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Viabilidade espermatica apés a troca de plasma seminal entre
‘machos suinos com diferente sensibilidade ao resfriamento

- Sperm viability after change of seminal plasma betweén boars with
different chilling sensitivity

Goreti Ranincheski dos Reis,* Patricia Schwarz,* Mari Lourdes Bernardi,** Fernando Pandolfo Bortolozzo,* lvo Wentz*

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 cachagos com diferente manutengdo da motilidade (MOT) a 17°C. Foram utilizados como
doadores de sémen cinco cachagos 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 360% apés 144h) e maior
sensibilidade ao resfriamento (MAS - MOT <60% nas 72h). Ejaculados dos machos MAS e MES foram distribuidos em seis
tratamentos, com cinco repetiges cada. Nos tratamentos T1 e T3, o sémen dos machos MES e MAS, respectivamente, foram
processados de acordo com o protocolo convencional. Foi efetuada centrifugagao (800g por 10 min) e adigdo do PS (10mL)
homélogo para os espermatozéides MES e MAS, respectivamente, nos T2 e T4. Apés a centrifugagao, foi realizada a troca do
PS, sendo que espermatozéides dos machos MES foram expostos ao PS dos machos MAS (T5) e o PS dos machos MES foi
adicionado aos espermatozdides dos machos MAS (T6). As doses de sémen, diluidas em BTS, contendo trés bilhdes de
espermatozéides e distribuidas de acordo com os tratamentos descritos foram avaliadas durante sete dias de conservagao.
A MOT foi avaliada a cada 24h. Os percentuais de acrossomas normais (NAR) e de membranas integras (IM) foram avaliados
nas 24, 72, 120 e 168h. Diferengas significativas (P= 0,038) na MOT, entre os machos MES (T1) e MAS (T3), foram observadas
ap6s armazenamento de 48 horas. Em termos de IM, foi verificado um maior percentual (P= 0,027), para os machos MES, na
avaliagcdo efetuada nas 120 horas. Diferengas 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 centrifugagao e adigdo de PS homélogo
ou heterélogo. Nao foram observadas alteragées na MOT e na IM, quando foi efetuada a troca de PS entre os machos MES e
MAS. Os espermatozdides oriundos dos machos MAS apresentaram diminuigao de 11% na MOT. nas 24 horas, quando
submetidos a centrifugagao, ao passo que espermatozdides oriundos dos machos MES apresentaram diminuigdo de 16% na
MOT (P= 0,054), porém somente nas 168 horas. Uma diminuigdo da IM, embora somente nas 168 horas, foi também obser-
vada, tanto para os machos MES como para os MAS (P<0,01), quando o sémen destes machos foi centrifugado e adicionado
de PS homélogo ou heterélogo. A centrifugagao, 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 espermatozéides
suinos, apés a ejaculagéo, com a adigédo de 10% do PS de machos com sémen de menor sensibilidade.
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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 360% at 144h) and high (MAS — MOT <60% at 72h) 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 (800 g for 10 min) was performed and homologous PS
(10 mL) was added to sperm MES and MAS, respectively, in T2 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). 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 24h. The percentages of normal acrosomes (NAR) and intact membranes (IM)
were evaluated at 24, 72, 120 and 168h. Significant differences (P=0.038) in MOT, between boars MES (T1) and MAS (T3), were
observed after 48h of storage. Boars MES had a higher percentual of IM (P=0.027) at 120h. Significant decrease (P<0.01) in NAR
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was also verified for boars MAS, although only at 72h, 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 24h, when it was submitted to centrifugation,
while sperm from boars MES had a reduction of 16% in MOT (P= 0.054), only at 168h. Reduction of IM, although only at 168h, 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.
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Introdugao

Embora os efeitos do plasma seminal (PS) sobre a fungdo da
célula espermatica suina tenham sido amplamente estuda-
dos, os resultados ainda sao contraditérios. 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 adi-
¢ao de PS no diluente de espermatozéides 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
espermatozéide aos danos do choque térmico (Pursel,
Johnson e Schulman, 1973; Berger e Clegg, 1985), embora a
remogao ou ndo do PS; durante o processo do congelamen-
to, ndo afete a viabilidade espermatica pés-descongelamen-
to (Salamon, 1973; Fazano, 1986). Embora espermatozéides
ejaculados sejam mais sensiveis ao congelamento do que
os epididimarios (Berger e Clegg, 1985), ainda nao foi com-
provado se essa maior sensibilidade depende, exclusivamen-
te, do contato com o PS (Rath e Niemann, 1997). Apesar de
nao se saber, exatamente, quais os fatores que sensibilizam
ou promovem a resisténcia espermatica, deve-se considerar
a presenga de proteinas seminais, que interajam com a mem-
brana plasmatica (Moore, Hall e Hibbitt, 1976), assim como a
variagao na composigéao do PS entre machos (Pérez-Pé et al.,
2001).

Mesmo sabendo-se que em suinos existe uma relagao entre
as proteinas do PS e a fertilidade dos machos (Ash et al.,
1994; Flowers,1997/1998), ainda nao é conhecido se esses
componentes seminais estdo envolvidos na sensibilidade
dos espermatozoéides ao resfriamento. Assim, este estudo
se propde a verificar um possivel efeito do PS na sensibilida-
de espermatica ao resfriamento, a partir da troca cruzada de
PS, entre doadores de sémen com diferente manutengao da
motilidade durante a conservagao a 17°C. Como a centri-
fugagdo do sémen é um dos passos necessarios para efetu-
ar a troca cruzada de PS, seu efeito sobre a viabilidade
espermatica também foi avaliado.

Material e métodos

Foram utilizados como doadores de sémen cinco machos
selecionados a partir da avaliagdo de 30 machos de uma
central de inseminagao artificial. 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 3260% apés 144
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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 repeticdes cada.

T1:sémen de machos MES, procedimento convencional

T2:sémen de machos MES, centrifugagéo, adicdo de PS de
machos MES

T3:sémen de machos MAS, procedimento convencional

T4:sémen de machos MAS, centrifugagao, adicao de PS de
machos MAS

T5:sémen de machos MES, centrifugagao, adicao de PS de
machos MAS

T6:sémen de machos MAS, centrifugagdo, adigdo de PS de
machos MES

Nos tratamentos T1 e T3, o sémen dos machos MES e MAS,
respectivamente, foram processados de acordo com o proto-
colo convencional, isto é, foi imediatamente diluido em BTS,
em doses de 100mL, sem ser submetido a centrifugagao.
Para os outros tratamentos, o PS foi obtido por centrifugagao
(800g por 10 min) dos ejaculados dos machos MES e MAS. O
PS obtido apés a primeira centrifugagao foi novamente
centrifugado (1500g por 10 min) para remogao dos
espermatozéides remanescentes. Imediatamente apds a
centrifugacdo, os espermatozéides foram diluidos com BTS,
num volume similar ao do PS retirado, processando quatro
solugdes pré-diluidas (SPDs). Apés a determinagédo da con-
centragdo espermatica de cada SPD, foram preparadas as
doses de sémen (DSs) homélogas e heterélogas, com a
adicao de 10mL de PS correspondente, e o volume final de
100mL foi completado com diluente.

As DSs, contendo trés bilhdes de espermatozdides, foram
avaliadas durante um periodo de 168 horas de
armazenamento in vitro. A avaliagdo da MOT foi efetuada a
cada 24 horas. Os percentuais de acrossomas normais
(Pursel, Johnson e Rampacek, 1972) e de membranas inte-
gras (IM) foram avaliados nas 24, 72, 120 e 168 horas. A MOT
foi avaliada entre 1amina e laminula, em microscépio 6ptico
(100x), a partir de uma aliquota de 1mL de sémen incubada
em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Para a avaliagao 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 microscépio 6ptico de
contraste de fase (1000x). Foram examinadas 200 células de
cada preparado. A integridade da membrana espermatica foi
avaliada por coloragao com diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) e iodeto de propidio (PI), conforme Harrison e Vickers




(1990); Uma solugdo contendo 950uL = sémen da DI, 20uL’

de CFDA (20mM - Calbiochem, Lajolla, CA), 10uL de PI (7,3uM
— Sigma Chemical Co., Deisenhofen) e 20uL de para-
formaldeido (1,7 mM) foi incubada a 30°C durante oito minu-
tos. Apds a incubagao, uma aliquota de 4ul foi avaliada, entre
lamina e laminula, em microscépio de epifluorescéncia (filtro
EX/DM/BF= 450-490/510/520nm). Foram analisadas 200 cé-
lulas 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 diferengas 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 horas e 120 horas, confirmando a diferenga desses
machos na sensibilidade ao resfriamento.
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Espermatozéides oriundos dos machos MAS apresentaram
diminuigao ‘de 11% (P=0,031) na MOT nas 24 horas (Tabela
1), apés terem sido submetidos a centrifugagao (T3 vs T4),
sugerindo que eles sejam mais sensiveis que os
espermatozéides oriundos dos machos MES, os quais apre-
sentaram diminuigdo de 16% na MOT (P= 0,054), somente
nas 168 horas (T1 vs T2). O efeito prejudicial da centrifugagao
sobre a MOT ¢é reforgado quando os ejaculados submetidos
a centrifugagao foram agrupados e comparados aos que nao
foram submetidos, dentro de cada grupo de machos. O efeito
da centrifugagao, para os machos MAS, aparece apenas nas
24 horas, provavelmente porque, ap6s este momento, a MOT
desses machos ja esta baixa, devido a sua maior sensibili-
dade ao resfriamento, nao sendo possivel detectar efeitos
adicionais da centrifugagao.

Com relagdo a sensibilidade do espermatozéide suino a

centrifugagao, os estudos sdo escassos e contraditérios.

Fazano (1986), comparando a realizagdo de duas
centrifugagdes (800g por 10 min) com a realizagdo de uma
Unica, durante o processo de congelamento, ndo observou
diferengas na MOT pés-descongelamento. Contudo, Salamon
(1973), utilizando velocidade superior (1.000g por 10 min) a

Tabela 1: Motilidade (MOT) e integridade de membrana (IM) de espermatozéides (sptz) de machos suinos menos (MES) ou mais
(MAS) sensiveis ao resfriamento a 17°C, na presenga de plasma seminal (PS) homélogo ou heterélogo (média + desvio-padrao)

Momento de avaliagao da MOT (h)

Momento de avaliagao da IM (h)

Tratamentos .~ 24 48 72 96 144 168 24 72 120 168
T1(sptzMES + PSMES) 89+4 874 85+t5 816 73+9  63t18 50%20 796 73+12 69*11 6014
T2 (sptz MES + PSMES)  88+3 87 +3 84 +4 74 £16 59+32 52+32 3429 80+8 69+8 64117 40+22
T3(sptz MAS + PSMAS) 87+7 68+31 58+34 3640 27+41 24137 18129 859 71+9 5119  49%17
T4 (sptz MAS + PSMAS) " 76+11 48+34 41+35 26 +29 7+16 12 00 83+4 63+12 39+21 3116
T5 (sptz MES + PSMAS) ~ 89+4 83+14 75%21 65 +29 40+38 35+37 28+33 78+ 10 67+14 54+16 43120
T6 (sptz MAS + PSMES) ¢8+16 58132 44 £ 32 25 +32 12127 6118 1£2 78t 6 5820 4220 25%17
T2+ T5 88+3 84+11 79+16 ‘69124 50+36 44+3  31+30 79+9 68+11 59+17 42+21
T4+T6 78+14 54+32 43132 25 +31 11+24° 5%16 0+1 ‘796 59+18 43+20 27%15

Contrastes Nivel de significancia

Tivs T2 0,757 0,963 0,966 0,467 0,183 0,272 0,054 0,687 0,322 0,355 0,001
T1vs T3 0,602 0,038 0,007 0,0003 0,001 0,004 0,005 . 0,104 0,656 0,027 0,178 .
T2vs TS 0,757 0,493 0,216 0,276 0,071 0,073 0,423 0,414 0,632 0,122 0,673
T3vs T4 0,031 0,076 0,164 0,476 0,235 0,141 0,172 0,601 0,283 0,251 0,056
T4vs 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 144 horas.
MAS: machos com MOT <60% nas 72 horas.

T1 e T3 sem centrifugagao; T2 e T4 com centrifugagdo e adicdo de PS homélogo; T5 e T6 com centrifugagéo € adicdo de PSheterélogo

Apesar de, no presente estudo, terem sido verificados ‘altos
valores de NAR, com percentuais acima de 85%, e que as
diferengas observadas entre T3 e T4 e entre T4 e T6 foram
muito baixas, respectivamente 5,7 e 5,4%, foram verificadas
redugdes significativas para machos MAS, embora somente
nas 72 horas, quando o sémen desses machos foi submeti-
do a centrifugagéo e adigdo de PS homélogo ou heterdlogo.

s

do presente estudo, verificou um efeito deletério da
centrifugagao 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 centrifugagdo do sémen
homélogo ou heterélogo provocava uma diminuigdo da IM
(P<0,01), embora somente apds 168 horas de armazena-
mento (Tabela 1). ' :
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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¢cao de espermatozdides
ejaculados, ao PS heterélogo, ndo consegue modificar a
sensibilidade ao resfriamento. Sandoval et al. (1991) tam-
bém nédo conseguiram reverter a sensibilidade ao choque
térmico e ao congelamento de espermatozéides suinos, quan-
do foi efetuada a troca de PS entre 0 sémen de machos previ-
amente selecionados como de boa e de ma congelabilidade.
Thérien, Moreau e Manjunath (1998) sugerem que; logo apés
a ejaculagao, proteinas do PS bovino aderem-se aos
espermatozéides, alterando a estabilidade da membrana.
Desta forma, a utilizagao de procedimentos simples, como a
lavagem dos espermatozéides, pode nao ser eficiente para a
remogao dos componentes seminais, aderidos a membrana
plasmatica, comprometendo tentativas posteriores de liga-
¢do 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 n&o significativo,
quando os espermatozéides dos machos menos sensiveis
ao resfriamento foram expostos ao PS dos. machos mais
sensiveis (Tabela 1). Metz, Berger e Clegg (1990) verificaram
que espermatozoéides oriundos de ejaculados de baixa MOT
(30 a 50%) apresentaram uma menor capacidade de
adsor¢ao de proteinas do PS (3 pg) quando comparados aos
espermatozdides de ejaculados com 50 a 70% de MOT (14
pg). O conjunto dessas observagdes sugere que a maior ou
menor sensibilidade dos espermatozéides ao resfriamento
possa estar relacionada com a sua capacidade de adsorgéo
ou de remocgdo de fatores associados a viabilidade
espermatica, presentes no PS.

A constatagdo da auséncia de reversdo da sensibilidade da
célula espermatica ao resfriamento também pode estar rela-
cionada com a concentragao de PS empregada. No presente
estudo, foi utilizada uma concentragao 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 diluigéo,
se considerarmos a dificuldade de reversao da ligagao dos
componentes do PS a membrana espermatica, é possivel
que uma concentragdo de PS superior aos 10% seja neces-
saria para alterar a sensibilidade ao resfriamento, como em
Kniippel (2000) que, com a adigdo de 20% de PS, verificou
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na motilidade e na integridade de membrana também foi ob-
tida na espécie eqtiina, quando em ejaculados de garanhdes
com baixa motilidade pés-descongelamento, foi efetuada a
adigao de 30% de PS de garanhdes com alta motilidade pés-
descongelamento (Aurich et al., 1996).

A dominancia de determinados machos suinos, em relagao a
outros, na paternidade dos leitdes, apés fecundagdes
heterospérmicas, pode estar relacionada com o maior periodo
de sobrevivéncia in vivo dos seus espermatozoéides (Flowers,
Siggens e McLaren, 1996) e deve-se, ao menos em parte, a um
efeito do PS, uma vez que o nimero de leitdes oriundos de um
macho nao-dominante foi maior quando os seus espermato-
zéides foram misturados com o PS de um macho dominante
(Flowers, 1997). Em estudos posteriores, correlagdes foram
verificadas, entre a concentragdo de duas proteinas especificas
do PS e as taxas de penetragdo in vitro e a paternidade das
leitegadas, apds .inseminagdes heterospérmicas (Flowers,
1998). Embora essas observagdes evidenciem o efeito do PS
sobre a fertilidade, ainda nao foi comprovado, na espécie suina,
que os componentes do PS possam estar envolvidos com a
sensibilidade da célula espermatica ao resfriamento. Na espé-
cie ovina, foi demonstrado que a adsorgao de proteinas do PS
revertem (Barrios et al., 2000) ou evitam (Pérez-Pé, Cébrian-
Pérez e Muifo-Blanco, 2001) os danos na integridade da mem-
brana espermatica, causados pelo choque térmico. Assim, é
provavel que a variabilidade dos machos, em termos de sensi-
bilidade espermatica ao resfriamento, possa estar relacionada
com a presenga, auséncia ou variagao na concentragao de de-
terminadas proteinas protetoras presentes no PS. Mais estu-
dos sdo necessarios para verificar se proteinas semelhan-
tes as detectadas na espécie ovina estao também presentes
nos suinos. Além disso, seria importante determinar qual a
concentragao do PS, ou de substancias protetoras presentes
no mesmo, necessdria para a ocorréncia de efeito benéfico.

Conclusoes

Nao foi possivel reverter a maior sensibilidade ao resfriamento
de espermatozoéides suinos, apés a ejaculagdo, com a adi-
¢do de 10% do PS de machos com menor sensibilidade. A
centrifugagao 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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