cada macho selecionado. Apesar de terem sido efetuadas avaliagdes
diarias para MOT, somente sdo apresentados os dados dos dias em que foram avaliados os
trés parametros, de modo a estabelecer um paralelo entre eles. Foi observado, de modo
geral, que os machos dos grupos MEDIA ¢ MENOR nio diferem estatisticamente (P>0,05),
em termos de MOT, MI e NAR. Conforme salientado anteriormente, dos machos
selecionados para o grupo MEDIA alguns apresentaram comportamento semelhante aos do
grupo MENOR, sendo evidenciado pelos indices de MOT préximos ou acima de 60%, no
7° dia (machos 6 e 7; Tabela 4). O macho 9, apesar de ter apresentado todos os ejaculados
do tipo MEDIA (EII), no poés-selecdo (Tabela 2), apresentou queda acentuada da MOT no
5% e 7° dias (Tabela 4).

O percentual médio de MI, para todos os machos, nas 24h de armazenamento, foi de
77%, similar ao valor de 74% observado por Ortman e Rodriguez-Martinez (1994), logo
apos a diluigdo do sémen.

Embora os valores de MI sejam, de modo geral, superiores aos de MOT, diferencas
maiores entre estes dois pardmetros, aparecem no 5° e 7° dias para os machos MEDIA e
MENOR. Nos machos MAIOR a queda da MOT ¢ mais acentuada que a da MI, fazendo
com que as diferencas entre os dois parametros se acentuem ao longo do

armazenamento.(Tabelas 4 ¢ 5).
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Os machos apresentaram diferentes percentuais de MOT, em todos os dias de
avaliacdo, mas diferiram em termos de MI, no 5° e 7° dias (Tabelas 4 ¢ 5), e de NAR, no 3°
e 7° dias (Tabela 6) de armazenamento. De modo geral, os valores de NAR foram elevados,
mesmo apds 7 dias de armazenamento. Nao foi observado nenhum valor individual de
NAR abaixo de 80%, nas 72h de armazenamento, mesmo para os machos de MEDIA ou
MAIOR sensibilidade ao resfriamento. Assim, alguns machos que diferiram em termos de
MOT apresentaram percentuais de NAR semelhantes (Tabelas 4 e 6).

Cabe salientar que os machos nao foram selecionados por diferencas estatisticas em
seus parametros, mas considerando um valor minimo de 60% de motilidade, abaixo do qual
pode haver uma queda na eficiéncia reprodutiva (FLOWERS, 1997). Se for efetuado um
paralelo para MI, do total de 228 avaliacdes efetuadas, compreendendo o 1°, 3°, 5° e 7° dias,
33 (14,5%) valores estiveram abaixo de 60%, ao longo do armazenamento. Dos 20 valores
com esta caracteristica, observados nas 168h, 11 foram oriundos de machos de MAIOR
sensibilidade ¢ 4 de um macho MEDIA (macho 9). Na Tabela 4, pode ser observado que
este macho também apresentou valores de MOT baixos no 5° e 7° dias. Em termos de NAR,
19 (8,3%) valores individuais foram abaixo de 85%. Quinze destes valores foram
observados nas 168h de avaliagdo, 7 dos quais oriundos dos trés machos de MAIOR
sensibilidade. Desta forma, os machos selecionados como sendo os mais sensiveis ao
resfriamento, em termos de MOT, foram também os responsaveis por boa parte dos valores
baixos de MI e NAR.

Nao houve correlagdo significativa entre MOT, NAR e MI, na avaliacio efetuada
nas 24h (Tabela 7). Correlagdes significativas (P<0,01) foram verificadas, a partir das 72h
(NAR e MI; NAR e MOT) ou 120h (MOT e MI).

A correlacdo entre parametros de avaliagdo seminal parece controversa pois Baltes
(1993), analisando sémen suino durante cinco dias de armazenamento a 17°C, ndo verificou
correlagdo significativa entre MI, NAR e MOT, enquanto Zou e Yang (2000) observaram
alta correlagdo. Segundo Jeyendran e Zaneveld (1993), a existéncia ou ndo de correlagdo
entre parametros de viabilidade espermatica ndo invalida a utilizagdo de um dos testes, pois
varios aspectos estdo envolvidos na fun¢do espermatica, os quais podem ser avaliados por
um teste, mas nao por outro. Para Holt (2000), a integridade da membrana acrossomica nao

reflete necessariamente a integridade da membrana plasmatica, a qual parece ser mais labil
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(HARRISON e VICKERS, 1990; ORTMAN ¢ RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994), o que
poderia explicar a ocorréncia de espermatozdides com o acrossoma morfologicamente
normal, mas com a integridade da membrana plasmatica e a motilidade alteradas. A medida
que as doses de s€émen permaneceram mais tempo armazenadas, a MOT, MI e NAR foram
comprometidos, embora em diferente intensidade, o que poderia explicar o aumento dos
valores de correlagdo, observado no presente estudo, para alguns destes parametros,
acompanhando o envelhecimento in vitro do s€émen.

Os bons resultados de fertilidade verificados, em alguns casos, apds inseminagdes
realizadas com 24 ou mais horas antes da ovula¢ao (SOEDE, WETZELS e ZONDAG,
1995; UEMOTO, 1999) levantam a possibilidade de que estes aspectos poderiam estar
relacionados, ao menos em parte, com a maior duragdo da viabilidade dos espermatozoides
de determinados machos no trato reprodutivo feminino. Sob o ponto de vista pratico, seria
importante realizar estudos para verificar se ha ou ndo correlacdo entre a duragdo da
viabilidade da célula espermadtica in vitro e in vivo. Se essa correlagdo existir, a utilizacao
de machos com maior sobrevivéncia espermatica in vitro traria garantia de bons indices de
fertilidade, em casos de intervalos inseminagdo-ovula¢do superiores a 24h ou para

inseminagdes intrauterinas, com menor numero de espermatozoides por dose.

CONCLUSOES

Machos selecionados como tendo menor sensibilidade espermatica ao resfriamento
apresentaram menor variagdo nas caracteristicas dos ejaculados do periodo pré- para o pos-
selecdo. A motilidade ¢ o parametro mais afetado no sémen resfriado e o que mais variou
entre machos e entre ejaculados de um mesmo macho. As diferengas observadas entre
machos em termos de motilidade nem sempre sdao acompanhadas por diferengas na

integridade de membrana e de acrossomas normais.
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Tabela 1 - Distribui¢do dos 30 machos avaliados na pré-selecdo de acordo com o

numero de ejaculados de cada tipo.

Tipode Numero de machos conforme o niimero de ejaculados de cada tipo

ejaculado 0/5 1/5 2/5 3/5 4/5 5/5
EIl 17 6 2 0 2 3
Ell 5 6 3 5 6 5
EIII 13 8 4 0 3 2

EI= motilidade <60% nas 72h
EIl= motilidade >60% nas 72h e <60% nas 144h
EIll= motilidade >60% nas 144h
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Tabela 2 - Niimero de ejaculados de cada tipo observados nos 12 machos selecionados.

Pré-selecao Pos-selegao
Grupos ~ Machos EI EIl EIII EI EIl EIII
MENOR 1 0 1 4 0 1 4
MENOR 2 0 1 4 0 0 5
MENOR 3 0 1 4 0 2 3
MENOR 4 0 0 5 0 0 5
MENOR 5 0 0 5 0 0 4
MEDIA 6 0 4 1 0 0 4
MEDIA 7 1 4 0 0 1 4
MEDIA 8 0 5 0 1 1 3
MEDIA 9 0 5 0 0 4 0
MAIOR 10 4 1 0 3 2 0
MAIOR 11 5 0 0 2 2 1
MAIOR 12 5 0 0 3 2 0

EI= motilidade <60% nas 72h (minimo 4/5 ejaculados para grupo MAIOR na pré-
selecao)

EIl= motilidade >60% nas 72h e <60% nas 144h (minimo 4/5 ejaculados para grupo
MEDIA na pré-selego)

Elll= motilidade >60% nas 144h (minimo 4/5 ejaculados para grupo MENOR na pré-

selecao)



Tabela 3 - Coeficientes de variacdo da motilidade (MOT), membranas integras (MI) e
acrossomas normais (NAR) no terceiro e sétimo dia de armazenamento do
sémen de machos suinos selecionados de acordo com a manutencao da
motilidade in vitro.
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MOT MI NAR

Grupos Machos 3°dia 7° dia 3°dia 7° dia 3°dia 7° dia
MENOR 1 12% 57% 15% 16% 1% 6%
MENOR 2 6% 13% 8% 10% 1% 11%
MENOR 3 10% 57% 7% 16% 1% 3%
MENOR 4 7% 11% 5% 17% 3% 7%
MENOR 5 10% 16% 6% 9% 2% 7%
MEDIA 6 12% 67% 5% 44% 1% 7%
MEDIA 7 17% 77% 9% 9% 3% 4%
MEDIA 8 15% 61% 9% 21% 2% 8%
MEDIA 9 13% 212% 4% 30% 2% 8%
MAIOR 10 77% 316% 3% 19% 2% 11%
MAIOR 11 70% 197% 19% 53% 3% 19%
MAIOR 12 116%  316% 16% 44% 7% 13%

MENOR = minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 144h na pré-selecao
MEDIA= minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 72h e <60% nas 144h na pré-selecio
MAIOR= minimo 4/5 ejaculados MOT <60% nas 72h na pré-selecao



Tabela 4 - Percentuais de motilidade do s€émen dos 12 machos selecionados, ao longo

do armazenamento a 17°C em BTS (média + desvio-padrio).
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Grupos  Machos 1° dia 3°dia 5° dia 7° dia
MENOR 1 87 + 4,5ab 79 + 8,9a 73 +6,7a 57 +29,7a
MENOR 2 89 +22a 77 + 4,52 71 +42a 65+ 3,5a
MENOR 3 81+42abc 73 +5,7ab 57+27,3ab 50+ 29,4ab
MENOR 4 86 + 4,2ab 76 + 6,5a 73+5,7a 63 +8.,4a
MENOR 5 86 + 2,5ab 80+ 6,5a 75+7,1a 67 +10,4a
MEDIA 6 81 +4,8abc 75+ 6,5ab 70+ 7,1a 66 + 6,3a
MEDIA 7 81+89abc  76+74a 64 + 7,4ab 58 +19,2a
MEDIA 8 72+£13,0bcd 68+ 14,0abc 62+ 12,0ab 50+ 13,2ab
MEDIA 9 85 + 5,0ab 75+ 10,4ab  39+29,5abc 0,0+ 0,0c
MAIOR 10 63+£20,5d  42+34,7bc  80+179c  2,0+45c
MAIOR 11 72+£7,6bcd  54+22,5abc  34+31,5bc  18+22,5bc
MAIOR 12 66 +10,8cd 37 +28,4c 2,0+4,5¢c 0,0 = 0,0c

MENOR = minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 144h na pré-selecao

MEDIA= minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 72h e <60% nas 144h na pré-selecio

MAIOR= minimo 4/5 ejaculados MOT <60% nas 72h na pré-selecao

a, b, ¢, d na coluna (P<0,05)



Tabela 5 - Percentuais de membranas espermaticas integras do s€émen dos 12 machos
selecionados, ao longo do armazenamento a 17°C em BTS (média + desvio-

padrdo).

Grupos  Machos 1° dia 3°dia 5° dia 7° dia
MENOR 1 78+1,2  80%11,7 77 + 6,4ab 67 + 10,6a
MENOR 2 76 + 8,6 78 + 6,3 77 + 7,6ab 74 +77a
MENOR 3 75+ 1,7 72 + 4,8 72 + 6,0ab 64 + 10,3a
MENOR 4 77 + 8,6 77 +3,5 78 + 6,7ab 75+ 12,9a
MENOR 5 80 + 5,4 78 + 4,8 77 + 13,0ab 72 + 6,5a
MEDIA 6 82 +5,0 79 +3.,9 81+3,7a 64 + 28,5a
MEDIA 7 71 +8,7 78 + 6,7 74 + 8,5ab 75 + 6,5a
MEDIA 8 74+9.7 76+ 7,1 73 + 11,6ab 60 + 12.8ab
MEDIA 9 75+ 8.4 78 + 3.4 55+ 10,5bc 24 +72¢
MAIOR 10 77 + 7,4 79425 70 + 9,9ab 49 + 9, 7abc
MAIOR 11 76+59  66+12,6 47 +21,9¢ 50 + 26,6abc
MAIOR 12 77+6,4  67+104 46 +5,1c 29 + 13,0bc

MENOR = minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 144h na pré-selecao
MEDIA= minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 72h e <60% nas 144h na pré-selecio
MAIOR= minimo 4/5 ejaculados MOT <60% nas 72h na pré-sele¢dao

a, b, ¢ na coluna (P<0,05)



Tabela 6 - Percentuais de acrossomas normais do sémen dos 12 machos selecionados,
ao longo do armazenamento a 17°C em BTS (média + desvio-padrio).
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Grupos  Machos 1° dia 3°dia 5°dia 7° dia
MENOR 1 97 + 1,4 96 + 0,6a 92 +3,3 92 + 5,2ab
MENOR 2 97+ 1,5 96+ 1,1a 94+22 88 +9,7abc
MENOR 3 96 + 2,0 94 + 2,9ab 92 +2,8 93 + 3,0ab
MENOR 4 97 +1,2 97 +1,7a 94 + 3,6 93 + 6,4ab
MENOR 5 98 + 1,0 96 + 1,6a 94+ 3,1 92 + 6,0abc
MEDIA 6 97 + 1,4 95+ 1,1ab 93 +3,1 90 + 6,6abc
MEDIA 7 97+ 1,9 95 + 2,6ab 94 + 4,3 94+ 4. 1a
MEDIA 8 96 + 1,1 96 +2.1a 90 + 7,8 89 + 7,1abc
MEDIA 9 95+ 3,7 94 + 1,7ab 91 +2,7 82 + 6,9abc
MAIOR 10 98 + 1,6 95 + 1,6ab 93 + 3,3 85 £9,1labc
MAIOR 11 96 + 2,2 94 + 2,6ab 88 £ 11,5 79 + 14,7¢
MAIOR 12 97 + 1,6 90 + 6,0b 84+78 80 + 10,3bc

MENOR = minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 144h na pré-selecao
MEDIA= minimo 4/5 ejaculados MOT >60% nas 72h e <60% nas 144h na pré-selecio
MAIOR= minimo 4/5 ejaculados MOT <60% nas 72h na pré-selecao

a, b, ¢ na coluna (P<0,05)
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Tabela 7 - Correlagdao entre motilidade, acrossomas normais (NAR) e integridade de
membrana (MI) de sémen suino resfriado a 17°C, nos diversos momentos

de avaliagao.

Motilidade NAR
24h 72h 120h 168h 24h 72h 120h  168h
MI 0,226 0,257 0,586 0,737 -0,005 0,374 0,429 0,568
P 0,122 0,078  <0,001 <0,001 0,974 0,009 0,002 <0,001

NAR -0,031 0,451 0,410 0,371 - - - -
P 0,835 0,001 0,004 0,009
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar um possivel efeito do plasma seminal (PS) na
sensibilidade espermatica ao resfriamento, a partir da troca cruzada de PS, entre cachacos
com diferente manutencdo da motilidade (MOT) a 17°C. Foram utilizados como doadores
de s€men cinco cachacos selecionados previamente, de um total de 30 machos, conforme a
MOT do sémen avaliada durante sete dias de armazenamento a 17°C, e classificados como:
menor (MES - MOT >60% apds 144 horas) e maior sensibilidade ao resfriamento (MAS -
MOT <60% nas 72 horas). Ejaculados dos machos MAS e MES foram distribuidos em seis
tratamentos, com cinco repeticdes cada. Nos tratamentos T1 e T3, o sémen dos machos
MES e MAS, respectivamente, foram processados de acordo com o protocolo
convencional. Foi efetuada centrifugacdo (800g por 10 min) e adicdo do PS (10mL)
homologo para os espermatozoides MES e MAS, respectivamente, nos T2 ¢ T4. Apos a
centrifugacdo, foi realizada a troca do PS, sendo que espermatozoides dos machos MES
foram expostos ao PS dos machos MAS (T5) e o PS dos machos MES foi adicionado aos
espermatozoides dos machos MAS (T6). As doses de sémen, diluidas em BTS, contendo trés
bilhdes de espermatozodides e distribuidas de acordo com os tratamentos descritos foram
avaliadas durante sete dias de conservacdo. A MOT foi avaliada a cada 24 horas. Os
percentuais de acrossomas normais (NAR) e de membranas integras (IM) foram avaliados nas
24, 72, 120 e 168 horas. Diferencas significativas (P= 0,038) na MOT, entre os machos

MES (T1) e MAS (T3), foram observadas ap6s armazenamento de 48 horas. Em termos de

* Setor de suinos, Faculdade de Veterinaria da UFRGS, Av. Bento Gongalves, 9090, CEP: 91540-000. Porto Alegre/RS. E-mail:
grreis@hotmail.com — Autor para correspondéncia.
- Dept® de Zootecnia, Faculdade de Agronomia da UFRGS, Av. Bento Gongalves, 7712, CEP: 91540-000. Porto Alegre/RS.
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IM, foi verificado um maior percentual (P= 0,027), para os machos MES, na avaliagao
efetuada nas 120 horas. Diferencas significativas (P<0,01) no NAR, foram também
verificadas, para os machos MAS, embora somente nas 72 horas, quando o ejaculado
desses machos foi submetido a centrifugagdo e adicdo de PS homologo ou heterdlogo. Nao
foram observadas alteragcdes na MOT e na IM, quando foi efetuada a troca de PS entre os
machos MES e MAS. Os espermatozéides oriundos dos machos MAS apresentaram
diminuicdo de 11% na MOT nas 24 horas, quando submetidos a centrifugagdo, ao passo
que espermatozodides oriundos dos machos MES apresentaram diminuicao de 16% na MOT
(P= 0,054), porém somente nas 168 horas. Uma diminui¢cdo da IM, embora somente nas
168 horas, foi também observada, tanto para os machos MES como para os MAS (P<0,01),
quando o sémen destes machos foi centrifugado e adicionado de PS homdlogo ou
heterdlogo. A centrifugagdo, utilizada durante o processamento de troca do PS, entre
machos com diferente sensibilidade ao resfriamento, tem efeitos deletérios sobre a
motilidade e a integridade de membrana da célula espermatica, sobretudo para os machos
MAS. Nao foi possivel reverter a maior sensibilidade ao resfriamento de espermatozoides
suinos, apds a ejaculacdo, com a adicdo de 10% do PS de machos com sémen de menor
sensibilidade.

Palavras-chave: espermatozoide, motilidade, plasma seminal, resfriamento, suino

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate a possible effect of seminal plasma (PS)
on sperm chilling sensitivity, through changing of PS, between boars with different
maintenance of motility (MOT), at 17°C. Five boars were selected in advance, from 30
boars, according to the maintenance of MOT evaluated during seven days of conservation
at 17°C, and the boars were classified in: low (MES - MOT >60% at 144 hours) and high
(MAS — MOT <60% at 72 hours) chilling sensitivity. Ejaculates of MAS and MES were
distributed in six treatments, with five replications each one. In T1 and T3, semen from
boars MES and MAS, respectively, were processed according to the conventional protocol.
Centrifugation (800g for 10 min) was performed and homologous PS (10mL) was added to
sperm MES and MAS, respectively, in T2 and T4. After centrifugation, sperm from boars
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MES was exposed to PS from boars MAS (T5) and the PS of boars MES was added to
sperm of boars MAS (T6). Doses of semen, diluted in BTS, with three billions of sperm
and distributed according to the treatments described above were evaluated during seven
days of conservation. Sperm motility was evaluated each 24 hours. The percentages of
normal acrosomes (NAR) and intact membranes (IM) were evaluated at 24, 72, 120 and
168 hours. Significant differences (P= 0.038) in MOT, between boars MES (T1) and MAS
(T3), were observed after 48 hours of storage. Boars MES had a higher percentual of IM
(P=0.027) at 120 hours. Significant decrease (P<0.01) in NAR was also verified for boars
MAS, although only at 72 hours, when their semen was submitted to centrifugation and
addition of PS homologous or heterologous. No alterations in MOT and in IM were
observed when PS was changed between MES and MAS boars. Sperm from boars MAS
had a reduction of 11% in MOT (P<0.005) already at 24 hours, when it was submitted to
centrifugation, while sperm from boars MES had a reduction of 16% in MOT (P= 0.054),
only at 168 hours. Reduction of IM, although only at 168 hours, was also observed, for
MES and MAS boars (P<0.001), when semen was centrifuged and added of PS
homologous or heterologous. Centrifugation used during the processing for changing of PS,
between boars with different chilling sensitivity, has deleterious effects on motility and
membrane integrity of sperm, mainly to MAS boars. It was not possible to reverse the
higher chilling sensitivity of ejaculated swine sperm, with the addition of seminal plasma of
more resistant boars.

Key words: chilling, motility, seminal plasma, spermatozoa, swine

INTRODUCAO

Embora os efeitos do plasma seminal (PS) sobre a fun¢do da célula espermatica
suina tenham sido amplamente estudados, os resultados ainda sdo contraditorios. Estudos
tém mostrado que ha um fator inibidor da motilidade no PS de suinos (IWAMOTO et al.,
1992; KORDAN et al., 1998). Entretanto, uma melhora na motilidade tem sido observada
com a adicdo de PS no diluente de espermatozdides descongelados (GUTHRIE,
MAXWELL e JOHNSON, 2000) ou sexados (MAXWELL, WELCH e JOHNSON, 1997).

Também tem sido reportado como um efeito benéfico do PS o aumento na resisténcia do
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espermatozdide aos danos do choque térmico (PURSEL, JOHNSON e SCHULMAN, 1973;
BERGER e CLEGG, 1985), embora a remocao ou ndo do PS, durante o processo do
congelamento, ndo afete a viabilidade espermatica pds-descongelamento (SALAMON,
1973; FAZANO, 1986). Embora espermatozdides ejaculados sejam mais sensiveis ao
congelamento do que os epididimarios (BERGER e CLEGG, 1985), ainda ndo foi
comprovado se essa maior sensibilidade depende, exclusivamente, do contato com o PS
(RATH e NIEMANN, 1997). Apesar de ndo se saber, exatamente, quais os fatores que
sensibilizam ou promovem a resisténcia espermatica, deve-se considerar a presenca de
proteinas seminais, que interajam com a membrana plasmatica (MOORE, HALL e
HIBBITT, 1976), assim como a variagdo na composi¢do do PS entre machos (PEREZ-PE
et al., 2001).

Mesmo sabendo-se que em suinos existe uma relagdo entre as proteinas do PS e a
fertilidade dos machos (ASH et al., 1994; FLOWERS, 1997/1998), ainda ndo ¢ conhecido
se esses componentes seminais estao envolvidos na sensibilidade dos espermatozoides ao
resfriamento. Assim, este estudo se propde a verificar um possivel efeito do PS na
sensibilidade espermatica ao resfriamento, a partir da troca cruzada de PS, entre doadores
de sémen com diferente manuten¢do da motilidade durante a conservagao a 17°C. Como a
centrifugacdo do sémen ¢ um dos passos necessarios para efetuar a troca cruzada de PS, seu

efeito sobre a viabilidade espermatica também foi avaliado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados como doadores de sémen cinco machos selecionados a partir da
avaliacdo de 30 machos de uma central de IA. A escolha foi baseada na motilidade (MOT)
de cinco ejaculados de cada macho, coletados a cada duas semanas, e avaliada durante sete
dias de armazenamento em diluente BTS (Beltsville Thawing Solution) a 17°C.

Os machos utilizados apresentaram MOT 2>60% apds 144 horas (menor
sensibilidade ao resfriamento - MES) e MOT <60% nas 72 horas (maior sensibilidade ao
resfriamento — MAS). Ejaculados dos machos MAS e MES foram distribuidos em seis
tratamentos, com cinco repeti¢des cada.

T1: sémen de machos MES, procedimento convencional
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T2: s€émen de machos MES, centrifugacdo, adigao de PS de machos MES
T3: s€émen de machos MAS, procedimento convencional

T4: sémen de machos MAS, centrifugacdo, adicdo de PS de machos MAS
T5: sémen de machos MES, centrifugacao, adi¢do de PS de machos MAS
T6: sémen de machos MAS, centrifugagdo, adicdo de PS de machos MES

Nos tratamentos T1 e T3, o s€émen dos machos MES e MAS, respectivamente,
foram processados de acordo com o protocolo convencional, isto ¢, foi imediatamente
diluido em BTS, em doses de 100mL, sem ser submetido a centrifuga¢do. Para os outros
tratamentos, o PS foi obtido por centrifugacdo (800g por 10 min) dos ejaculados dos machos
MES e MAS. O PS obtido apds a primeira centrifugacao foi novamente centrifugado (15009
por 10 min) para remog¢do dos espermatozdides remanescentes. Imediatamente apds a
centrifugacdo, os espermatozoides foram diluidos com BTS, num volume similar ao do PS
retirado, processando quatro solu¢des pré-diluidas (SPDs). Apoés a determinagdo da
concentracao espermatica, de cada SPD, foram preparadas as doses de sémen (DSs)
homologas e heterdlogas, com a adigdo de 10mL de PS correspondente, e o volume final de
100mL foi completado com diluente.

As DSs, contendo trés bilhdes de espermatozoides, foram avaliadas durante um
periodo de 168 horas de armazenamento in vitro. A avaliacdo da MOT foi efetuada a cada
24 horas. Os percentuais de acrossomas normais (PURSEL, JOHNSON e RAMPACEK,
1972) e de membranas integras (IM) foram avaliados nas 24, 72, 120 e 168 horas. A MOT
foi avaliada entre lamina e laminula, em microscopio optico (100x), a partir de uma
aliquota de 1mL de sémen incubada em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Para a
avaliacdo dos acrossomas com borda apical normal (NAR), uma aliquota de 20uL foi
retirada das DSs e diluida em 0,5mL de formol citrato a 2,94%. Posteriormente, uma gota
do preparado foi avaliada entre lamina e laminula em microscopio Optico de contraste de
fase (1000x). Foram examinadas 200 células de cada preparado. A integridade da
membrana espermatica foi avaliada por coloracdo com diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e iodeto de propidio (PI), conforme Harrison e Vickers (1990). Uma solugao
contendo 950uL de sémen da DI, 20uL de CFDA (20uM - Calbiochem, Lajolla, CA),
10uL de PI (7,3uM - Sigma Chemical Co., Deisenhofen) e 20uLL de paraformaldeido (1,7
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uM) foi incubada a 30°C durante oito minutos. Apds a incubagdo, uma aliquota de 4uL foi
avaliada, entre lamina e laminula, em microscopio de epifluorescéncia (filtro EX/DM/BF=
450-490/510/520nm). Foram analisadas 200 células espermaticas por amostra, sendo
utilizados os critérios de Ortman e Rodriguez-Martinez (1994) para a contagem das células
com membranas integras.

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM (SAS, 1998), sendo

considerados os contrastes de interesse.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliagdo da MOT e IM sao apresentados na Tabela 1. Nela pode-
se constatar diferencas significativas (P= 0,038) na MOT e na IM (P= 0,027), entre os
machos MES (T1) e MAS (T3), respectivamente, apés um armazenamento de 48 e 120
horas, confirmando a diferenca desses machos na sensibilidade ao resfriamento.

Apesar de, no presente estudo, terem sido verificados altos valores de NAR, com
percentuais acima de 85%, e que as diferencas observadas entre T3 e T4 e entre T4 e T6
foram muito baixas, respectivamente 5,7 e 5,4%, foram verificadas reducdes significativas
para machos MAS, embora somente nas 72 horas, quando o sémen desses machos foi
submetido a centrifugacdo e adicdo de PS homologo ou heterdlogo.

Espermatozoéides oriundos dos machos MAS apresentaram diminui¢do de 11%
(P=0,031) na MOT nas 24 horas (Tabela 1), apos terem sido submetidos a centrifugagdo
(T3 vs T4), sugerindo que eles sejam mais sensiveis que os espermatozoides oriundos dos
machos MES, os quais apresentaram diminui¢do de 16% na MOT (P= 0,054), somente nas
168 horas (T1 vs T2). O efeito prejudicial da centrifugagdo sobre a MOT ¢ reforgado
quando os ejaculados submetidos a centrifugagdo foram agrupados e comparados aos que
ndo foram submetidos, dentro de cada grupo de machos. O efeito da centrifugacdo, para os
machos MAS, aparece apenas nas 24 horas, provavelmente porque, apds este momento, a
MOT desses machos ja estd baixa, devido a sua maior sensibilidade ao resfriamento, ndo
sendo possivel detectar efeitos adicionais da centrifugacao.

Com relagdo a sensibilidade do espermatozoide suino a centrifugacdo, os estudos

sdo escassos e contraditorios. Fazano (1986), comparando a realizagdo de duas
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centrifugacdes (800g por 10 min) com a realizagdo de uma unica, durante o processo de
congelamento, nao observou diferencas na MOT pos-descongelamento. Contudo, Salamon
(1973), utilizando velocidade superior (1.000g por 10 min) a do presente estudo, verificou
um efeito deletério da centrifugacdo sobre a MOT. No presente estudo observou-se que,
tanto para os machos MES (T2 + T5 vs T1) como para os MAS (T4 + T6 vs T1), a
centrifugacdo do sémen homologo ou heterdlogo provocava uma diminui¢do da IM
(P<0,01), embora somente apos 168 horas de armazenamento (Tabela 1).

Nao foram observadas alteragdes na MOT e na IM (Tabela 1), quando foi efetuada a
troca de PS entre os machos MES e MAS, sugerindo que a exposi¢ao de espermatozoides
ejaculados, ao PS heter6logo, ndo consegue modificar a sensibilidade ao resfriamento.
Sandoval et al. (1991) também ndo conseguiram reverter a sensibilidade ao choque térmico
e ao congelamento de espermatozoéides suinos, quando foi efetuada a troca de PS entre o
sémen de machos previamente selecionados como de boa e de ma congelabilidade. Thérien,
Moreau e Manjunath (1998) sugerem que, logo ap6s a ejaculagdo, proteinas do PS bovino
aderem-se aos espermatozodides alterando a estabilidade da membrana Desta forma, a
utilizagdo de procedimentos simples, como a lavagem dos espermatozdides, podem nao ser
eficientes para a remoc¢do dos componentes seminais, aderidos a membrana plasmatica,
comprometendo tentativas posteriores de ligagdo de componentes de outro PS adicionado
(STRZEZEK et al., 1995; HENAULT e KILLIAN, 1996). Além disto, Henault e Killian
(1996) observaram que o PS de machos de baixa fertilidade contém fatores inibidores da
fertilidade, aparentemente mais dificeis de serem removidos do que os fatores presentes nos
touros de alta fertilidade. No presente estudo, o efeito do PS sobre a MOT e IM foi mais
evidente, embora ndo significativo, quando os espermatozoides dos machos menos
sensiveis ao resfriamento foram expostos ao PS dos machos mais sensiveis (Tabela 1).
Metz, Berger e Clegg (1990) verificaram que espermatozodides oriundos de ejaculados de
baixa MOT (30 a 50%) apresentaram uma menor capacidade de adsor¢do de proteinas do
PS (3 pg) quando comparados aos espermatozoides de ejaculados com 50 a 70% de MOT
(14 pg). O conjunto dessas observacdes sugere que a maior ou menor sensibilidade dos
espermatozdides ao resfriamento possa estar relacionada com a sua capacidade de adsorc¢ao

ou de remocao de fatores associados a viabilidade espermatica, presentes no PS.
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A constatacdo da auséncia de reversao da sensibilidade da célula espermatica ao
resfriamento também pode estar relacionada com a concentragdo de PS empregada. No
presente estudo, foi utilizada uma concentracdo de 10% de PS. Apesar de Maxwell, Welch
e Johnson (1997), empregando a mesma concentragdo, verificarem melhora na motilidade
de espermatozoides submetidos a grandes taxas de diluicdo, se considerarmos a dificuldade
de reversao da ligacdo dos componentes do PS a membrana espermatica, ¢ possivel que
uma concentragdo de PS superior aos 10% seja necessaria para alterar a sensibilidade ao
resfriamento, como em Kniippel (2000) que, com a adi¢ao de 20% de PS, verificou melhora
na motilidade apds teste de termoresisténcia de s€émen suino resfriado e armazenado por 24
horas. Melhora na motilidade e na integridade de membrana também foi obtida na espécie
eqiiina, quando em ejaculados de garanhdes com baixa motilidade pos-descongelamento,
foi efetuada a adi¢do de 30% de PS de garanhdes com alta motilidade pds-descongelamento
(AURICH et al., 1996).

A dominancia de determinados machos suinos, em relagdao a outros, na paternidade
dos leitdes, apds fecundacdes heterospérmicas, pode estar relacionada com o maior periodo
de sobrevivéncia in vivo dos seus espermatozdides (FLOWERS, SIGGENS e McLAREN,
1996) e deve-se, a0 menos em parte, a um efeito do PS, uma vez que o numero de leitdes
oriundos de um macho ndo-dominante foi maior quando os seus espermatozodides foram
misturados com o PS de um macho dominante (FLOWERS, 1997). Em estudos posteriores,
correlacdes foram verificadas, entre a concentragdo de duas proteinas especificas do PS e as
taxas de penetragdo in vitro e a paternidade das leitegadas, apos inseminagdes
heterospérmicas (FLOWERS, 1998). Embora essas observagdes evidenciem o efeito do PS
sobre a fertilidade, ainda ndo foi comprovado, na espécie suina, que os componentes do PS
possam estar envolvidos com a sensibilidade da célula espermatica ao resfriamento. Na
espécie ovina, foi demonstrado que a adsor¢do de proteinas do PS revertem (BARRIOS et
al., 2000) ou evitam (PEREZ-PE, CEBRIAN-PEREZ ¢ MUINO-BLANCO, 2001) os danos
na integridade da membrana espermadtica, causados pelo choque térmico. Assim, € provavel
que a variabilidade dos machos, em termos de sensibilidade espermatica ao resfriamento,
possa estar relacionada com a presenca, auséncia ou variagdo na concentracdo de

determinadas proteinas protetoras presentes no PS. Mais estudos sdo necessarios para
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verificar se proteinas semelhantes as detectadas na espécie ovina estdo também presentes
nos suinos. Além disso, seria importante determinar qual a concentragao do PS, ou de
substancias protetoras presentes no mesmo, necessarias para a ocorréncia de efeito

benéfico.

CONCLUSOES

Nao foi possivel reverter a maior sensibilidade ao resfriamento de espermatozodides
suinos, apds a ejaculag¢do, com a adicdo de 10% do PS de machos com menor sensibilidade.
A centrifugagdo utilizada durante o processamento para a troca do PS, entre machos com
diferente sensibilidade ao resfriamento, teve efeitos deletérios sobre a motilidade e a
integridade de membrana da célula espermatica, sobretudo para os machos com maior

sensibilidade ao resfriamento.
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Tabela 1 — Motilidade (MOT) e integridade de membrana (IM) de espermatozdides (sptz) de machos suinos menos (MES) ou mais (MAS)
sensiveis ao resfriamento a 17°C, na presenca de plasma seminal (PS) homologo ou heter6élogo (média + desvio-padrao).

Momento de avaliagdo da MOT (h) Momento de avaliagdo da IM (h)

Tratamentos 24 48 72 96 120 144 168 24 72 120 168

TI1 (sptz MES + PSMES) 89+4 87+4 85+5 81+6 73+9 63+18 50+20 79+6 73+12 69+11 60+14
T2 (sptzMES + PSMES) 88+3 87+3 84+4 74+16 59+32 52+32 34+29 80+£8 69+8 64+17 40+22
T3 (sptz MAS + PSMAS) 87+7 68+31 58+34 36+40 27+41 24+37 18+29 85+9 71+9 51+9 49+17
T4 (sptz MAS + PSMAS) 76+ 11 48+34 41435 26+29 7+16 1+2 00 83+4 63+12 39+£21 31%6
TS5 (sptz MES + PSMAS) 89+4 83+14 75+21 65+29 40+38 35+37 28+33 78+10 67+14 54+16 43+20
T6 (sptz MAS +PSMES) 78+ 16 58+32 44+32 25+32 12+27 6+18 1+2 786 58+20 42+20 2517

T2 +T5 88+3 84 +11 79+16 69+24 50+36 44+3 31+£30 79+9 68+11 59+17 42+21
T4 +T6 78+14 54+32 43+32 25+31 1124 5+16 0=+1 79+6 59+18 43+20 27+15
Contrastes Nivel de significancia
T1 vs T2 0,757 0,963 0,966 0,467 0,183 0,272 0,054 0,687 0,322 0,355 0,001
T1 vs T3 0,602 0,038 0,007 0,0003 0,001 0,004 0,005 0,104 0,656 0,027 0,178
T2 vs TS 0,757 0,493 0,216 0,276 0,071 0,073 0,423 0,414 0,632 0,122 0,673
T3 vs T4 0,031 0,076 0,164 0,476 0,235 0,141 0,172 0,601 0,283 0,251 0,056
T4 vs T6 0,517 0,276 0,721 0,966 0,700 0,674 0,931 0,214 0,396 0,710 0,453
(T2 +T5) vs (T1) 0,858 0,731 0,443 0,144 0,011 0,023 0,008 0,994 0,157 0,052  0,0004
(T4 +T6) vs (T3) 0,021 0,106 0,130 0,373 0,209 0,114 0,106 0,207 0,084 0,225 0,008

MES: machos com MOT >60% nas 144h.
MAS: machos com MOT <60% nas 72h.
T1 e T3 sem centrifugacdo; T2 e T4 com centrifuga¢do e adigdo de PS homologo; T5 e T6 com centrifugacao e adicdo de PS heterdlogo
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fertilidade de sémen suino pelo teste de
ligacdo de espermatozoides a um substrato sintético. A motilidade (MOT) e o percentual de
espermatozdides ligados (PEL) foram avaliados nas 5, 24, 48 e 72 horas de armazenamento
a 17 °C. O PEL foi determinado em solugdes contendo 6,25 ou 12,5 milhdes de
espermatozéides/mL, com ou sem albumina sérica bovina (BSA), preparadas a partir de
dois a cinco ejaculados de cada um dos quatro machos. Cingiienta e oito leitoas foram
inseminadas, uma Unica vez, 24 horas apos o inicio do estro. Houve correlagdo positiva
(P=0,0001; r=0,33) entre a MOT ¢ o PEL. O PEL foi maior com 12,5 milhdes de
espermatozdides/mL e na presenca de BSA (P<0,05). Nas 72 horas, o macho 3 apresentou
PEL inferior ao dos outros trés (P<0,05). Os machos ndo diferiram quanto as taxas de
clivagem (TC) e de embrides morfologicamente normais, mas o macho 3 apresentou menos
de 70,0% de TC no quartil superior, enquanto os outros tiveram mais de 75,0%. Os machos
diferem quanto a capacidade de ligagdo de seus espermatozoides ao substrato sintético, a
partir de 24 horas de armazenamento do sémen. A ligagdo dos espermatozodides ao substrato
sintético ¢ maior com a inclusdo de BSA e com o aumento da concentragdo espermatica.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate boar semen fertility by a sperm-binding
assay to a synthetic substrate. Motility (MOT) and percentage of bound sperm (PSB) were
evaluated at 5, 24, 48 and 72 hours of storage at 17 °C. PSB was analyzed in solutions
containing 6.25 or 12.5 million of spermatozoa/mL, with or without bovine serum albumin
(BSA), processed from two to five ejaculates of four boars. Fifty eight gilts were
inseminated, a single time, 24 hours after the beginning of estrus. There was a positive
correlation (P=0.0001; r=0.33) between MOT and PSB. Higher percentages of PSB were
observed with 12.5 million of spermatozoa/mL and in the presence of BSA (P<0.05). At 72
hours, boar 3 showed a lower PSB (P<0.05) than the other three boars. The cleavage (TC)
and normal embryo rates did not differ among boars, but boar 3 showed less than 70.0% of
TC belonging to the superior quartile while boars 1, 2 and 4 had more than 75.0%. After 24
hours of sperm storage, boars differ in their sperm binding to the synthetic substrate.
Binding of swine spermatozoa to the synthetic substrate is higher in the presence of BSA
and with the increase of spermatic concentration.

Index terms: Sperm-egg binding, Prosaposin, SBA

INTRODUCAO

A estimativa visual da motilidade (COLENBRANDER e KEMP, 1991) e das
alteracdes de morfologia (WOELDERS, 1991) da célula espermadtica tem sido utilizada
para a avaliag¢do in vitro da qualidade do sémen suino. No entanto, estudos t€ém mostrado
que, quando estiver acima de 60,0%, a motilidade espermdtica ndo permite a predigdo da
fertilidade do macho suino, in vivo (FLOWERS, 1996). Machos suinos com varia¢do de
motilidade espermatica de 53,8% a 72,5%, no oitavo dia de armazenamento do sémen in
vitro, ndo apresentaram diferengas nas taxas de parto e tamanho de leitegada (XU et al.,
1998). Apos a inseminagdo de leitoas com doses de 3 bilhdes de espermatozdides, Tardif et
al. (1999) ndo observaram correlacdo entre a motilidade espermdtica e a fertilidade,
representada pelo nimero de fetos em relacdo ao niimero de corpos lateos, nas 5 semanas
de gestacdo. Em virtude da pequena variacdo observada na normalidade de acrossoma, no
sémen suino mantido resfriado durante uma semana, Vazquez et al. (1998) sugerem que

este parametro estaria relacionado com a capacidade fecundante do espermatozoide



66

somente na presenga de elevado percentual de anormalidades.

Testes que incluem a interacdo dos gametas masculino e feminino, tais como o de
ligagdo a zona pelucida (IVANOVA e MOLLOVA, 1993; FAZELLI et al., 1995;
FERREIRA, 1998), de penetragio no ovocito (GADEA, MATAS e LUCAS, 1998) ¢ de
fecundagdo (MARTINEZ et al., 1993; XU et al., 1996, 1998) in vitro tém sido avaliados
quanto a possibilidade de melhorar a predicao da fertilidade, embora o nimero de estudos,
na espécie suina, ainda seja pequeno.

Um novo teste in vitro foi desenvolvido por Barbato, Cramer e Hammerstedt
(1998), baseado na capacidade de ligagdo de espermatozodides de aves e mamiferos a um
substrato da membrana perivitelina do ovo de galinha, simulando a interagao dos gametas.
Neste teste, o substrato sintético teria uma acdo homdloga a zona pelticida de ovoécitos de
mamiferos. A versdao comercial (BioPore® - SBA) do teste de ligagdo (Sperm-Binding
Assay, SBA), similar ao terceiro teste descrito por Barbato, Cramer e Hammerstedt (1998),
consiste de uma microplaca contendo um extrato da membrana perivitelina do ovo de
galinha, enriquecido com uma proteina de ligagdo denominada prosaposina ou
glicoproteina-1 sulfatada, conjugada a um corante fluorescente. Apods exposicdo ao
substrato sintético, avalia-se o percentual de espermatozoides ligados.

A grande variagdo que ocorre entre os ovocitos, quanto a capacidade de aderéncia
da célula espermatica (XU e FOXCROFT, 1996), diminui a exatiddo da observacao de
diferencas entre machos. Com o uso de um substrato sintético, como ¢ o do teste SBA,
espera-se maior uniformiza¢cdo da resposta de um mesmo macho e, com isto, maior
probabilidade de observar diferencas entre machos, na capacidade de ligacdo de seus
espermatozoides.

O teste SBA tem sido usado para identificar galos (BARBATO, CRAMER e
HAMMERSTEDT, 1998) e perus (GILL et al., 1999) subférteis, bem como registrar
diferencas nas populacdes de espermatozdides humanos e avaliar os danos espermaticos
decorrentes do congelamento (AMANN, HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ, 1999). O
teste também tem sido usado para avaliar se a versdo sintética (FertPlus®) de um
fragmento da prosaposina, presente no plasma seminal, e envolvido na ligacdo dos
espermatozdides & membrana perivitelina de aves, aumentaria a ligagdo e a fertilidade dos

espermatozdides de touros (AMANN, HAMMERSTEDT e SHABANOWITZ, 1999;
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AMANN, SEIDEL JUNIOR e BRINK, 1999), cachacos (AMANN, HAMMERSTEDT e
SHABANOWITZ, 1999), perus (GILL, DONOGHUE e AMANN, 1999) e homens
(AMANN, HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ, 1999; AMANN et al., 1999b).

O emprego do teste SBA ainda esté restrito ao campo experimental, por causa do
elevado custo do equipamento necessario para determinar o percentual de espermatozoides
ligados ao substrato. No entanto, a sua praticidade de execu¢do, quando comparado a outros
testes que avaliam aspectos da interagdo espermatozdide-ovdcito, justifica a obtencdo de
maiores informagdes em relacdo a espécie suina.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da concentracdo espermadtica, da
presenca de BSA e dos machos sobre a capacidade de ligagdo dos espermatozoides ao
substrato sintético do teste e as taxas de clivagem e de embrides normais, apos

inseminagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois a cinco ejaculados de cada um dos quatro machos, que, apos
coleta e avaliagdo, foram processados em diluente comercial, com o acréscimo ou ndo de
albumina sérica bovina (BSA). As doses de sémen (DS), contendo 1 bilhdo de
espermatozdides em um volume final de 80 mL, foram conservadas a 17 °C durante o
periodo de avaliagao.

As doses de sémen foram avaliadas quanto a motilidade (MOT) e quanto a
capacidade de ligacdo dos espermatozdides ao substrato do teste SBA (Sperm-Binding
Assay), nas 5, 24, 48 e 72 horas de armazenamento. A MOT foi avaliada entre lamina e
laminula, em microscopio Optico (160 x), a partir de uma aliquota de 1 mL retirada da DS
apos incubacdo a 37 °C por dez minutos. Amostras independentes foram utilizadas para a
avaliacao da MOT e da capacidade de ligagdo pelo teste SBA. Na realizag¢ao do teste SBA,
foi determinada a concentragdo espermatica de cada DS, em camara hematocitométrica. Em
seguida, foram preparadas quatro solugdes seminais de trabalho (ST), para cada macho,
contendo 6,25 ou 12,5 milhdes de espermatozdides/mL, em diluente com e sem BSA.

Inicialmente, foi efetuada a hidratacdo do substrato sintético, pela lavagem dos 96
pocos da placa do teste SBA, com diluente sem BSA. Logo apos, foi efetuada a secagem da

placa com papel absorvente, e a pipetagem de 100 uL do diluente sem BSA, em cada pogo
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a ser utilizado para o teste. Posteriormente, foram pipetados 100 uLL de cada uma das quatro
STs, em seis pogos para cada macho avaliado, de acordo com um mapa da placa,
previamente determinado. A placa foi incubada a 37 °C durante 60 minutos. Apos a
incubacao, as STs e o diluente foram desprezados e a placa lavada com diluente sem BSA,
secada com papel absorvente e conservada, sem a tampa, numa area limpa e seca, durante a
noite. No dia seguinte, a placa seca e com tampa foi colocada em local limpo e seco, até o
momento da leitura para a determinacdo do percentual de ligacdo. Antes da leitura, a placa
foi submetida a temperatura de 60 °C por 18 horas. O percentual de espermatozoéides
ligados (PEL) ao substrato do teste SBA foi determinado, em microscopia de fluorescéncia,
e expresso por massa de proteina ligada, segundo Barbato, Cramer e Hammerstedt (1998).

Simultaneamente a avaliacdo seminal in vitro, foram inseminadas 14, 16, 15 ¢ 13
leitoas, com DS dos machos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, uma Unica vez, 24 horas apds a
observagao do estro. Das 58 fémeas inseminadas, 20 delas receberam DS do primeiro dia
de armazenamento (5, 4, 5 e 6 DS dos machos 1, 2, 3 e 4, respectivamente) e 38 do terceiro
dia (9, 12, 10 e 7 DS dos machos 1, 2, 3 e 4, respectivamente). As fémeas foram abatidas,
em média, trés a cinco dias apds a ovulacdo, a qual foi monitorada por ultra-sonografia
transcutanea. Os embrides foram coletados apos a lavagem dos cornos uterinos com meio
PBS acrescido de 1,0% de BSA. A morfologia e o estddio de desenvolvimento das
estruturas recuperadas foram avaliados sob estereomicroscépio (SUGIE, SEIDEL JUNIOR
e HAFEZ, 1982) e pela coloracdo de nucleos, a qual foi efetuada usando uma solucdo de
Hoechst na concentragdo de 50 ug/mL de 4dgua bidestilada. A visualizacdo dos nucleos foi
efetuada em microscopio de epifluorescéncia equipado com filtro de excitagdo (365mm) e
filtro de barreira (410 nm).

Foram determinadas as taxas de recuperagdo (percentual de estruturas
recuperadas/nimero de corpos lateos), de clivagem (percentual de embrides
clivados/estruturas recuperadas) e de embrides morfologicamente normais, estes em relagao
aos embrides clivados (percentual de embrides normais/embrides clivados) e também as
estruturas recuperadas (percentual de embrides normais/estruturas recuperadas). Foram
considerados anormais os embrides degenerados ou que estavam cronologicamente
atrasados em seu desenvolvimento.

Foi também verificada a freqiiéncia de distribuicao dos resultados do teste SBA, nos
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quatro machos suinos, dentro dos quatro percentis, conforme Gill et al. (1999).

As taxas de recuperacao, de clivagem e de embrides morfologicamente normais
foram submetidas a transformagdo arco-seno raiz quadrada. De acordo com Gill et al.
(1999), os percentuais de ligacdo dos espermatozodides foram submetidos a transformacao:

Logit (PEL= [Ln (P/1-P)], em que P € o percentual de espermatozdides ligados.

Apos transformacgao, os dados referentes as taxas de recuperagdo, de clivagem e de
embrides normais foram analisados pelo procedimento GLM (SAS, 1999), sendo
considerados os efeitos do macho, da BSA, do tempo de armazenamento das doses de
sémen e das interacdes duplas entre estes fatores. O percentual de ligacdo dos
espermatozdides e a MOT foram analisados como medidas repetidas pelo procedimento
MIXED (SAS, 1999), e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5,0% de
probabilidade. Quanto aos percentuais de ligagdo, foram avaliados o efeito da BSA, do
macho, da concentracdo espermatica, do momento de avaliacdo e da interacdo dupla entre
esses fatores. Os dados sdo apresentados sob a forma de médias sem a transformacao. Foi

avaliada a relagdo entre MOT e PEL pela correlagdo de Spearman.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percentuais médios de espermatozodides ligados (PEL) variaram de 0,05% a
8,97% (2,57% £ 0,18) na concentracao de 6,25 milhdes de espermatozéides/mL, tendo sido
inferiores (P<0,01) aos da concentragdao de 12,5 milhdes de espermatozodides/mL, que
variaram de 0,43% a 8,83% (2,74% £ 0,16). Em perus, com o uso de sémen in natura,
maiores PELs (P<0,05) foram observados, utilizando 2 ou 4 milhdes de
espermatozdides/mL, em comparagdo as concentracdes de 1, 6 ou 8 (GILL et al., 1999).
Analisando o sémen humano in natura, Amann, Hammerstedt ¢ Shabanowitz (1999)
observaram que diferengas no PEL, entre amostras, foram minimas com o uso de
concentragdes maiores que 2 milhdes de espermatozdides/mL. Segundo esses autores, a
ligagdo do espermatozodide ao substrato do teste SBA ocorre numa forma dose-dependente.
Entretanto, usualmente, o PEL decresce progressivamente com o aumento do numero de
espermatozodides, uma vez que ocorre reducao da probabilidade de ligagcdo, por causa do

aumento da competi¢do, independentemente do potencial de ligacdo da célula espermdtica

(GILL et al., 1999).
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Os valores de PEL na presenga de BSA variaram de 0,11% a 8,97% (3,24% =+ 0,19)
e foram superiores (P<0,01) aos observados na sua auséncia, os quais variaram de 0,05% a
8,38% (2,07% + 0,05). Embora a inclusdo de BSA, no sémen humano in natura e no s€men
bovino congelado, ndo tenha afetado os resultados de ligacio (AMANN,
HAMMERSTEDT ¢ SHABANOWITZ, 1999), a BSA aumentou o percentual de ligagao
espermatica, no presente estudo. A BSA tem sido acrescentada em alguns diluentes de
sémen suino em razdo de seu provavel efeito protetor, cujo mecanismo ainda ndo ¢
totalmente conhecido (WEITZE, 1991). Por ter alta afinidade a varias substancias de baixa
massa molecular, a BSA pode estar envolvida na remocao de um fator inibidor presente no
espermatozodide, podendo, assim, aumentar a sua motilidade (WEITZE, 1991). De fato, no
presente estudo, maiores percentuais (P<0,05) de espermatozoéides moveis (73,7% + 0,99)
foram verificados nas doses seminais contendo BSA comparadas as processadas sem BSA
(62,5% * 1,53), considerando a média de todos os momentos de avaliagdo. Por sua vez,
sabe-se que a BSA estd envolvida na remog¢do do colesterol da membrana espermatica e
conseqliente alteragdo na permeabilidade desta, facilitando a capacitagdo espermatica in
vitro (YANAGIMASHI, 1989; VISCONTI et al.,, 2002). Assim, a facilitagdo da
capacitagdo também poderia explicar a maior capacidade de ligagdo dos espermatozodides
visto que o substrato sintético simula o papel da zona pelucida na interacdo
espermatozdide-ovacito.

Os coeficientes de variacdo (CV) do PEL, 5 horas ap6s a dilui¢do, foram 31,0%,
31,7%, 54,0% e 73,0%, respectivamente, nos machos 1, 4, 3 e 2, sendo especialmente altos
os dois ultimos valores. Em humanos, Amann et al. (1999a) observaram, no sémen in
natura, CV de 31,0%, similar ao apresentado pelos machos 1 ¢ 4 do presente trabalho.
Porém, a variacdo encontrada em perus foi de 17,0% e considerada satisfatoria para o
emprego desse teste na avaliagdo da fertilidade (GILL et al., 1999). A variagdo em suinos
parece ser maior do que nas outras espécies, embora ainda ndo seja conhecida a razio para
tal e nem esteja divulgada a variacdo do valor de ligacdo dos espermatozoides que pode ser
satisfatoria para a aplicagao do teste SBA, nessa espécie.

Houve efeito (P=0,027) da interacdo entre o momento de avaliagdo e o macho
(Tabela 1). Houve reducao (P<0,05) do PEL, nas 72 horas de armazenamento, apenas no

macho 3. Em perus, redugdo (P<0,05) no PEL (5,24% para 2,88%) foi verificada mais
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cedo, com 24 horas de armazenamento (GILL et al., 1999).

Gill et al. (1999) descrevem a importancia de utilizar um teste capaz de diferenciar
os machos logo apds a coleta do ejaculado. No presente trabalho, considerando a avaliacao
efetuada nas 5 horas de armazenamento das doses de sémen, contendo 12,5 milhoes de
espermatozdides/mL. ¢ a presenca de BSA, os machos avaliados n3o apresentaram
diferencas no potencial de ligacao de seus espermatozoéides (Tabela 1). Nas 24 e 48 horas, o
macho 3 apresentou PEL inferior ao do macho 4 e, nas 72 horas, esse mesmo macho teve
PEL inferior (P<0,05) ao dos outros trés. O fato de diferencas entre os machos aparecerem
com o aumento do tempo de armazenamento deixa davidas quanto a possibilidade de
efetuar esse teste logo apos a coleta do ejaculado.

Em relacdo a motilidade espermatica, ndo foi verificada interagdo entre 0 momento
de avaliagdo e os machos, nem diferengcas entre eles. Houve reducdo (P<0,05) na
motilidade média do sémen, nas 72 horas (63,2%) de armazenamento, em relagdo a
motilidade observada nas 5 (82,4%), 24 (78,7%) e 48 horas (73,8%). Foi observada
correlacdo positiva (P=0,0001), embora baixa (r= 0,33), entre MOT e PEL. Dessa forma, a
MOT explicaria apenas 11,0% (R’= 0,1102) da variagdo no percentual de ligagdo. Este
valor ¢ semelhante ao observado em humanos (R*= 0,1082), apos o descongelamento dos
espermatozodides. O valor da correlagcao entre MOT e PEL mostra que, além da motilidade,
outros aspectos funcionais da célula espermdtica devem estar relacionados a capacidade de
ligag@o do espermatozdide ao substrato do teste SBA (AMANN et al., 1999a).

Uma das formas de classificar os machos de acordo com os resultados do teste SBA
¢ pela freqiiéncia de distribuicao dos percentuais de ligagdo, dentro dos quartis superior
(QS), intermediarios (QIM) ou inferior (QI), conforme efetuado por Gill et al. (1999). O
macho 1 apresentou 75,0% de seus ejaculados com valores de PEL situados no QS,
enquanto nenhum ejaculado do macho 3 apresentou valor de PEL dentro deste quartil
(Tabela 2). Ainda nao ha informagdes sobre a melhor forma de observar diferengas entre os
machos pelos resultados do teste SBA, mas se constata que, mesmo utilizando a
classificagdo de acordo com a freqiiéncia de distribuicdo dos PELs em quartis, ha grande
variagdo entre as avaliagdes de um mesmo macho, na espécie suina.

No presente trabalho, foram avaliados dois a cinco ejaculados por macho, nimero

semelhante aos trés a quatro ejaculados utilizados na avalia¢do da capacidade de ligagao ao
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substrato do teste SBA por espermatozoides humanos (AMANN et al., 1999a), bovinos
(AMANN, HAMMERSTEDT e SHABANOWITZ, 1999) ou de perus (GILL et al., 1999).
Contudo, considerando a possibilidade de maior variabilidade em suinos, entre ejaculados
de um mesmo macho, ¢ provavel que seja necessario aumentar o nimero de ejaculados
avaliados por macho.

A taxa média de recuperacao de estruturas apos a lavagem dos cornos uterinos foi
de 79,3%, nao tendo diferido de acordo com os machos (P>0,05). Embora as taxas de
clivagem (TC) e de embrides morfologicamente normais tenham sido semelhantes (P>0,05)
entre os quatro machos, o macho 3 apresentou percentual inferior a 70,0% de suas
inseminacdes com TC pertencentes ao quartil superior, enquanto os outros tiveram mais de
75,0% das TC neste quartil (Tabela 3). As taxas de embrides morfologicamente normais
observadas com o uso de doses de sémen do primeiro dia de armazenamento, calculadas em
relagdo aos embrides fecundados (87,7% = 6,3) ou estruturas recuperadas (81,5 + 6,8),
foram superiores (P<0,05) as do terceiro dia (66,3% + 6,2 e 58,8% = 6,5), mas ndo houve
efeito (P>0,05) da interacdo do tempo de armazenamento com os machos ou com a BSA.

Considerando o conjunto dos resultados, o macho 3 seria o de menor fertilidade pois
seu PEL foi inferior ao dos demais machos, nas 72 horas de armazenamento do sémen
(Tabela 1); apresentou 40,0% e 60,0% dos seus PELs distribuidos, respectivamente, nos QI
e QIM, sem nenhum valor de PEL no QS (Tabela 2), e apresentou percentual inferior a
70,0% (67,7%) das suas inseminagdes com TC pertencentes ao quartil superior (Tabela 3).
No entanto, tais constatagcdes devem ser consideradas com precaucao, pois a validade do
uso deste teste, como preditor de fertilidade na espécie suina, necessita de confirmagao em

estudos conduzidos com maior nimero de machos.

CONCLUSOES

1. A inclusdao da albumina sérica bovina e o aumento da concentragdo espermatica
aumentam o percentual de espermatozoides suinos ligados ao substrato sintético do teste
SBA.

2. Ha diferengas entre machos na capacidade de ligagdo de seus espermatozodides ao
substrato sintético do teste SBA, a partir de 24 horas de armazenamento do sémen a

17°C.
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Tabela 1 - Percentuais de espermatozodides suinos (média *+ erro-padrdo) ligados ao
substrato do teste SBA (Sperm-Binding Assay) em diferentes momentos de
avaliagdo das doses de s€men resfriado* .

76

Macho Momento de avaliacao (horas)

5 24 48 72
1 3,99 £ 0,6Aa 3,57 £ 0,4Aab 1,92 £ 0,2Aab 3,75 £ 0,6Aa
2 2,70 £ 0,5Aa 2,63 £ 0,4Aab 1,88 £ 0,3Aa 2,80 £0,5Aa
3 1,86 £ 0,3Aa 2,01 £0,3Aa 1,60 £ 0,3Aa 0,84 + 0,2Bb
4 4,17 £ 0,4Aa 4,84 + 0,5Ab 4,71 £ 0,6Ab 3,68 £ 0,4Aa

) Meédias seguidas da mesma letra, minusculas na coluna e maitsculas na linha, no

diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.



Tabela 2 - Distribuicdo dos ejaculados de machos suinos conforme os percentuais de
espermatozdides ligados ao substrato do teste SBA (Sperm-Binding Assay)
situados nos quartis inferior (QI), intermediarios (QIM) e superior (QS), 5
horas ap6s a diluigdo do sémen".

Macho Numero de ejaculados em cada quartil

QI QIM QS
1 0/4 1/4 3/4
2 2/4 1/4 1/4
3 2/5 3/5 0/5
4 0/2 1/2 12

) QI= <25%; QIM= entre 26% ¢ 75%; QS=>75%.
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Tabela 3 - Taxas de clivagem (TC) e de embrides normais, em relacdo ao nimero de
embrides clivados (TENC) ou de estruturas recuperadas (TENR) e sua
distribuicao percentual nos quartis inferior (QI) e superior (QS), de acordo

)

com os machos avaliados' .

Macho  TC? QI QS TENC® QI QS TENR® QI QS
1 91,0 +4,9a 3/14 11/14 790+85a 2/14 8/14 768+88a 2/14 7/14
(37-100) 214 78,6 (0-100) 14,3 57,1 (0-100) 14,3 50,0
2 88,3+5,8a 3/16 13/16 80.8+82a 4/16 11/16 713+91a 5/16 7/16
(11-100) 18,8 81,2  (20-100) 250 688  (11-100) 31,2 43,7
3 79,6 £8,3a 5/15 10/15 593+11,9a 6/15  7/15 544+11,7a 8/15 6/15
(23-100) 333 66,7  (0-100) 40,0 46,7 (0-100) 53,3 40,0
4 86,8 +72a 3/13 10/13 71,9+9,1a 4/13  6/13 64,0+102a 4/13 4/13
(20-100) 23,1 76,9  (0-100) 30,8 46,1 (0-100) 30,8 308

D QI = <25%; QS = >75%. @ Valores expressos em percentual + erro-padrao; nimeros

entre parénteses significam minimo e maximo; médias de TC, TENC e TENR seguidas

da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Um dos aspectos a serem salientados ¢ a diferenga observada nas respostas dos
ejaculados de um mesmo macho, tanto na manuten¢do da motilidade espermatica (Estudo
1; Tabela 2) como na resposta ao teste SBA (Estudo 3; Tabela 2). Esta variagdo entre
ejaculados, na manutencdo da motilidade, foi também observada em outra avaliacdo
envolvendo 22 machos (11 a 16 ejaculados/macho) escolhidos do plantel de uma CIA, de
forma aleatoria, para as caracteristicas seminais, e analisados durante 10 meses (REIS et al.,
2001). Considerando a variabilidade também observada com o teste de hemizona
(FERREIRA, 1998) ¢ com o teste SBA (Amman - comunicagdo pessoal), esta parece ser
uma caracteristica comum, na espécie suina. Benson et al. (1967) reportaram uma maior
variagdo entre os machos do que entre os ejaculados do mesmo macho. No entanto, em seu
estudo, o s€men foi avaliado apenas durante 5Sh de manuten¢ao a 38°C, talvez ndo podendo
ser comparado diretamente as avaliacdes efetuadas durante um tempo maior de
armazenamento, como foi o caso do Estudo 1, do presente trabalho. De fato, foi observado
que o coeficiente de variacdo para os ejaculados do mesmo macho foi aumentando a
medida que aumentou o tempo de armazenamento, coincidindo com os momentos em que
os machos eram classificados (Estudo 1; Tabela 3).

As razdes pelas quais os diferentes ejaculados de um mesmo macho apresentam
variacdo na manutencdo da motilidade, durante o resfriamento, ainda nao sao conhecidas.
Considerando que espermatozoides ejaculados adquirem maior sensibilidade ao choque
térmico ao percorrerem os tibulos epididimarios, segundo Watson (1995), a diferenga na
freqii€ncia de coletas e a duragdo do transito espermatico no epididimo poderiam contribuir
para a varia¢do dos ejaculados de um mesmo macho. A variacdo entre ejaculados de um
mesmo macho também foi observada na capacidade dos espermatozodides em se ligar a
zona pelucida, levando Harrison (1997) a apresentar a hipotese de que a presenga de
espermadesinas esteja envolvida, o que denotaria, diferencas na composicado do plasma
seminal de um ejaculado para outro. Embora ndo se saiba se as espermadesinas estdo ou
ndo envolvidas com a sensibilidade ao resfriamento, Centurion et al. (2002) constataram
que a adi¢do de 7,5mg/mL de espermadesina PSP I-II, derivada do plasma seminal de
suinos, aumentou a motilidade, a viabilidade e a atividade mitocondrial de espermatozéides

submetidos a altas diluigdes para processamento em citometria de fluxo.
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A diferenca de resposta entre ejaculados de um mesmo macho revela a dificuldade
em efetuar uma classificacdo dos machos conforme a sensibilidade ao resfriamento, um dos
objetivos do primeiro estudo do presente trabalho. No entanto, se esta parece ser uma
caracteristica inevitdvel, mesmo que a classificagdo possa ndo ser aquela em que 100% dos
ejaculados apresentam o nivel desejado de resposta a avaliagdo em questdo, sugere-se que o
bom senso norteie a decisdao de descartar ou ndo um macho, bem como de utiliza-lo ou nao
em situagdes de inseminagdo estratégica.

Redugdes na qualidade espermatica podem ser transitorias e, além de relacionadas a
algum problema do macho, também podem ocorrer devido a alteragdes resultantes da agdo
deletéria de fatores internos nas CIAs e ndo do macho. Por isto, os possiveis fatores
associados a falhas na coleta e processamento do ejaculado até o armazenamento da dose
de sémen ndo devem ser desconsiderados por ocasido da classificagdo dos machos.

Uma estratégia que pode ser utilizada, para tornar a avaliagdo dos machos menos
trabalhosa, nas CIAs, seria a de avaliar a motilidade, durante o armazenamento a 17°C,
somente em alguns momentos e ndo diariamente. Avaliagdes em momentos estratégicos,
como no terceiro e sexto dia, por exemplo, facilitariam a separag@o entre machos de longa e
curta manuten¢ao da motilidade espermatica in vitro, os dois grupos que mostraram
diferencas mais marcantes, ao longo do armazenamento. Mesmo que haja uma variagao
entre os ejaculados, machos que apresentam trés ou mais de seus ejaculados, dentro de um
total de cinco ejaculados avaliados, com menor manutencdo da motilidade espermatica
poderiam ser descartados, implicando numa garantia da qualidade do sémen processado.
Além disto, a utilizagdo preferencial de machos com longa manutengdo da motilidade
espermatica in vitro poderia ser benéfica pelo fato de pesquisadores terem observado
correlacdo entre a motilidade avaliada aos sete dias de armazenamento e a fertilidade (XU
et al., 1996b; JUONALA et al., 1998).

Apesar de ndo ter sido observada reversdo da capacidade de manutencdo da
viabilidade espermatica durante o resfriamento, pela troca do plasma seminal entre machos
de diferentes sensibilidades ao resfriamento (Estudo 2; Tabela 1), seria precipitado afirmar
que o PS ndo tem nenhuma participagdo nesse evento. As descobertas efetuadas
recentemente, em ovinos, de que ha uma fracdo do PS capaz de proteger espermatozdides

expostos a baixas temperaturas (BARRIOS et al., 2000; PEREZ-PE, CEBRIAN-PEREZ ¢
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MUINO-BLANCO, 2001), abre a possibilidade de que investigagdes semelhantes sejam
efetuadas na espécie suina. Caso se confirme a existéncia desta fragdo protetora, a sua
identificacdo e purificagdo poderiam significar um passo importante na otimizagdo dos
protocolos de resfriamento e congelamento de sémen suino. Também poderia ser
investigado se ha diferengas entre machos, na presenca ou producgdo desta fragdo, ¢ se a
mesma seria ou ndo a responsavel pelas diferencas de sensibilidade ao resfriamento.

As diferengas entre machos foram constatadas, no presente trabalho, tanto no que
diz respeito a sensibilidade ao resfriamento (Estudo 1), bem como na capacidade de ligacao
do espermatozdide ao substrato sintético do teste SBA (Estudo 3). Estas observagdes
confirmam a de outros autores, em relacdo ao resfriamento (MARIANO, 1988;
WABERSKI et al., 1991; PAULENZ, KOMMISRUD e HOFMO, 2000). Se forem
considerados testes que avaliam a interagdo espermatozoide-ZP, as diferencas observadas
entre os machos, para o teste SBA (Estudo 3), também foram detectadas em testes como o
da hemizona (FAZELLI et al., 1995a; FERREIRA, 1998) e de fecundagdo in vitro
(MARTINEZ et al, 1993; XU et al., 1996ab/98). De um modo geral, isto comprova que
machos que sdo, aparentemente, semelhantes para alguns pardmetros como motilidade ou
morfologia espermatica podem apresentar diferengas em outros pardmetros de avaliagdo de
seus espermatozoides.

Quando estas diferencas entre machos aparecem nos testes efetuados in vitro, um
dos principais objetivos € verificar se ha uma correlagdo entre os mesmos e a fertilidade in
vivo. No entanto, apesar dos esfor¢os em encontrar um teste ou avaliacdo que permita
predizer a fertilidade dos machos, os resultados obtidos ainda ndo sdo consistentes. Uma
predicdo exata da fertilidade seria de grande valor pratico e econdomico (WOELDERS,
1991; GADEA, MATAS e LUCAS, 1998) pois, alguns machos, embora subférteis, podem
ser aprovados nas avalia¢des rotineiras da qualidade seminal, e acabam sendo usados na 1A
(JUONALA et al., 1998). Para que um teste seja aprovado como preditor da fertilidade, a
sua correlacdo com os dados in vivo deve ser elevada e, segundo Rodriguez-Martinez e
Eriksson (2000), ser derivada da IA de centenas de fémeas, método seguro, mas de custo
elevado. Por isto, a investigagdo nesta area tenta descobrir métodos alternativos, ou pelo
menos complementares, de avaliagao seminal in vitro. Além do grande numero de fémeas

necessario, a quase inexisténcia de dados retrospectivos da fertilidade dos machos, esta
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devido ao amplo uso de inseminagdes heterospérmicas, dificultam a interpretacao das
respostas verificadas in vitro. A subfertilidade de alguns machos, talvez revelada por uma
avaliacdo in vitro, poderia também estar sendo mascarada, in vivo, pelo emprego de doses
inseminantes com elevado numero de espermatozdides (FERREIRA, 1998). A criagdo de
condi¢des mais limitantes aos espermatozoides como, por exemplo, a redugdo do ntimero
de espermatozoides por dose, possa, talvez, aumentar a correlacdo entre os resultados
obtidos in vitro e os in vivo.

Para evitar a realizacdo de um nuimero elevado de avaliagcdes seminais, ¢ comum
investigar se os parametros avaliados se correlacionam ou ndo, na tentativa de utilizar os
testes de execucao mais simples, mas, mesmo assim, reveladores da qualidade espermatica.
No entanto, a correlagdo entre parametros seminais pode ser inexistente, baixa (Estudo 3)
ou ser significativa somente apos um periodo de armazenamento in vitro (Estudo 1; Tabela
7). Pelo fato do espermatozodide ser uma célula complexa, com multiplas fungdes, alguns
aspectos podem ser avaliados por um determinado teste, mas nao por outro (JEYENDRAN
e ZANEVELD, 1993), o que implica em ndo descartar um teste apenas por ndo ter
apresentado correlagdo significativa com outro.

Quando a correlacdo dos resultados in vitro e in vivo é esperada, de modo a escolher
um teste para prever a fertilidade, o problema ¢ mais complexo ainda. Quando uma boa
correlagdo ndo € observada, o teste em questdo ¢ descartado, mesmo que ele possa ser um
indicador vélido da atividade de uma das organelas espermaticas (JEYENDRAM e
ZANEVELD, 1993). Segundo Graham (2001), diversos aspectos do espermatozdide devem
estar em perfeita ordem para ser capaz de fecundar um odcito, podendo o mesmo ser infértil
por uma alteragdo em qualquer um deles. Quando somente um atributo da célula ¢ avaliado,
o percentual de espermatozoides “férteis” ¢ superestimado (AMANN e HAMMERSTEDT,
1993), o que resulta em baixa correlagdo com a fertilidade (GRAHAM, 2001). Contudo, ao
utilizar os resultados obtidos de multiplos testes espermaticos, altas correlacdes com o
potencial fecundante da amostra seminal podem ser esperadas (JEYENDRAM e
ZANEVELD, 1993; GRAHAM, 2001; RODRIGUEZ-MARTINEZ e ERIKSSON, 2000).
Assim, a eliminagdo de machos subférteis, antes que seu sémen seja utilizado em

programas de IA, nao ¢ impossivel, mas deve basear-se na avaliacio combinada de testes
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laboratoriais e medidas apropriadas de fertilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ e
ERIKSSON, 2000).

Por ser a fecundacdo um processo multifatorial fica l6gico que a combinacdo dos
resultados de diversos testes, os quais avaliam diferentes parametros ou atributos da célula
espermatica necessarios para a fecundacgdo, resultaria em uma maior correlagdo, entre os
resultados de todos os testes e a fertilidade in vivo (AMANN, 1989). Entretanto, as
dificuldades nas avaliagdes multiplas dos varios aspectos funcionais do espermatozoide t€m
sido o tempo e o custo requeridos para a sua realizacdo (GRAHAM, 2001). Dessa forma,
tem sido comentada a necessidade de encontrar testes in vitro correlacionados com a
fertilidade, e que possam avaliar simultaneamente diversos atributos da célula espermatica
(GRAHAM, 2001).

Um dos principais problemas com o desenvolvimento e a validagdo de novos testes
de avaliacdo espermatica reside no fato de que ndo ha uma metodologia bem definida de
avaliacdo, sendo comum a utilizagdo de varios protocolos e técnicas, muitos dos quais nao
apropriados ou mal interpretados (JEYENDRAM e ZANEVELD, 1993). No que se refere
ao teste SBA (Estudo 3), foi demonstrado que o percentual de ligacao ao substrato sintético
foi influenciado pela concentracdo espermatica e pela presenca de BSA. Isto indica que o
efeito destes fatores, além de outros possiveis, deve ser considerado para determinar as
condi¢des adequadas de realizagdo do teste, de modo que o mesmo revele as possiveis
diferengas existentes na fertilidade dos machos suinos.

A possibilidade de haver condi¢des mais uniformes quanto ao substrato de ligagdo e
a auséncia da sele¢dao de espermatozoides, quando comparado a outros testes como os de
penetragdo ou fecundagdo in vitro, tornam o teste SBA um bom candidato para a

continuidade dos estudos, como preditor da fertilidade, na espécie suina.
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