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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagdo entre a concentragdo de proteinas no plasma
seminal ovino com parametros de qualidade do sémen criopreservado em diluentes TRIS e
em Agua de Coco em P6 (ACP'%%°). Um total de 12 coletas/animal em ovinos Santa Inés
(n=2) e Dorper (n=2) foram realizadas para obtencdo do plasma seminal e para
criopreservacdo nos diluentes de trabalho. Foi utilizado o método de Bradford para
determinagdo da concentragdo de proteina. Para avaliagdo do sémen fresco e
criopreservado foram utilizados os testes de viabilidade por eosina-nigrosina e teste
hiposmético (HOST), além dos parametros de motilidade em sistema de analise de sémen
auxiliada por computador (CASA). Baseado no valor médio da concentragdo de proteina,
os ejaculados foram agrupados em alta (AP) e baixa (BP) concentragdao proteica.
Correlagdes significativamente positivas foram encontradas entre a concentragdo de
proteina com os parametros motilidade progressiva (PROG) e congelabilidade (CONGEL),
e negativa para deslocamento lateral de cabe¢a (ALH) nas amostras criopreservadas em
ambos os diluentes, além de correlacao positiva para motilidade total (MOT) em TRIS.
Sémen de ejaculados do grupo AP criopreservados em TRIS apresentaram MOT, PROG e
CONGEL significativamente superior ao grupo BP e inferiores para ALH. Quando
criopreservado em ACP!°%*, sémen do grupo AP foi superior ao BP para PROG e
CONGEL. Variagdes na qualidade do sémen criopreservado entre ejaculados podem estar
associados a concentragdo de proteinas do plasma seminal, e estas podem atuar na
manutengao da progressividade de espermatozoides ovinos criopreservados em diluentes
TRIS e ACP'%,
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the relation between the protein concentration
in ram seminal plasma and quality parameters of the semen cryopreserved in TRIS and
Coconut Water Powder (ACP!'%%) extenders. A total of 12 semen collections/animal of
Santa Ines (n=2) and Dorper (n=2) rams were performed to obtain seminal plasma and
semen cryopreservation in work extenders. The protein content was determined using the
Bradford’s method. The eosin-nigrosin and hyposmotic (HOST) viable tests and motility
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parameters obtained by computer assisted semen analysis were evaluated for fresh and
cryopreserved semen. The ejaculates were grouped in high (AP) and low (BP) protein
content, based on the mean value of protein concentration. Significantly positive
correlations were found between the protein content and progressive motility (PROG),
freezability (CONGEL) and negative for lateral head displacement (ALH) in the semen
cryopreserved in both extenders. Therefore, positive correlation was found for total
motility (MOT) in TRIS. Semen samples from AP group cryopreserved in TRIS extender
were significantly better than BP group for MOT, PROG and CONGEL, and inferior for
ALH. When criopreserved in ACP!%¢ extender, the AP group were better than BP group
for PROG and CONGEL. Variations in the quality of cryopreserved semen from different
ejaculates may be associated with the concentration of seminal plasma proteins and may
act to maintain the progressiveness of ram sperm cryopreserved in TRIS and ACP!%%*
extenders.

Key words: Seminal plasma, protein, Tris, ACP, CASA.

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen ovino permite a conservacdo da genética de
reprodutores de interesse por longos periodos para seu uso em biotecnologias como a
inseminacgdo artificial. Entretanto, a criopreservagdo altera a capacidade funcional do
espermatozoide, reduzindo sua motilidade e viabilidade, o que resulta em baixas taxas de
concepcdo em ovelhas inseminadas por via cervical (SALAMON e MAXWELL, 2000).

Em ovinos, proteinas do plasma seminal tem desempenhado importante papel na
conservagao seminal (BARRIOS et al. 2000), possuindo agdo decapacitante e de
estabilizacdo da membrana (BARRIOS et al. 2005). Uma maior concentracdao de proteinas
do plasma seminal ¢ encontrada durante a estagdo reprodutiva, e por isso relacionada a
fertilidade (SMITH et al., 1999). Além disso, a adicdo de plasma seminal ou de suas
proteinas apresenta efeito benéfico na qualidade do sémen criopreservado (OLLERO et al.,
1997, CARDOZO et al., 2009; LEAHY et al., 2010) e na fertilidade de ovelhas
inseminadas com sémen resfriado (LOPEZ-PEREZ e PEREZ-CLARIGET, 2011).

Variagdo entre reprodutores e entre ejaculados na fertilidade no s€émen congelado
ovino tem sido relatada e atribuida a variagdo bioquimica do plasma seminal (WINDSOR,
1997). Dado o efeito das proteinas seminais na prote¢ao dos espermatozoides ovinos ao
dano do resfriamento e congelagdo, a variagdo na constituicao proteica do plasma seminal
pode estar relacionada com a qualidade do sémen apds criopreservagao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a relacdo entre a concentracao de
proteinas no plasma seminal ovino com parametros de qualidade do s€émen criopreservado
em diluentes a base de TRIS e Agua de Coco em P6 (ACP'%%°).

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE), processo n° 09233050-9. Foram
realizadas 12 coletas de sémen em ovinos das ragas Santa Inés (n=2) e Dorper (n=2) com

uso de vagina artificial. As coletas de sémen ocorreram com intervalo de 2-3 dias, sendo
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utilizados o segundo ejaculado de cada animal para criopreservagdo (OLLERO et al.,
1996).

O primeiro ejaculado foi utilizado para obtengdo do plasma seminal. Apds a
coleta, cada ejaculado foi avaliado quanto ao volume (medido em tubo graduado),
concentracdo (por espectrofotometria), motilidade massal, percentual de espermatozoides
moveis e vigor, segundo Chemineau et al. (1991), sendo utilizados apenas ejaculados com
volume superior a 0,5 mL, concentragio minima de espermatozoides de 3,5 x 10°
células/mL, motilidade massal e vigor minimo de 3,5, percentual de espermatozoides
moveis superior a 80% e percentual de patologias espermaticas inferior a 10%. O plasma
seminal foi obtido apds dupla centrifugacdo a 2500 rpm/15min e o sobrenadante
acondicionado em tubos de 1,5 mL e conservados em nitrogénio liquido. Imediatamente
antes da determinacdo da concentracdo de proteina, o plasma seminal descongelado foi
centrifugado a 5000xg/20 min. (4 °C) e o sobrenadante recentrifugado. A concentracao de
proteina do plasma seminal foi determinada pelo método de Bradford (1976), em reagente
comercial (Bradford Reagent, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA). Baseado no
valor médio da concentracao de proteinas dos ejaculados obtidos, estes foram agrupados
em alta (AP) e baixa (BP) concentragdo proteica.

Os diluentes tris-frutose-gema de ovo (TRIS) e a base de Agua de Coco em P6
para criopreservacdo de sémen ovino (ACP!%?°) foram utilizados para a criopreservacio e
preparados em duas fragdes (fragdo “A” e “B”). A fracio “A” do diluente ACP!°% foi
preparada segundo recomendag¢dao do fabricante (ACP Biotecnologia, Fortaleza, CE,
Brasil), com acréscimo de 1x10° IU/L penicilina e 1g/L estreptomicina, além de 15% (v/v)
de gema de ovo. A fracdo “A” do diluente TRIS consistiu em 300 mM de Tris
(hidroximetil) aminometano, 94.7 mM 4&cido citrico, 27,7 mM frutose, 15% (v/v) gema de
ovo, 1x10° IU/L penicilina e 1g/L estreptomicina (EVANS e MAXWELL, 1990). A fragdo
“B” de cada diluente teve a mesma constitui¢ao da fragdo “A” com acréscimo de 10% de
glicerol. As amostras de sémen de cada ejaculado foram divididas em duas aliquotas e
diluidas nas fracdes “A” de ACP!°* ¢ TRIS a 32 °C, obtendo concentragio de
800x10%sptz/mL. O sémen diluido foi resfriado a 4 °C em 120 minutos, quando entdo foi
adicionada a fragdo “B” de cada diluidor, em trés etapas, obtendo concentracao final de
400 x10° sptz/mL. O sémen foi mantido em equilibrio a 4 °C por duas horas, envasado em
palhetas de 0,25 mL, e congeladas em vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos em
suportes a 3,5 cm do nivel do nitrogénio liquido no interior de caixa térmica, e estocadas
em botijoes criogénicos. Uma palheta por diluente e de cada ejaculado foi descongelada a
37 °C por 30 segundos e seu conteudo alocados em microtubos de 1,5 mL mantidos a 37
°C para avaliagio. O sémen fresco, criopreservado em TRIS e ACP!%¢ foram avaliados
para viabilidade, teste hiposmotico e motilidade.

Para a avaliacdo da viabilidade foi adotada a metodologia de confeccao de
esfregacos de s€émen corados com eosina-nigrosina, segundo metodologia de Chemineau et
al. (1991). Duzentos espermatozoides por lamina foram avaliados para o percentual de
células nao coradas (viaveis) em microscopio optico (400x).

O teste hiposmotico foi utilizado para avaliagdo da integridade funcional da
membrana espermatica por incubagdo de 10 pl de s€émen diluido em 100 pL de solucao

hiposmotica (0,90 g frutose, 0,49 g citrato de sddio em 100 mL de 4gua destilada) a 37 °C
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por 60 min e avaliadas 200 células espermaticas em microscopio de contraste de fase
(1000x), e determinado o percentual de espermatozoides com dobramento de flagelo, tidos
como células com membranas funcionalmente intactas (BUCAK et al., 2009).

A analise de motilidade foi realizada em sistema de andlise de sémen auxiliada
por computador (CASA) com uso do programa Sperm Class Analyser® (SCA®, Microptic
S.L, Barcelona, Espanha). Foram utilizados os seguintes parametros do programa: 25
quadros/s, nimero de quadros: 25/campo; velocidade limite para espermatozoides lentos:
30um/s, limite para velocidade média: 60 pm/s, retilinearidade minima para
espermatozoides progressivos: 80%. Para a avaliagdo, o sémen a 37 °C foi diluido a 40
x10%sptz/mL em solugdo citrato-glicose (EVANS e MAXWELL, 1990). Dez microlitros
dessa suspensdo foram colocados entre lamina e laminula de microscopia pré-aquecida a
37 °C. Um minimo de 1000 espermatozoides foram avaliados pelo sistema CASA em
microscopio de contraste de fase para os parametros: percentual de espermatozoides
moveis (motilidade total - MOT), percentual de espermatozoides com movimento
progressivo (motilidade progressiva - PROG), velocidade curvilinear (VCL - pm/s),
velocidade média do percurso (VAP - pm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR -
%), deslocamento lateral de cabega (ALH - um) e frequéncia de batimento cruzado (BCF -
Hz).

Baseado nos valores de PROG foi calculado para cada amostra de sémen
criopreservado em diluente TRIS ou ACP!°% o pardmetro congelabilidade (CONGEL),
definido como a relagdo percentual da motilidade progressiva do s€émen criopreservado em
relacdo ao mesmo parametro no sémen fresco do mesmo ejaculado (CONGEL(%)= PROG
do sémen criopreservado/PROG do sémen fresco*100) (ANEL et al., 2003).

Para a andlise estatistica, os resultados foram expressos em média+desvio padrao.
Apoés transformacdo em arco seno dos valores em percentual, as médias entre os
pardmetros avaliados para o sémen fresco, criopreservado em TRIS e ACP!*¢ foram
submetidas 8 ANOVA, seguido de teste de Tukey para diferenca estatistica com nivel de
significancia de 5%. Foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson para determinar a
associacdo entre a concentracdo de proteinas de cada ejaculado com os parametros
avaliados do sémen criopreservado em TRIS e ACP!%%. Foi utilizado o teste T de Student
para comparagao entre ejaculados agrupados em AP e BP para concentracao proteica e dos
parametros de motilidade e de congelabilidade de amostras de sémen congeladas em TRIS
e ACP!9%¢ que apresentaram correlagiio com a concentracio proteica. Foi adotado nivel de
significancia estatistica de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do sémen fresco e criopreservados em diluentes TRIS e ACP-102¢
para os parametros avaliados estdo apresentados na Tab. 01. Excetuando os parametros
LIN, STR, ALH e BCF, em todos os demais parametros o s€émen fresco apresentou valores
estatisticamente superiores ao sémen criopreservado em ambos os diluentes. Estes efeitos
sdo atribuidos a criopreservagdo, que induz danos fisicos nas células (HOLT, 2000), com
alteragdes ultraestruturais, bioquimicas e funcionais que ocorrem durante o processo de
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criopreservacdo, levando a redug¢do da motilidade e perda de viabilidade espermatica
(SALAMON e MAXWELL, 2000).

Tabela 01: Médiat+desvio padrdo dos percentuais dos pardmetros avaliados de viabilidade
espermatica, teste hiposmoético (HOST) e de motilidade avaliados em sistema CASA do
sémen ovino fresco e criopreservado em TRIS e ACP!0%,

Sémen criopreservado

Parametro Sémen fresco

TRIS ACP102¢
Viabilidade 85,9+8,7° 45,6+14,8" 48,749,4°
(%)
HOST (%) 61,8+13,0° 43,5+10,4° 38,6+9,1°
MOT (%) 88,6+5,7% 67,0+£15,2° 50,1420,8¢
PROG (%) 52,3+7,82 36,3+9,6° 27,1+11,0°
VCL (um/s) 144,8+18,22 118,3+15,9° 119,5+15,3°
VAP (um/s) 125,3+17,72 100,8+16,6° 107,5+14,6°
LIN (%) 70,9+4,8° 68,4+5,0° 74,3+5,6
STR (%) 82,0+3,5° 80,6+3,8° 82,5+4,0°
ALH (um) 3,0+0,5% 2,9+0,3° 2,5+0,4°
BCF (Hz) 8,4+1,2° 8,4+0,5° 8,2+0,7°

Letras diferentes entre colunas dentro do mesmo parametro indicam diferengas estatisticas (p<0,05).

O diluente TRIS apresentou valores estatisticamente superiores ao diluente
ACP!%% para os parametros MOT, PROG, ALH e BCF e inferiores para o LIN. Ambos
diluentes ndo diferiram entre si para viabilidade, HOST, VCL, VAP e STR. Estes
resultados podem indicar que o TRIS e o ACP!** apresentam semelhante prote¢io da
integridade estrutural (viabilidade) e funcional (HOST) da membrana espermadtica, dos
parametros cinéticos (VCL e VAP) e de qualidade de movimento (STR), mas ndo no
percentual de espermatozoides mdveis € com movimento progressivo.

Os parametros ALH, BCF e LIN devem ser vistos em conjunto, pois estes valores
sdo comumente utilizados na diferenciacdo cinética de subpopulagdes espermaticas com
alta e baixa progressividade, com as de alta progressividade apresentam maiores valores de
LIN e menores de ALH, diferente das subpopulagdes com espermatozoides nao
progressivos com padrao de movimento semelhante ao de hiperativagdo, que apresentam
baixo LIN e alto ALH (MUINO et al., 2008; DORADO et al., 2010). O maior valor para o
pardmetro LIN e menor para ALH e BCF no sémen criopreservado em ACP!'%%¢ pode estar
relacionado a uma maior progressividade de seus espermatozoides, e/ou uma menor
subpopulagdo espermatica com movimento ndo progressivo ou hiperativado. As diferengas
no pardmetro PROG entre TRIS e ACP!%% foram refletidos em suas congelabilidades, onde
o diluente TRIS apresentou significativamente melhor resultado quando comparado ao
diluente ACP!%%¢ (70,7+20,1% e 53,9+25%, respectivamente).
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Correlagdo moderada, mas significativa foi encontrada entre a concentra¢do de
proteina do plasma seminal com os parametros MOT, PROG, ALH e CONGEL no sémen
criopreservado em TRIS (Tab. 02) e PROG, ALH e CONGEL para s€émen criopreservado
em ACP!'%% (Tab. 03), com correlagdo negativa apenas para o parimetro ALH para ambos
diluentes.

Tabela 02: Correlacdo da concentragao de proteinas totais no plasma seminal de ovinos
com parametros avaliados para o sémen descongelado em diluente TRIS.

PARAMETRO CONCENTRACAO
DE PROTEINA
Viabilidade 0,241
HOST 0,008
MOT 0,361%*
PROG 0,307*
VCL 0,037
VAP 0,081
LIN 0,000
STR -0,200
ALH -0,432%
BCF -0,067
Congelabilidade 0,385%*

* Correlagdo estatisticamente significante (p<0,05)

A concentracdo de proteina do plasma seminal dos ejaculados obtidos foi de
27,9+£5,5 mg/mL, compativeis com os obtidos por Smith et al. (1999), Ghaoui et al.
(2007), Marco-Jimenez et al. (2008), mas inferiors a Marti et al. (2007). Os ejaculados
agrupados em AP e BP apresentaram média de 32,97+2,84 mg/mL e 23,3+2,4 mg/mL
respectivamente, com diferenga significativa entre os grupos. Além do contetdo proteico,
os ejaculados dos grupos AP e BP diferiram nos parametros MOT, PROG, ALH e
CONGEL para aliquotas de s€émen criopreservado em diluente TRIS (Tab. 04), e PROG e
CONGEL para aliquotas de sémen criopreservadas em ACP!°% (Tab. 05). Para ambos
diluentes, o grupo AP foi estatisticamente superior ao grupo BP para os parametros PROG
e CONGEL, além do parametro MOT para o diluente TRIS. O parametro ALH foi
estatisticamente superior no grupo BP para o diluente TRIS, mas ambos os grupos nao
diferiram para este pardmetro no diluente ACP!%%°, Como valores altos do pardmetro ALH
podem estar relacionados a menor progressividade dos espermatozoides (MUINO et al.
2008; DORADO et al. 2010), valores estatisticamente menores para este pardmetro no
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grupo AP concordam com maior percentual de células progressivas e com a
congelabilidade observadas em TRIS.

Tabela 03: Correlagdo da concentracdo de proteinas totais no plasma seminal de ovinos
com parametros avaliados para o sémen descongelado em diluente ACP!%%¢,

PARAMETRO CONCENTRACAO
DE PROTEINA
Viabilidade -0,020
HOST -0,018
MOT 0,144
PROG 0,331%
VCL -0,144
VAP -0,095
LIN 0,197
STR 0,198
ALH -0,0336*
BCF -0,090
Congelabilidade 0,367*

* Correlagao estatisticamente significante (p<0,05)

Tabela 04: Médiatdesvio padrdo para os pardmetros de motilidade total (MOT),
motilidade progressiva (PROG), deslocamento lateral de cabeca (ALH) e congelabilidade
(CONGEL) de sémen ovino criopreservado em TRIS de ejaculados agrupados em alta e
baixa concentracao de proteina seminal (AP e BP, respectivamente).

GRUPO MOT (%) PROG (%) ALH (unm) CONGEL (%)

AP 72741650 395£104%  2,8+03P 78,8421 3¢

BP 61.8+11,5° 334477 3,040,3? 63,5158

Letras diferentes entre linhas no mesmo parametro indicam diferenga estatistica (p<0,05).

As correlagdes encontradas para a concentragdo de proteinas totais do plasma
seminal com os parametros de motilidade total e progressiva, ALH e congelabilidade
concordam com trabalhos que apontam o efeito protetor das proteinas do plasma seminal
ovino em espermatozoides contra os danos causados pelo resfriamento e criopreservacgao.
Em ovinos, a adicao de plasma seminal ou de sua fracao proteica mantém a motilidade de
espermatozoides submetidos a altas dilui¢des (ASHWORTH et al. 1994), e na reversao dos
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danos causados pelo resfriamento (cold-shock), aumentando a motilidade de
espermatozoides criopreservados (MAXWELL et al. 1999; DOMINGUEZ et al. 2008,
CARDOZO et al. 2009; LEAHY et al. 2010), e fertilidade (MAXWELL et al. 1999,
REBOLLEDO et al. 2007). Este efeito protetor tem sido atribuido as proteinas RSVP14 e
RSVP20 secretadas pelas vesiculas seminais ovinas (BARRIOS er al. 2005;
FERNANDEZ-JUAN et al., 2006) e que formam o grupo de maior expressao no plasma
seminal (CARDOZO et al., 2008).

Tabela 05: Médiatdesvio padrdo para os parametros motilidade progressiva (PROG),
deslocamento lateral de cabeca (ALH) e congelabilidade (CONGEL) do sémen ovino
criopreservado em ACP'%% de ejaculados agrupados em alta e baixa concentragio de
proteina seminal (AP e BP, respectivamente).

GRUPO PROG (%) ALH (um) CONGEL (%)
AP 31,549,6° 2.4+0 3 64,8425 2°
BP 23,1+10,7° 2,604 21,2+15,8"

Letras diferentes entre linhas no mesmo parametro indicam diferenga estatistica (p<0,05).

A estabilizagdo da membrana estd relacionada a acdo decapacitante destas
proteinas, que se ligam a membrana plasmatica de espermatozoides danificados,
restaurando-a (BARRIOS et al. 2000; PEREZ-PE et al. 2001b). Em vista do efeito protetor
destas proteinas do plasma seminal, ¢ plausivel que ejaculados com maior concentracao de
proteina no plasma seminal como as encontradas neste trabalho, tendam a oferecer maior
crioprotecao a seus espermatozoides.

Neste trabalho, ndo foi encontrada correlagdo entre a concentracao proteica do
plasma seminal com os parametros viabilidade e HOST. No entanto, tanto a viabilidade
como HOST apresentaram correlagdes significativas com MOT e PROG para ambos
diluidores (dados nao mostrados). Ao contrario da avaliacdo do sistema CASA, que se
caracteriza por ser precisa, acurada e objetiva (VERSTEGEN et al., 2002; KATHIRAVAN
et al., 2011), a avaliacdo da viabilidade pela coloragdo com eosina-nigrosina apresenta
certo grau de subjetividade, além de avaliar uma pequena populagdo de espermatozoides
(at¢ 200 células/amostra) (FOSTER et al., 2011), observagdo que também pode ser
estendida ao HOST, levando a uma maior variabilidade e menor exatidao dos resultados, €
que podem ter interferido na sua correlacdo com a concentragdo das proteinas totais do
plasma seminal.

CONCLUSAO

Estes resultados indicam que a concentragdo de proteina do plasma seminal de
ovinos pode estar associada com uma maior motilidade total e progressiva e na
congelabilidade de espermatozoides de carneiros criopreservados, sugerindo que estas
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proteinas podem atuar na melhoria da progressividade de espermatozoides ovinos
criopreservados em diluentes TRIS e ACP!%%,
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