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RESUMO

O uso de sémen congelado € um pré-requisito para maximizar o ganho genético
oriundo da IA em ovinos. Muito embora a IA com sémen fresco ou resfriado esteja
consolidada, com sémen congelado os resultados sdo inconsistentes. O uso de plasma
seminal (PS) j4 foi demonstrado como eficaz na protecdo e reversdao de parte dos danos
celulares causados pela criopreservagdo. Entretanto, o pequeno volume do ejaculado e o
risco de transmissdo de doengas espécie-especificas sdo limitacdes importantes nos
ovinos. Uma alternativa a ser considerada é o uso de PS heterdlogo, que pela escassez de
informacdes disponiveis, justificam a execuc¢do deste estudo, cujos objetivos foram: (a)
determinar a capacidade do PS eqiiino (PSE) e bovino (PSB) em preservar a viabilidade
do sémen ovino descongelado, comparando-os com o PS ovino (PSO); (b) avaliar o perfil
eletroforético das proteinas presentes no PSO, PSE e PSB, e adicionalmente; c)
quantificar e comparar o nivel de fragmentacdo do DNA de espermatozdides incubados
ou nao com PSO, PSE ou PSB. Para tanto, trés experimentos foram conduzidos, sendo:
Experimento 1: S€men descongelado diluido em meio sem PS (SPS) ou contendo 25%
de PSO, PSE ou PSB, com exposicao por um periodo de 5 min ou 6 h. Avaliou-se a
motilidade, integridade de membrana plasmética e propor¢do de espermatozoéides vivos.
No Experimento 2 avaliou-se a concentragcdo protéica total encontrada no PSO, PSE e
PSB, bem como o perfil eletroforético das proteinas presentes, mediante SDS-PAGE. No
Experimento 3 foi validada uma técnica para a avaliagdo da integridade do DNA
espermatico (Neutral Comet Assay - NCA), procedendo-se a avaliacdo de todos os
tratamentos testados nos experimentos anteriores, além dos tratamentos: sémen
descongelado (SD), sémen fresco (SF) e um controle positivo (CP). Adicionalmente foi
avaliado o efeito da técnica de selecdo espermdtica swim up sobre os achados de
fragmentacdo de DNA pelo NCA. A andlise estatistica foi realizada com o pacote do
SAS ou do Minitab, com nivel de significancia de 5%. Como resultados, observou-se que
a exposicao por 5 min. em PSO, PSE ou PSB teve efeito benéfico sobre os parametros de
viabilidade avaliados. A incubagdo por 6 h reduziu (P<0,05) a motilidade espermatica
nos tratamentos PSE e PSO, em relacdo ao SPS e PSB. A integridade de membrana
plasmdtica ndo foi afetada pelo tratamento. A concentragdo protéica total no PSO, PSE e
PSB foi 16,8, 3,0 e 25,0 ug/uL, respectivamente. O PSO e PSB demonstraram padrdes

eletroforéticos semelhantes, enquanto o PSE apresentou um perfil distinto. A menor
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fragmentacdo de DNA com 1 h de incubacgdo foi obtida com o grupo SF, ndo havendo
diferenca entre os demais grupos. Com 6 h de incubacdo, os grupos SPS (63%) e SD
(70%) demonstraram maior fragmentacdo que o tratamento SF (50%), ndo havendo
diferencas entre os tratamentos PSO (60%), PSE (52%) e PSB (55%). Nao foi observado
efeito da técnica de selecdo swim up na fragmentacdo do DNA, avaliada pelo NCA.
Conclui-se que o PS heter6logo pode ser utilizado em substituicio ao PSO, mesmo
apresentando perfil protéico distinto. Entretanto, a viabilidade espermatica foi
influenciada pelo tempo de incuba¢do. Em adicdo, as modificagdes adotadas no método
Neutral Comet Assay possibilitaram sua validagdo para o s€émen ovino. Por final, o
sémen ovino apresenta uma elevada taxa de fragmentacdo de DNA, que ndo difere entre

os espermatozdides selecionados ou nio pelo método swim up.

Palavras Chave: Fragmentacdo de DNA, inseminacdo, Neutral Comet Assay, SDS-

PAGE.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros trabalhos relacionados ao emprego da inseminagdo artificial (IA)
para a espécie ovina foram elaborados no inicio do século XX. Desde entdo, diversos
experimentos foram conduzidos buscando o seu aperfeicoamento, o que resultou na sua
consolidagdo como biotecnologia de interesse comercial. Como conseqiiéncia, houve
uma intensificagdo do melhoramento genético, bem como um incremento substancial na

producdo de carne, leite e 13, impulsionando a industria ovina (Evans & Maxwell, 1987).

Amplos programas de IA passaram a ser adotados e, consequentemente, houve a
necessidade do desenvolvimento de metodologias que permitissem a preservacao de
sémen sob condicdes artificiais, visando prolongar a sua sobrevivéncia (Salamon &
Maxwell, 1995). Essas metodologias consistiram basicamente no armazenamento do
sémen sob refrigeracio ou congelacdo (Salamon e Maxwell, 2000). Contudo, o
processamento  seminal  (diluicdo, incubagdo, resfriamento, congelamento e
reaquecimento) produz uma inevitdvel reducio da viabilidade espermatica em virtude de
alteracdes ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais (Watson, 2000). Estas alteracdes
sd0 mais severas em espermatozdides criopreservados, resultando que o emprego do
sémen congelado historicamente esteve condicionado ao método de inseminac¢do intra-
uterina, através da laparoscopia (Salamon & Maxwell, 1995). Entretanto, restri¢cdes
vinculadas ao alto custo do equipamento e aos custos adicionais com protocolos de
sincronizagdo do estro e ovulacdo, além da necessidade de profissionais altamente
especializados, dificultaram a ampla difusdo da IA intra-uterina para as ovelhas
(Kershaw et al., 2005). Ainda, embora considerada uma técnica pouco invasiva e de alta

repetibilidade, a TA intra-uterina gera questdes relacionadas a protecdo do bem estar



animal (Anel et al., 2006). A partir desse contexto, sdo relevantes os esforcos conduzidos
para o aperfeicoamento de métodos mais simples € menos invasivos, que poderiam ser

atrativos para a industria ovina.

Um numero considerdvel de trabalhos consolidou a eficdcia da IA cervical
quando realizada a partir de s€émen fresco ou resfriado (Maxwell & Salamon, 1993;
Donovan et al., 2004; Anel et al., 2006). Entretanto, quando realizada com sémen
congelado a IA cervical proporciona resultados extremamente inconsistentes (O’Meara et
al., 2005; O’Meara et al., 2007; El-Hajj Ghaoui et al., 2007) condicionados, sobretudo, a
taxa de penetracdo cervical no momento da IA (Gillan & Maxwell, 1999; Alvarez ef al.,
2000; Salamon & Maxwell, 2000). Infelizmente, a estrutura anatomica da cérvix ovina
constitui-se numa relevante barreira a penetracdo, que varia em virtude de fatores como o
comprimento e a excentricidade dos anéis cervicais (Alvarez et al, 2000), que por sua vez
sao determinados por peculiaridades raciais e individuais de conformacdo da cérvix

(Eppleston et al., 1994; Kaabi et al., 2006).

Mesmo com os efeitos negativos ocasionados pelo processo de criopreservagao,
o uso de sémen congelado representa um pré-requisito para a maximizacdo do ganho
genético oriundo da IA. Entretanto, para o seu emprego € imprescindivel a adequagdo
dos protocolos previamente utilizados, para minimizar os danos celulares e manter a
viabilidade espermdtica, favorecendo a transposi¢do cervical. Dentre as estratégias ja
testadas por outros grupos, o uso de plasma seminal (PS) homélogo mostrou-se eficaz
para a protecdo e reversao de parte significativa dos danos celulares causados durante a
criopreservacdo espermatica. Entretanto, limitacOes referentes ao pequeno volume do
ejaculado dos ovinos e o risco de transmissdo de doencas espécie especificas tem

dificultado a disseminacdo do uso do PS homodlogo. Como alternativa deve-se



considerar a possibilidade do uso de PS heterdlogo, de espécies de maior porte e que
viabilizem a formagdo de bancos de PS, bem como permitam contornar os riscos
sanitarios decorrentes do uso de PS homoélogo. A escassez de informagdes relativas ao
uso do PS de equinos e bovinos como aditivo ao s€men ovino descongelado, justifica a
execugdo deste trabalho, que tem por objetivos: (a) determinar a capacidade do PS
eqiiino (PSE) e bovino (PSB) em preservar a viabilidade do sémen ovino descongelado,
mediante avalia¢des in vitro, comparando-as com o PS ovino (PSO); (b) avaliar o perfil
eletroforético das proteinas presentes no PSO, PSE e PSB, através de eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE); e c) quantificar e comparar a

fragmentacdo do DNA em espermatozéides incubados ou nao com PSO, PSE ou PSB.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Danos criogénicos no espermatozoide ovino

A baixa viabilidade espermdtica observada no pds-descongelamento estd
condicionada a alteracdes ultra-estruturais, bioquimicas e funcionais determinadas pelo
processamento seminal, incluindo a diluicdo, o resfriamento, o armazenamento, o

congelamento e o reaquecimento espermatico.

Danos criogénicos sao observados primariamente nas membranas celular e
acrossomal, bem como no acrossoma espermadtico (Salamon & Maxwell, 1995). A
membrana celular € particularmente susceptivel as oscilagdes térmicas envolvidas
durante o processamento seminal, sendo observada a fluidificacdo da superficie
espermatica devido ao rearranjo e perda de moléculas lipidicas e protéicas apds a
criopreservacao (Thibault, 1993; Thérien et al., 1998; Pérez-Pé et al., 2001). Essa
desorganizacdo estrutural acarreta em rupturas na membrana, bem como no aumento da
permeabilidade idnica (Robertson et al., 1988), que atuam perturbando a homeostasia
espermatica.

E importante ressaltar que desorganizagdo estrutural associada 2 criopreservacio
predispde os espermatozdides a reacOes semelhantes aos processos de capacitacdo e
reacdo acrossomal (Watson, 2000). O congelamento causa uma alteracio do
citoesqueleto espermdtico, pela despolimerizacdo da actina (Hall et al., 1993). Nesse
sentido, essa modulacdo citoesquelética contribui para a fusdo das membranas celular e

acrossomal externa, favorecendo a exocitose do conteido acrossomal (Spungin et al.,

1995). Entretanto, essas alteragdes manifestam-se sob forma desorganizada (Watson &



Green, 2000), precocemente apds o descongelamento (Lausmann et al., 1994), reduzindo

a longevidade do espermatozdide.

A desestabilizacdo das membranas espermadticas causada pela criopreservacao
ainda conduz a alteracdes bioquimicas severas, que atuam reduzindo a funcionalidade
dos espermatozodides. A atividade enzimdtica de espermatozdides congelados parece
sofrer alteragdes significativas, como a reduc¢do funcional das enzimas fosfatases
(Vorobjev et al., 1980) e da fosfolipase A2 (Hinkovska-Galcheva et al., 1980), que sao
cruciais em eventos referentes a modulacdo dos processos de capacitacdo e reagdo
acrossomal. Sobretudo, foi determinada a inativag¢do parcial das enzimas hialuronidase e
acrosina acrossomal (Tsekova et al, 1988). Hipoteticamente, a baixa funcionalidade
dessas enzimas tende reduzir a atividade proteolitica das enzimas acrossomais, afetando a

capacidade fecundante do espermatozdide.

Os mecanismos antioxidantes naturais também sdo afetados pelo processamento
seminal (Chatterjee & Gagnon, 2001), tornando os espermatozéides mais vulneraveis ao
estresse oxidativo (Linfor & Meyers, 2002; Loépez-Fernandéz et al., 2008). Nesse
sentido, o acumulo de radicais livres determina a desestabilizacdo das membranas
espermaticas, a fragmentacao do DNA espermadtico (Peris et al., 2004; Fraser & Strzezek,
2005) e, consequentemente, a reducdo da motilidade e capacidade fecundante (Aitken et

al. 1998).

Adicionalmente, o congelamento seminal acarreta alteragdes como o aumento da
concentracdo intracelular de Ca™ e a concomitante reduciio de K* (Profirov et al., 1980);
reducdo da sintese de ADP e ATP (Platov et al., 1973); decréscimo da atividade
respiratéria mitocondrial (Maxwell et al., 1999) e reducdo na concentragdo seminal de

prostaglandinas (Marley et al., 1976).



Com base nas informagdes abordadas, é possivel inferir que as alteragdes ultra-
estruturais causadas pela criopreservagao sao determinadas por oscilacdes bioquimicas e

seu sinergismo promove a reducado da integridade funcional espermaética.

2.2 Congelamento como causa da baixa fertilidade do sémen ovino

Conforme ja parcialmente descrito, a criopreservacdo atua em diferentes niveis,
reduzindo a viabilidade espermatica e interferindo, desta forma, sobre a capacidade
fecundante do sémen ovino, principalmente quando empregado na IA cervical. Estudos
in vivo demonstraram que no sémen ovino criopreservado, o tempo de manutengdo da
viabilidade espermadtica € trés vezes menor que o s€émen fresco (Lopyrin et al., 1971).
Adicionalmente, foi detectado que o transporte espermdtico através da cérvix ovina se
torna precdrio apds a criopreservacao (Armstrong & Evans, 1984). Assim, a populacao
espermatica presente na zona de fecundacdo também € inadequada apos a IA cervical
com sémen congelado (Salamon & Lightfoot, 1967). Esse efeito € agravado pela acdo de
polimorfonucleares uterinos que atuam favorecendo a inativagdo, bem como a
eliminagdo espermatica via vaginal (Gillan & Maxwell, 1999). A probabilidade, numa
escala de 0 a 1, de espermatozdides alcancarem a zona de fecundacdo, segundo método
preconizado por Platov (1983) € de 0,8 — 1 para o sémen fresco, de 0,5 — 0,8 para o
sémen resfriado e de 0,4 para o sémen ovino criopreservado. Tal reducdo torna a IA
cervical com sémen congelado pelo uso de metodologias convencionais uma técnica

inconsistente e nao confiavel.

Além da menor fertilidade, ovelhas inseminadas por via cervical, com sémen

congelado, também apresentam uma maior taxa de mortalidade embriondria precoce



(Langford et al., 1979). Provavelmente, estas perdas se devem ao ‘“‘envelhecimento
espermatico” ao longo do trato genital feminino, o que determina uma incompatibilidade

entre o estdgio de maturacdo espermadtica e oocitdria (Maxwell et al., 1986).

Por fim, a menor integridade biolégica de espermatozdides criopreservados
justifica a baixa fertilidade obtida a partir da IA cervical. Por conseqiiéncia, torna-se
relevante buscar o desenvolvimento de novas metodologias de criopreservagdo, assim
como o uso de aditivos que permitam minimizar os danos celulares causados pela
criopreservacdo, incrementando a fertilidade e viabilizando a IA cervical com sémen

congelado em ovinos.

2.3 Estratégias para melhorar a fertilidade do sémen ovino congelado

Os resultados insatisfatérios proporcionados pelo uso de s€émen ovino congelado
na IA cervical determinaram uma busca por estratégias que prolonguem a viabilidade
seminal, otimizem o transporte espermdtico e, como conseqiiéncia, elevem as taxas de

prenhez.

O aumento da concentragdo de espermatozdides na dose inseminante (> 300 x 10°
espermatozdides moveis) representa uma alternativa consistente para o incremento da
fertilidade obtida a partir da IA cervical com s€émen congelado, permitindo a obtencdo de
taxas de prenhez superiores a 30%. Essa melhora € motivada pelo aumento da populacao
espermdtica vidvel ao longo do trato genital feminino. Como conseqiiéncia, mais
espermatozdides sdo transportados, o que favorece a fecundacio e, por sua vez, melhora
a taxa de nascimentos apds a IA cervical com sémen congelado (Salamon & Lightfoot,

1970). Entretanto, existe uma limitacdo do volume empregado na dose inseminante,



sendo recomendados volumes entre 50 e 200 uL (Evans & Maxwell, 1987). Volumes
acima de 200 uL nao sdo retidos na abertura cervical externa, escorrendo para cavidade
vaginal. Além disso, o emprego de uma dose inseminante elevada interfere na logistica
dos programas de IA representando uma situagdo incompativel com a efici€éncia da
dissemina¢do de material genético nos rebanhos, o que impediu que a estratégia fosse

consolidada.

Outra alternativa que representa uma possibilidade de avanco para a obtencao de
uma melhor fertilidade € a dupla IA (Salamon & Maxwell, 2000). Entretanto, a
magnitude dessa resposta geralmente estd condicionada a concentragdo espermatica
utilizada em cada inseminacdo, sendo necessdria uma dose inseminante total de pelo
menos 200 x 10° espermatozéides (El-Hajj Ghaoui er al., 2007). Em adicdo, a
necessidade de mao-de-obra e manejo adicionais, reduz sua viabilidade para médios e

grandes rebanhos.

A correlagdo positiva existente entre nivel de penetracdo cervical e taxa de
prenhez (Salamon & Maxwell, 2000) evidenciam que este fator também merece atencao.
Métodos alternativos buscando otimizar a penetracdo cervical foram desenvolvidos
(Meghan et al., 2004). Contudo o grau de penetrabilidade manteve-se condicionado a
fatores como o comprimento e a excentricidade dos anéis cervicais (Alvarez et al., 2000),

o que na prdtica € de dificil avaliagao.

Adicionalmente, foi testada a administracdo de farmacos como a relaxina,
oxitocina, estrogenos e prostaglandinas, com objetivos de favorecer o relaxamento
cervical, e intensificar a atividade contrétil do trato genital feminino. No entanto, o custo
e a inconsisténcia dos resultados obtidos ndo permitiram a incorporagdo dessas

estratégias como rotina em programas de IA (Salamon & Lightfoot, 1970).



Recentemente, o desenvolvimento de metodologias direcionadas a minimizagao
do estresse oxidativo durante o processamento seminal, proporcionou resultados
promissores com a inclusdo de antioxidantes aos diluentes de manutencdo (Bucak &
Tekin, 2007) e congelamento espermatico (Bucak et al., 2008). Entretanto, caracteristicas
espécie-especificas e os distintos mecanismos de acdo dos antioxidantes limitam sua
utilizacdo mais disseminada (Askari et al., 1994; O’Flaherty et al, 1997).
Adicionalmente, as injurias oxidativas representam apenas um dos indmeros fatores
envolvidos nos possiveis danos ocasionados pela criopreservacdo. Neste contexto,
observa-se que o efeito benéfico das metodologias propostas isoladamente ¢&
demasiadamente restrito. A criopreservacao estabelece um extenso rol de danos e requer,

desta forma, métodos mais abrangentes para a crioprotecao espermatica.

Estudos demonstraram que a suplementacdo com plasma seminal (PS) ou com
seus componentes protéicos foi eficaz na prevengao e reversao de grande parte dos danos
provocados pelo congelamento seminal (Garcia Lopéz et al, 1996; Barrios et al., 2000;
Pérez-Pé et al.,, 2001). Adicionalmente, a inclusdo de PS homélogo demonstrou ser
eficaz para a sustentacdo do estado espermadtico decapacitado (Abney et al., 1970,
Lausmann et al., 1994, Manjunath et al, 1994), bem como para a manutencdo da
motilidade e viabilidade espermatica para touros (Baas et al., 1983), garanhdes (Aurich
et al., 1996) e carneiros (Garner et al., 2001). O PS atua em diferentes mecanismos,
preservando a sobrevivéncia espermdtica e, embora com resultados ainda modestos, seu
uso como um aditivo ao sémen ovino representa uma alternativa promissora para o

aumento da criotolerancia espermatica.
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2.4 Plasma seminal e proteinas protetoras

O PS consiste em um fluido de composi¢ao complexa, sintetizado a partir da rete
testis, epididimos e glandulas anexas (Troedsson et al., 2005). No sémen, o PS
desenvolve funcdes fisioldgicas bdsicas como tamponamento, transporte e suporte
energético desde a ejaculacdo até a passagem ao longo do trato genital feminino
(Maxwell & Jonhson, 1999). A composicio quimica do PS ndo foi totalmente
esclarecida, entretanto muitos trabalhos foram desenvolvidos visando complementar seu
mapeamento e, nesse sentido, alguns componentes demonstraram exercer funcdes
especificas sobre a integridade funcional espermética. A capacidade protetora do PS foi
atribuida especialmente a presenca de proteinas com peso molecular de 14 e 20 kDa
(Barrios et al.,, 2005) produzidas pelas glandulas anexas de machos inteiros e/ou
vasectomizados (El-Hajj Ghaoui et al, 2007). Em adicdo, proteinas pertencentes as
classes Fn-2 type proteins, Spermadhesin proteins e CRISP proteins foram recentemente
responsabilizadas pela modulacdo da capacitacdo espermética, reconhecimento e fusao
espermatico-oocitdria (Manjunath et al., 1994; Thérien et al., 1998; Topfer-Petersen et
al., 2005; Barrios et al., 2005; Jobim et al., 2005; Cardoso et al., 2006). Também foram
identificadas proteinas e fatores antioxidantes capazes de conservar a integridade
funcional da membrana celular e reverter injdirias oriundas de fendmenos como a
peroxidacdo lipidica (Maxwell & Watson, 1996; Balercia et al., 2003) e choque térmico
(Berguer et al., 1985; Barrios et al., 2000). Nesse sentido, a estabilizacdo da superficie
espermatica oferece protecdo adicional contra a acdo de polimorfonucleares uterinos que
atuam eliminando espermatozéides danificados por via vaginal (Strzezek et al., 1992).
Finalmente, em virtude da alta concentracdo de prostaglandinas presente no PS

(Gustafsson et al., 1977), sua suplementacdo tende a otimizar o transporte espermatico
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através da cérvix, dtero e oviduto. A protecdo espermatica determinada por diferentes
constituintes do PS provavelmente permitiu obter melhores indices para o transporte
espermatico in vitro e taxas semelhantes de prenhez entre a IA cervical e intra-uterina por
laparoscopia, empregando sémen ovino criopreservado e adicionado de PS homdlogo

apods o descongelamento (Maxwell et al., 1999).

2.5 Plasma seminal heter6logo na criopreservacao do sémen ovino

Apesar dos efeitos positivos do PS terem gerado uma possibilidade de avanco
com a utilizagdo do s€men ovino congelado na IA cervical, limitacdes relacionadas ao
pequeno volume do ejaculado dos ovinos e os riscos sanitarios oriundos da utilizagao do
PS homodlogo constituem barreiras a serem superadas. Como alternativa, deve-se
considerar que o PS de outras espécies pode determinar um efeito protetor equivalente ao
observado com a adi¢do de PS ovino. Essa hipdtese é fundamentada na identificagdo de
um alto grau de homologia entre proteinas do PS bovino e ovino (Thérien et al., 1995;
Jobim et al., 2005; Bergeron et al., 2005) e entre o PS bovino e eqiiino (Calvete et al.,
1997, Brandon et al., 1999). Adicionalmente, além dos efeitos benéficos proporcionados
pela adi¢do de plasma seminal homodlogo ao s€men eqiiino (Kareskoski et al., 2006) e
bovino (Garner et al., 2001), é importante ressaltar que o emprego de PS bovino
demonstrou ser capaz de proteger espermatozoides ovinos contra danos determinados
pelo choque térmico (Garcia-Lopes et al., 1996) e de elevar taxas de prenhez obtidas de
ovelhas inseminadas com sémen congelado (Kareta et al, 1972). Estas evidéncias
subsidiam a viabilidade da utilizacdo do PS como aditivo ao sémen ovino congelado,

bem como justificam novos estudos que avaliem o emprego do PS heterélogo como
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estratégia para aumentar a viabilidade espermadtica e os indices de fertilidade, a partir da

IA cervical.

A escassez de informagdes relacionadas ao uso do PS de eqiiinos e bovinos como
aditivo ao sémen ovino congelado, bem como a necessidade de informacdes
complementares relacionadas ao grau de homologia das proteinas constituintes do PS de

ovinos, eqiiinos e bovinos, justificam plenamente o desenvolvimento deste estudo.
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3 CAPITULO UNICO

Adigdo de plasma seminal heterélogo como estratégia para aumentar a

fertilidade do sémen ovino congelado

Artigo a ser submetido a periddico cientifico.

Abstract

The decrease of the spermatic viability of the ovine semen, due to freezing, can
be attenuated with the addition of seminal plasma (PS). As heterologous seminal plasma
is easy to obtain and reduce the sanitary risks/hazards, its use should be further
evaluated. With this purpose, 3 experiments were carried out. Experiment 1: thawed
semen was diluted in medium without PS (SPS) or containing 25% of ovine PS (PSO),
equine PS (PSE) or bovine PS (PSB). The exposure to PS lasted 5 minutes or 6 hours.
Motility, plasmatic membrane integrity, and proportion of live spermatozoa were
evaluated. Experiment 2: molecular weight of the proteins in the PSO, PSE, and PSB
were determined. Experiment 3: the spermatic DNA integrity (Neutral Comet Assay)
was assessed for each treatment of experiment 1. The exposure for 5 minutes in PSO,
PSE, or PSB conferred a positive effect on the viability parameters evaluated. The 6
hour exposure reduced the spermatic motility in the PSO and PSE groups in comparison
to the control and PSB. The plasmatic membrane integrity was not affected by the
treatments. The total protein concentration in the PSO, PSE, and PSB was, respectively,
16.8, 3.0, and 25.0ug/uL. The PSO and PSB presented similar protein profile, whereas
the PSE showed others than 14 and 20KDa bands. After 1 hour of incubation, the lowest

DNA fragmentation was obtained with fresh semen (SF), without difference among the
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other groups. With 6 hours of incubation, the control (63%) and the thawed (70%)
groups presented higher degree of fragmentation in relation to the SF (50%), with no
difference among the PSO (60%), PSB (55%), and PSE (52%) treatments. In
conclusion, the heterologous PS, even when presenting distinct protein profile, can be
used as substitute to PSO. In addition, the ovine semen presents an elevated DNA

fragmentation incidence.

Keywords: DNA fragmentation, insemination, Neutral Comet Assay, SDS-PAGE

3.1 Introducao

A eficdcia da IA cervical com sémen fresco ou resfriado estd consolidada com
base em numerosos trabalhos (Maxwell & Salamon, 1993; Donovan et al., 2004; Anel et
al., 2006). Entretanto, com sémen congelado a inseminagdo cervical proporciona
resultados extremamente inconsistentes (O’Meara et al., 2005; O’Meara et al., 2007; El-
Hajj Ghaoui et al., 2007a). A baixa viabilidade seminal observada no p0s-
descongelamento estd condicionada a alteracdes ultra-estruturais, bioquimicas e
funcionais determinadas pelo processamento seminal, incluindo a diluicdo, o
resfriamento, o armazenamento, o congelamento e o reaquecimento espermético, que

atuam perturbando a homeostasia espermdtica (Thibault, 1993).

A despeito dos efeitos negativos determinados pelo processo de criopreservagao,
o uso de s€émen congelado € indispensdvel para maximizar o ganho genético com a IA.
Entretanto, para o emprego de sémen congelado é imprescindivel a adequacdo de
protocolos que minimizem as crioinjdrias, prolongando a viabilidade espermdtica apds o

descongelamento.
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Dentre as estratégias ja testadas, o uso de plasma seminal (PS) mostrou-se eficaz
para a protecdo e reversao de grande parte dos danos celulares causados durante a
criopreservacdo (Maxwell et al., 1999; Barrios et al., 2000; El-Hajj Ghaoui et al.,
2007b). Entretanto, limitacdes referentes ao reduzido volume do ejaculado do carneiro e
o risco de transmissdo de doengas espécie especificas sdo importantes entraves para o
uso do PS homodlogo. Uma alternativa a ser considerada é o uso de PS de espécies de
maior porte que proporcionem ejaculados de maior volume viabilizando a formacdo de
bancos de PS, bem como permitam contornar os riscos sanitarios decorrentes do uso de
PS homdlogo. A escassez de informagdes relativas ao uso do PS de bovinos e eqiiinos
como aditivo ao sémen ovino descongelado, justificam a execucdo deste trabalho, que
tem por objetivos: (a) determinar mediante avaliagdes in vitro a capacidade do PS
eqiiino (PSE) e bovino (PSB) em preservar a viabilidade do sémen ovino descongelado,
comparando-a com o PS ovino (PSO); (b) avaliar, através de eletroforese, o perfil das
proteinas presentes no PSO, PSE e PSB, e adicionalmente; c) quantificar e comparar a

fragmentacdo do DNA de espermatozdides incubados ou ndo com PSO, PSE ou PSB.

3.2 Materiais e Métodos

Delineamento experimental

O estudo foi composto de trés experimentos. No experimento 1 foi avaliada a
viabilidade espermaética apds o descongelamento de s€émen ovino adicionado de PSO,
PSE ou PSB, com dois tempos de incubacdo. No experimento 2 foi determinada a
concentracdo protéica total, por meio de espectrofotometria direta, € o peso molecular
das proteinas presentes no PSO, PSE e PSB, através de SDS-PAGE. No experimento 3

quantificou-se e comparou-se o nivel de fragmentacdo do DNA de espermatozodides
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frescos ou congelados, incubados ou nao com PSO, PSE ou PSB, por meio do Neutral

Comet Assay (NCA).

Animais e locais de realizacdo dos procedimentos

O plasma seminal utilizado nos experimentos foi coletado de cinco garanhdes da
raca Crioula, pertencentes a Cabanha Del Pia (Balnedrio Camborit/SC), cinco touros,
sendo quatro da raca Jersey e um da raca Holandés Preto e Branco, alojados na Central
de Inseminacdo Artificial da Companhia de Desenvolvimento Agricola de Santa
Catarina (CIDASC - Indaial/SC) e oito carneiros, sendo quatro da raca Texel e quatro
da raga Suffolk, pertencentes a Cabanha Estancia Velha (Curitibanos/SC), dos quais

também foi obtido o s€émen empregado nos estudos de criopreservacao.

Obtencio e preparacido do plasma seminal

Os machos ovinos, eqiiinos e bovinos foram submetidos a coleta de sémen
durante o més de janeiro (fotoperiodo longo), com o emprego de vagina artificial. Logo
apds a obtengdo do sémen, foi avaliada a viabilidade espermadtica, sendo utilizados
apenas os ejaculados que apresentaram aspecto, vigor e motilidade espermatica
progressiva compativeis com os padroes minimos recomendados pelo Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal (Henry et al., 1998).

A seguir, os ejaculados foram submetidos a centrifugacdes sucessivas, trés em
média, até ndo haver formacdo de precipitado. Apés 20 min de centrifugacdo a 5000

rpm (Centrifuga Fanem Baby®), o pellet formado era descartado e o sobrenadante re-
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centrifugado nos ciclos subseqiientes. Em seguida foi constituido um pool com volumes
proporcionais de PS dos diferentes ejaculados. O pool de PS de cada espécie foi
fracionado, armazenado a -20°C e utilizado para a realizacdo dos experimentos que

compdem este estudo.

Congelamento do sémen ovino

As coletas de sémen destinadas ao congelamento foram procedidas durante o
més de fevereiro (fotoperiodo longo). Dois ejaculados de cada um dos oito carneiros do
estudo foram coletados com o uso de vagina artificial para a formacao de um pool. Logo
apo6s a coleta, o s€émen foi diluido na propor¢ao 1:1 em meio TRIS—-gema glicerolado
(Evans e Maxwell, 1987), com a imediata inicializa¢do da curva de resfriamento (0,25 a
0,5°C/min = 1,5 horas) até 5°C, temperatura na qual o sémen permaneceu em
estabilizacdo por 2 horas. Em seguida foi procedido o envase do sémen, em ambiente
refrigerado, em um sistema estabelecido com o objetivo de dinamizar o uso de PS,
especialmente nas etapas de descongelamento e homogeneiza¢do do sémen com o PS.
Para o envase, foram utilizadas palhetas finas (0,25 mL), com 250 x 10°
espermatozoéides/palheta (160 pL. = 75%), seguido de uma coluna de ar de 1 cm para
separar o s€men do PS ou do diluente (50 pL. = 25%), de acordo com cada tratamento

(Figura 1).

Imediatamente apds o envase e vedagcdo com dlcool polivinilico, as palhetas
foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido (N,), durante 8 min, antes de sua imersao
em N,. Esta metodologia foi previamente validada (dados ndo publicados) em um pré-

experimento. Duas palhetas de cada tratamento foram avaliadas para determinacdo da
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viabilidade do sémen em cada partida. Foram utilizadas apenas as partidas que
apresentaram motilidade progressiva >40%, suficiente para a obten¢do de uma dose

inseminante de no minimo de 100 x 10° espermatozdides moveis por palheta.

' l I l ZMMMTW
Sémen ovino diluido Ar PSO, PSE, PSB ou diluente

(160 pL/250 x 10° espermatozéides = 75%) (50 UL = 25%)

Figura 1: Sistema de envase do sémen, PS e diluente em palhetas de 0,25 mL.

Experimentol — Determinacio in vitro da viabilidade espermatica

Foram realizadas trés repeticdoes, cada qual com o descongelamento de trés
palhetas de cada partida de congelamento. Em cada repeticdo, as palhetas foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 seg e agitadas manualmente para a
homogeneizacdo das diferentes fracdes contidas no seu interior. Aliquotas de s€émen
descongelado nao expostas (SPS), ou expostas a 25% de PSO, PSE ou PSB por um
periodo de 5 min (Grupo Parcial - GP) ou durante todo o tempo de incubacao (6 h) em
banho-maria a 37°C (Grupo Integral — GI). No grupo GP, apds o periodo parcial de
incubacdo foi procedida a re-dilui¢do espermadtica em meio Tris-gema nao-glicerolado
(Evans e Maxwell, 1987) na proporcio 1:65, para a obtencio de 20 x 10°
espermatozdides/mL. No grupo GI, o sémen foi descongelado, homogeneizado e

imediatamente diluido em meio Tris-gema ndo glicerolado sem PS (SPS) ou contendo
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25% de PSO, PSE ou PSB, também com uma concentragdo ajustada para 20 x 10°

espermatozdides/mL

A viabilidade espermética foi avaliada a cada 2 h, sendo determinados os
parametros de motilidade; proporcao de espermatozéides vivos e mortos, através da
colora¢do supra-vital de eosina-nigrosina (Chalah et al., 1998); e a integridade funcional

da membrana plasmaética, através do teste hiposmoético (Correa & Zavos, 1992).

Experimento 2 — Avaliacio do perfil eletroforético do PSO, PSE e PSB

Mediante espectrofotometria direta foi determinada a concentragao protéica total
presente no PSO, PSE e PSB, segundo a metodologia preconizada por Bradford (1976).
O grau de semelhanca entre as proteinas presentes no PSO, PSE e PSB, com base no
peso molecular, foi determinado com o emprego da técnica de eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com o método proposto por Lodish

(1995).

O procedimento SDS-PAGE foi realizado a partir de amostras com concentracao
protéica padronizada, mediante dilui¢do em dgua bidestilada, para a obtencdo de 25 ug
de proteinas do PSO, PSE ou PSB. Imediatamente apds a esse ajuste, foi adicionado
uma solugdo tampao (Tris-HC1 0,6173 M - pH 6,8; B-mercaptoetanol 2 M; 10% SDS;
0,1% azul-de-bromofenol em dgua) na propor¢ao 1:1 para todas as amostras, que foram

entdo aquecidas a 90°C por 5 min, para a desnaturacao protéica.

A eletroforese foi realizada no sistema BIO-RAD Mini-Protean 4 Cell (Bio-Rad

Laboratories, USA) com uma corrente constante de 25 mA, por 2 h, e o gel de
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poliacrilamida foi preparado a uma concentracdo de 17%. Como marcador de peso
molecular, foi utilizado o SDS-PAGE Molecular Weight Broad Range (Bio-Rad
Laboratories, USA). O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue por um periodo de
4 h e descorado com o uso de uma solucdo de 45% metanol:dgua (v/v) e 10% de acido

acético, também por 4 h.

Experimento 3 — Determinacio da taxa de fragmentacido do DNA espermaético

As mesmas amostras de PS e sémen utilizadas nos Experimentos 1 e 2, foram
empregadas nesse experimento. A integridade do DNA espermatico foi determinada
através do método Neutral Comet Assay, proposto por Linfor & Meyers (2002) e
adaptado para avaliacdo de espermatozdides de carneiro, com alteragdes no preparo das

laminas bem como das solugdes de lise e eletroforese, descritas abaixo.

O sémen ovino foi descongelado, incubado ou ndao em 25% PSO, PSE ou PSB
por 5 min e, imediatamente apds, submetido ao método de selecdo espermética swim up
para selecionar apenas a populacdo espermdtica moével e assim avaliar apenas o0s
espermatozodides aptos para a fecundacdo. Em adi¢cdo, trés outros tratamentos ndo
submetidos ao procedimento swim up foram avaliados: 1) s€men descongelado (SD); 2)
sémen fresco diluido em meio TRIS (SF); e 3) s€émen fresco incubado em uma solugdo

de peréxido de hidrogénio (H,0O,) a 400 uM, representando o controle positivo (CP).

Uma amostra de 100 uL do sémen a ser avaliado foi depositada em um tubo de
1,5 mL (Eppendorf®), contendo 500 uLL de meio TRIS-glicose-acido citrico. Apdés 1 h
de incubagdo a 37°C, 450 uL do sobrenadante foi removido e utilizado para avaliagao

da fragmentagdo do DNA espermatico.
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Preparacdo das ldminas: Inicialmente foram preparadas duas solucdes de agarose a
0,5% em tampao TBE (TRIS - 54 g/L; acido boérico - 27,5 g/L; N,EDTA - 0,5 M): uma
de ponto de fusdao normal (solucdo 1) e outra de baixo ponto de fusdao (solucio 2). A
confeccdo das laminas consistiu, inicialmente, no espalhamento de 300 uL da solugdo 1
e posterior secagem em estufa a 40°C. Para a composi¢do da segunda camada de
agarose, 5 uL de espermatozdides ressuspendidos em solucdo TRIS-glicose-acido
citrico (10° espermatozéides/mL) foram homogeneizados com 95 pL da solugdo 2.
Posteriormente, 50 uL dessa combinag¢ao foram depositados sobre a primeira camada de
gel, cobertos com uma laminula de 24 x 50 mm e mantidos a 5°C por 15 min, para
solidificacdo. Apds a remocao cuidadosa da laminula, uma terceira camada de agarose
composta apenas pela solucdo 2 foi depositada, coberta com laminula e refrigerada a

5°C também por 15 min.

Solugoes de lise e eletroforese: As solucdes foram preparadas momentos antes do uso.
Imediatamente apds a solidificacdo da terceira camada de gel e remocao da laminula, as
laminas foram cuidadosamente imersas na primeira solucao de lise, constituida de 2,5
M NaCl, 100 mM N4.EDTA, 10mM TRIS base (pH 10), 1% de Triton X-100 e 1% de
Lauril-sarcosina, onde permaneceram incubadas durante 2 h a 5°C. Posteriormente, as
laminas foram transferidas para a segunda solugdo de lise, constituida de NaCl 2,5 M,
TRIS base 5 mM (pH 7,4), Lauril-sarcosina 0,5% e de RNase A 20ug/mL, durante 4 h a
37°C. Por tltimo, as laminas foram incubadas por 12 h a 37°C na terceira solu¢do de
lise, constituida de 2,5 M NaCl, 5 mM TRIS base (pH 7,4), 40 mM dithiothreitol e 200
pg/mL de proteinase K. Ao término da lise espermatica, as laminas foram submetidas a
trés banhos consecutivos em dgua destilada, de 20 min cada. Em seguida, as laminas

foram alocadas uniformemente no tampao TBE (pH 8,0) para eletroforese, onde
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permaneceram durante 20 min. A eletroforese foi conduzida por 60 min a 120 mA,
utilizando-se o sistema BIO-RAD Mini-Protean 4 Cell (Bio-rad Laboratories, USA). Ao
término da eletroforese, as laminas foram lavadas em d4gua destilada, mantidas no
sentido vertical para a drenagem da dgua por 30 min, fixadas em dlcool 92°GL durante
5 min e secadas a temperatura ambiente por 60 min. As laminas foram coradas com 50
pL de brometo de etidio (50 pug/mL), cobertas com uma laminula, e a leitura foi
realizada sob luz ultravioleta, em microscépio de epifluorescéncia. A fragmentagdo do
DNA espermatico foi classificada como positiva ou negativa (Linfor & Meyers, 2002),
com base na presenca ou auséncia de uma cauda formada pela migra¢do dos fragmentos

de DNA, que compdem um perfil semelhante ao de um cometa.

Analise estatistica

Os resultados percentuais dos parametros de motilidade, integridade de
membrana plasmdtica e espermatozdides vivos, obtidos no Experimento 1, foram
submetidos a andlise de variancia, com medidas repetidas no tempo, através do PROC
MIXED do pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). As taxas de
fragmentacdo do DNA espermatico, obtidas no Experimento 3, foram analisadas pelo
Teste do X2 usando o pacote estatistico Minitab (State College, EUA), com nivel de

significancia de 5%.
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3.3 Resultados

No Experimento 1, observou-se um comportamento distinto das amostras em
relacdo ao tempo de incubacgdo parcial (GP) ou integral (GI) em PS. A incubac@o por 5
min (grupo GP) mostrou ser mais adequada, sendo observado um efeito benéfico com a
incubacdo dos espermatozdides ovinos em PSO, PSE ou PSB (Figura 2). Além disso,
foi verificado um comportamento bastante uniforme dos distintos PS utilizados. Em
relacdo a motilidade espermadtica (Figura 2a), com excecao do PSB que foi semelhante,
os demais tratamentos do GP apresentaram resultados superiores ao controle SPS na
avaliacdo de 4 h. Entretanto, com 6 horas de incubacido ndo houve diferencas entre os
tratamentos. Os parametros, integridade funcional de membrana plasmatica (Figura 2b)
e percentual de espermatozdides vivos (Figura 2c¢) foram superiores (P<0,05) nos
tratamentos PSO, PSE e PSB a partir de 2 h de incubacdo quando comparados ao grupo

controle SPS, mantendo-se assim também na avaliag¢do de 6 h.
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Figura 2. Motilidade (a), integridade funcional de membrana plasmatica (b) e percentual
de espermatozdides vivos (c) do grupo GP (Grupo parcial) ndo incubados (SPS) ou
incubados por 5 min em soluc¢do contendo 25% de plasma seminal ovino (PSO), bovino
(PSB) ou eqiiino (PSE) e, em seguida mantidos a 37°C por 6 h.
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A incubacdo efetuada por tempo mais prolongado (GI) apresentou efeitos
deletérios, em geral, observados na avaliacdo efetuada com 2 h de incubacao (Figura 3).
Neste grupo as amostras com PSE apresentaram uma redugdo significativa (P<0,05) da
motilidade espermatica com 2 h de incubacao (25,0%), que caiu ainda mais na avaliacao
efetuada com 4 h (10,0%). Ainda no GI, a adi¢ao de PSO, embora ndo tenha afetado a
motilidade espermética com 2 h de incubacdo (43,3 vs 41,7%), determinou sua redugao
com 4 h de incubacgdo (13,3%), de forma semelhante ao observado com PSE. Por sua
vez, a adicdo de PSB ndo exerceu influéncia na motilidade espermdtica em relacdo ao
SPS (Figura 3a). Em relac@o a integridade funcional de membrana plasmética (Figura
3b), houve um comportamento distinto dos diferentes tipos de PS. Com 2 h de
incubacdo foi observada uma reducao (P<0,05) da integridade de membrana do grupo
exposto ao PSE (22,7%) em relacdo aos demais grupos avaliados no mesmo momento
(28,3% a 31,7%). Porém, a partir desta avaliacdo o PSE proporcionou a manuten¢ao das
taxas de integridade de membrana e, com 4 h de incubagdo a avaliagdo de todos os
grupos nao diferiu (13,3% a 19,7%). Com 6 h de incubacgdo, foi verificada uma inversao
dos resultados obtendo-se os melhores percentuais de integridade de membrana com a
exposicao ao PSE (19,7%) que, no entanto, ndo diferiu do PSB (17,7%). Na avaliacdao
de espermatozédides vivos (Figura 3c), houve pequena variagdo entre os diferentes
tratamentos do GI. A incubacdo integral com 25% de PSB proporcionou um aumento
(P<0,05) do percentual de espermatozdides vivos na avaliagdo realizada com 4 e 6 h de

incubacao.
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Figura 3: Motilidade (a), integridade funcional de membrana plasmatica (b) e percentual
de espermatozdides vivos (c) do grupo GI (Grupo integral), incubados em 25% de
plasma seminal ovino (PSO), bovino (PSB) ou equino (PSE), durante 6 h a 37°C.
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No Experimento 2, a concentracdo protéica total encontrada no PSO, PSE e PSB
foi de 16,8; 3,0; e 25,1 ug/uL, respectivamente. O perfil eletroforético destas proteinas,
comparado mediante SDS-PAGE (Figura 4), foi semelhante entre o PSO e PSB,
especialmente no que se refere a expressao de bandas protéicas com peso aproximado
de 14 KDa. O PSE exibiu um perfil protéico distinto daquele encontrado no PSO e PSB.
Sobretudo, varias bandas com perfil distinto foram visualizadas no PSE, no intervalo de

6 a 50 KDa, em comparagdao com o PSO e PSB.

1 2 3 4

50 e

0 .n .
L
6 e

Figura 4: Perfil protéico do PSO, PSE e PSB, realizado em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 17%, com amostras padronizadas para obtencdo de 25 ug de proteina/pogo.
Linha 1 - marcador de peso molecular (BioRad Broad Range); Linha 2 — PSO; Linha 3
— PSE; Linha 4: PSB.

No Experimento 3 observou-se um aumento significativo (P<0,05) da
fragmentacdo do DNA, da primeira para a sexta hora de incubacdo (Figura 5), nos
tratamentos SF, SD, SPS, PSO e PSB. Em contrapartida, o percentual de fragmentacao
do tratamento PSE (40% e 52%) nao foi afetado pelo tempo de incubacdo de 1 para 6

horas. Na avaliacdo efetuada com 1 h de incubagdo (Figura 5), o menor nivel de
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fragmentacdo do DNA espermético foi observado com o tratamento SF (24%), que
diferiu (P<0,05) dos demais tratamentos. Ainda, neste momento de avaliagdo nao houve
diferenca (P>0,05) entre os demais tratamentos submetidos ou nao ao swim up, ou entre

os tratamentos SPS, SD, PSO, PSE e PSB.

Na avaliacdo com 6 h de incubacdo (Figura 5), as taxas de fragmentacio dos
tratamentos SPS (63%) e SD (70%) foram significativamente superiores ao tratamento
SF (50%). Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos PSO

(60%), PSB (55%) e PSE (52%).

Fragmentacio do DNA espermatico

100 a
a
80 ~
b
b
b
60 -
a b a b O 1h
40 4 a " a . O 6h
B AB AB Bl . | C
20 ~
B B B AB B A C
0
SPS PSO PSE PSB SD SF CP

Figura 5 - Fragmentagdo do DNA de espermatozdides ovinos descongelados,
adicionados de plasma seminal ovino (PSO), eqiiino (PSE), bovino (PSB), por 5 min, ou
sem plasma seminal (SPS) e selecionados por swim up.

SD = sémen descongelado; SF sémen fresco; CP = controle positivo incubado em 400
MM de HQOQ.

ABC: letras distintas indicam diferenga entre tratamentos com 1 h de incubagao.

ONZ: letras distintas indicam diferencga entre tratamentos com 6 h de incubagao.

ab: letras distintas indicam diferenca entre 1 h e 6 h de incubagdo dentro de cada
tratamento (P<0,05).
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Adicionalmente, o CP apresentou os maiores percentuais de fragmentacdo com 1 h
(94%) bem como com 6 h de incubagdo (90%), que foram significativamente superiores

aos demais tratamentos.

3.4 Discussdo

O PS tem sido explorado como aditivo ao s€émen congelado para melhorar a
viabilidade espermatica de diferentes espécies (Graham et al., 1994; El-Hajj Ghaoui et
al., 2007a; Topfer-Petersen et al., 2005). Entretanto, os resultados sdo contraditérios
(Manjunath et al., 2002; El-Hajj Ghaoui et al., 2007b; O’Meara et al., 2007), sugerindo
que o seu uso em programas de IA ainda depende da adequagdo do protocolo de
utilizagdo. O PS heterélogo soluciona ao menos uma parte dos problemas inerentes ao
uso do PSO. O maior volume de PS obtido na coleta de machos de espécies de grande
porte, associado ao menor risco de transmissdo de doengas, principalmente as espécie-

especificas, sdo caracteristicas importantes que sugerem o seu emprego.

Em condi¢des naturais, apds a ejaculacdo, os espermatozdides ovinos passam
por uma gradual reducdo da concentracdo do PS, seja por sua dilui¢do nas secrecoes
vaginais e uterinas ou pelo avanco dos espermatozdides através da cérvix e ttero
(Senger, 2003). Esta dinamica atua modulando a atividade espermética e,
conseqiientemente, € possivel que também em condi¢des artificiais o tempo de
exposicdo ao PS possa influenciar a viabilidade espermética. Desta forma, o GP foi
delineado com o objetivo de mimetizar, in vitro, a condi¢do na qual os constituintes do
PS sdo diluidos ao longo do trato genital feminino. Em adi¢d@o, o sistema de envase de

sémen estabelecido neste trabalho dinamizou a utiliza¢do de PS em associa¢do ao sémen
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ovino congelado, além de proporcionar um método pratico para uso em programas de
IA. O envase em palhetas finas (0,25 mL) possibilitou, no pds-descongelamento, a
obtencdo de uma concentracdo de espermatozdides moéveis apropriada para a IA
cervical em ovinos, com o armazenamento do PS na prépria palheta. Este sistema
elimina entraves como a centrifugacdo, o excessivo volume na dose inseminante, bem
como o longo tempo decorrido desde o descongelamento do sémen até a 1A, que tém
sido responsabilizados pelos resultados inconsistentes obtidos a partir da adi¢ao de PS
homdlogo ao s€émen ovino (El-Hajj Ghaoui et al., 2007b; O’Meara et al., 2007), na

inseminagdo cervical.

Neste estudo, a exposi¢do previa de espermatozdides ovinos ao PSO, PSE ou
PSB, por apenas 5 min, melhorou os parametros de motilidade, integridade funcional de
membrana plasmadtica e taxa de espermatozdides vivos, demonstrando que este
protocolo pode ser mais fisiologico e adequado. Estes resultados confirmam
observagdes prévias referentes a adesdo de componentes seminais benéficos na
superficie espermatica, mesmo com um reduzido tempo de exposi¢do (Desnoyens &
Manjunath, 1992; Garcia-Lopez et al., 1996). A incubagdo por apenas 5 min se mostrou
mais adequada do que a realizada por periodos prolongados (2 a 6 h), corroborando

evidéncias de que o tempo modula a interacao funcional entre os constituintes do PS e a

superficie espermatica (Manjunath et al., 2002).

Entretanto, a incubacao de s€émen ovino descongelado por longo periodo (até 6
h), adicionado de 25% de PSO ou PSE, reduziu a motilidade espermadtica, confirmando
estudos anteriores que empregaram PSO ou PSE como aditivo ao sémen ovino
(Graham, 1994) e eqiiino (Love et al., 2005), respectivamente. Porém, a adicao de PSO,

PSE ou PSB, nao exerceu influéncia na integridade funcional da membrana plasmatica
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ou na taxa de espermatozdides vivos, em relacdo ao controle SPS. Estes dados sugerem
que a incubagdo de espermatozdides ovinos com PS por periodos prolongados ndo €
eficiente na preservacao de sua viabilidade, podendo inclusive resultar em sua reducao.
E possivel que alguns fatores presentes no PS se tornem prejudiciais com o passar do
tempo, podendo exercer efeitos negativos sobre a viabilidade espermatica. Sabe-se que
repetidas coletas de sémen elevam as concentragdes de sédio e potassio no PSO (Kaia et
al., 2002) e niveis elevados de sodio sdo naturalmente encontrados no PSE (Mann et al.,
1981). A concentragdo elevada dos ions s6dio e potdssio sdo prejudiciais a motilidade
espermatica (Alvarez et al., 1883; Kaya et al., 2002), além de favorecerem alteracdes
como a peroxidacdo lipidica e a desestabilizacdo da cromatina espermatica (Alvarez et
al., 1883; Ferrandi et al., 1992). Estes dados podem justificar a menor motilidade e
integridade funcional de membrana plasmadtica, observadas com 2 h de incubag¢do em

PSO ou PSE, neste estudo.

A exposi¢ao prolongada ao PS (Experimento 1) proporcionou ainda uma grande
variabilidade nos resultados observados nos distintos tempos de incubacdo e nas
diferentes avaliacOes. Essa variabilidade pode ter estado condicionada a composi¢ao
bioquimica instdvel do PS (Dominguez et al., 2008), bem como aos efeitos varidveis
que o mesmo exerce sobre a vitalidade espermdtica (Perez-P¢ et al., 2001; Marti et al.,
2007). Alguns estudos prévios demonstraram evidéncias da presenca de componentes
seminais que interferiram na adesdo e fun¢do das proteinas do PS (Garcia-Lépez et al.,
1996; Ollero et al., 1997; Cardoso et al., 2006). Infelizmente ainda ndo € possivel

controlar a alocagao dos componentes benéficos, maléficos ou inertes presentes do PS.

O embasamento para o uso de PS heter6logo consiste em uma aparente

homologia entre proteinas do PSB e PSO (Thérien et al., 1995; Jobim et al., 2005;
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Bergeron et al., 2005) e entre o PSB e PSE (Calvete et al., 1997, Brandon et al., 1999).
Estas proteinas sdo tidas como responsaveis pelos efeitos benéficos do PS (Manjunath
et al., 1994; Thérien et al., 1998; Topfer-Petersen et al., 2005; Barrios et al., 2005;
Jobim et al., 2005; Cardoso et al., 2006). A caracterizagcdo das proteinas presentes no PS
de ovinos, bovinos e eqiiinos e suas similaridades, poderiam predizer sua capacidade
protetora. No PSO, ja foram identificadas as proteinas RSP14 e RSP20, que preservam
a integridade da membrana plasmadtica e revertem danos oriundos do choque térmico
(Barrios et al 2005), além de favorecer a manuten¢do do estado decapacitado do
espermatozdide (Pérez P€ et al., 2001). A comparagdo do perfil eletroforético das
proteinas entre PSO, PSE e PSB realizada neste estudo, mostrou semelhanga entre PSO
e PSB (Figura 4). Desta forma, o efeito positivo proporcionado pela adicao de PSO ou
PSB no Experimento 1, sugere que seus constituintes atuam de forma semelhante,

prolongando a viabilidade de espermatozdides ovinos.

Entretanto, o PSE exibiu vdrias bandas com peso molecular intermedidrio e
perfil distinto, em relagdo ao PSO e PSB. Esta discrepancia foi surpreendente diante do
consistente efeito benéfico observado com a incubacio dos espermatozéides ovinos por
5 min em PSE. Uma possivel explicacdo pode ser o fato de que a maioria das proteinas
encontradas no PS de ovinos, bovinos e eqiiinos pertence a classes protéicas similares,
como as Fn-2 type proteins, Spermadhesin proteins e CRISP proteins (Manjunath et al.,
1994; Thérien et al., 1998; Topfer-Petersen et al., 2005), indicando a co-existéncia de

proteinas estrutural e funcionalmente semelhantes no PS de diferentes espécies.

Estudos sugerem que a adicdo de proteinas do PS sob uma forma purificada
oferece uma maior seguranca na prote¢do espermdtica (Garcia Lopez et al., 1996;

Barrios et al., 2000; Barrios et al., 2005). Entretanto, além das dificuldades inerentes a
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identificacdo e purificacdo das diferentes proteinas que constituem o PS, € possivel que
outros constituintes ndo protéicos também exercam influéncia sobre a viabilidade
espermatica. A reduzida concentracdo protéica presente no PS dos eqiiinos sugere que
constituintes ndo protéicos, como antioxidantes, moléculas inibidoras de proteases e
fatores de crescimento que promovam a longevidade espermadtica (Topfer-Petersen et
al., 2005), podem ter contribuido para a obten¢ao dos resultados benéficos observados

neste estudo com a exposi¢do por 5 min ao PSE.

Muito embora os parametros de avaliacdo utilizados neste estudo (motilidade,
integridade funcional de membrana plasmética e sobrevivéncia espermatica) sejam de
uso comum, 0s mesmos sdo subjetivos e ndo garantem a capacidade fecundante dos
espermatozdides aprovados nestes critérios. Nesse sentido, a avaliagdo espermdtica mais
adequada consiste na determinacdo de taxas de prenhez que, todavia, ndo ¢
freqlientemente empregada devido ao custo elevado e a necessidade de uma ampla
estrutura. Um método promissor para avaliar a viabilidade espermatica € determinar a

integridade de seu DNA.

O método Neutral Comet Assay, previamente descrito para espermatozoéides
bovinos (Boe-Hansen et al, 2005), eqiiinos (Linfor e Meyers 2002) e suinos (Fraser et
al., 2005) nao se mostrou adequado para utilizagdo com ovinos (dados ndo publicados).
Desta forma, a metodologia descrita para estas espécies foi modificada para avaliagao
de espermatozdides ovinos. Os resultados obtidos neste estudo (Experimento 3), com o
controle positivo apresentando 94% e 90% de fragmentacdo de DNA com 1 e 6 h de
incubacdo, respectivamente, validam a técnica desenvolvida para s€men ovino. Como
esperado, o sémen fresco apresentou a menor taxa de fragmentacdo (24%) com 1 h de

incubacdo. Entretanto, mesmo o sémen fresco apresentou uma elevada taxa de
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fragmentacdo com 6 h de incubagdo (50%), o que demonstra a suscetibilidade do s€émen
ovino ao estresse oxidativo, especialmente se comparado a outras espécies (Linfor &

Meyers, 2002; Urrego et al., 2008).

Como o PS de diferentes espécies € composto por antioxidantes naturais
(Senger, 2003), sua adicdo representa uma real possibilidade de reducdo da
fragmentacio do DNA espermdtico causada pela acdo dos radicais livres,
principalmente apds o descongelamento. Os resultados obtidos no Experimento 3
demonstram que a adicao de 25% de PSO, PSE ou PSB néo foi ineficaz em preservar a
integridade do DNA espermatico, apds 1 ou 6 h de incubacdo em banho-maria a 37°C,
visto que os percentuais de fragmentacdo observados nos grupos PSO, PSE e PSB
foram semelhantes ao observado no grupo SPS. Entretanto foi verificada uma tendéncia
(P=0,09) na capacidade de reduzir as taxas de fragmentacdo do tratamento PSE (52%)
em relacdo ao tratamento SD (70%). Embora seja apenas uma tendéncia, a diferenca
considerdvel entre as duas taxas de fragmentacido (52% vs. 70%) pode exercer uma

importancia bioldgica relevante.

O método de selecdo espermadtica swim up, incorporado ao Experimento 3,
possibilitou a eliminacdo dos espermatozdides imoéveis (mortos) que supostamente
poderiam apresentar elevada taxa de fragmentacdo de DNA e assim proporcionar um
desvio nos resultados. Esta suposi¢do nado foi confirmada nesse experimento, sendo que
o grupo SPS, submetido ao procedimento de swim up, apresentou 63% de fragmentagao
que nao diferiu dos 70% de fragmentacdo observados no grupo SD, ndo submetido ao
swim up. Assim, os dados deste estudo possibilitam inferir que espermatozéides iméveis

ndo apresentam maior taxa de fragmentacdo de DNA.
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Em valores absolutos, a maior taxa de fragmentagao de DNA foi observada nos
espermatozdides descongelados (SD) sem qualquer aditivo. Estes resultados podem ser
explicados pelos danos espermadticos sofridos durante a criopreservacdo do sémen,
freqiientemente associados a formacao de radicais livres (Baumber et al., 2003), que por
sua vez intensificam a fragmentacdo do DNA espermdtico bem como afetam os
parametros de motilidade, integridade funcional de membrana plasmética e a
capacidade de fusdo espermdtico oocitdria (Aitken et al., 1998). Sobretudo,
espermatozdides ovinos sdo particularmente sensiveis a peroxidacao lipidica, devido ao
alto conteudo de dcidos graxos poli-insaturados presentes na sua composicdo (Baumber

et al., 2003).

As informagdes obtidas neste estudo criam novas perspectivas para a obtencao
de melhores resultados a partir do s€men ovino congelado, com a possibilidade do uso
de PS eqiiino ou bovino em substitui¢do ao PS ovino, dinamizando o uso deste aditivo.
Adicionalmente, uma nova estratégia foi validada com a real possibilidade de

incorporagdo do método Neutral Comet Assay na avaliagdo espermatica de ovinos.

Por fim, estudos in vivo devem ser realizados para avaliar os efeitos da adi¢ao de
PS heterélogo ao sémen ovino descongelado, sobre as taxas de prenhez de ovelhas

inseminadas pela via cervical.

3.5. Conclusodes

- O plasma seminal bovino e eqiiino pode ser utilizado para preservar a viabilidade do

sémen ovino congelado, em substitui¢do ao plasma seminal ovino.



36

- A incubagdo de espermatozéides ovinos com plasma seminal ovino, bovino ou eqiiino
foi influenciada pelo tempo de exposi¢do, com efeitos positivos em incubacdes por

tempo parcial.

- O plasma seminal eqiiino apresentou uma menor concentragdo protéica que o plasma

seminal bovino e ovino.

- Em relacdo ao plasma seminal bovino e ovino, o plasma seminal eqiiino apresenta
diferencas no perfil eletroforético de suas proteinas, com a presenca de bandas com

perfil distinto entre 6 a 50 KDa.

- As modificagdes propostas no método Neutral Comet Assay possibilitaram validar o

método para utilizacdo com s€émen ovino.

- No sémen ovino, a taxa de fragmentacdo de DNA ndo diferiu entre espermatozdides

selecionados ou nao pelo método swim up.

- Espermatozéides ovinos apresentaram uma elevada taxa de fragmentagdo,

demonstrando sua suscetibilidade ao estresse oxidativo.

- A adicdo de PSO, PSE ou PSB nao foi capaz de preservar a integridade do DNA

espermatico, ap6s 1 ou 6 horas de incubacao.
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