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RESUMO

SHIOMI, Hugo Hideki, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2&p&ctos
seminais de suinos da raca Piau: sazonalidade e criopreservac@rientador: José
Domingos Guimarées. Coorientadores: Maria Cristina Baracat Pereira, Rogério Oliveria
Pinho e Eduardo Paulino da Costa.

Foram realizados dois diferentes experimentos com o sémen de suinos da raca Piau: o
primeiro referiu-se a criopreservacdo seminal e o segundo, ao efeito da sazonalipadi
protedbmico do plasma seminal e nas caracteristicas fisioasrfologicas do sémen. No
primeiro experimento, foram utilizadas vinte coletas de cinco machos. O extensor de
congelamento foi baseado em extensor de gema de lactose e ovo, adicionado a 2 % de
glicerol, 3 % de dimetilacetamida. A adicdo de conjugados de colesterol carregados com
ciclodextrina foi realizada ap6s centrifugacao, quando o sémen foi diluido com o extensor de
resfriamento. Quatro grupos foram submetidos ao seguinte tratamento: sem adicao (grupo 1);
1,5 mg de colesterol carregado com ciclodextrina / 120&épermatozoides (grupo 2); 1,5

mg de colestanol carregado com ciclodextrina / 12Dr$permatozoides (grupo 3); 1,5 mg

de esperma desmosterol carregado com ciclodextrina / 12@zfpérmatozoides (grupo 4).

Para analisar a qualidade pdés-descongelamento, foram verificadas a motilidade e a
morfologia espermética. Além disso, para verificar a viabilidade dos espermatozoides, foram
utilizados o teste hiposmético, a coloracdo supravital e o teste fluorescente. Os valores
médios registrados para a motilidade espermética total imediatamente apds a descongelagao
foram de 54,5+ 5,8, 55,5 +£5,3, 53,7 £ 6,7 € 52,5 £ 6,6 %, respectivamente, para 0s grupos de
um a quatro, sem diferenca entre eles (p> 0,05). Em relacdo ao teste fluorescente, os
resultados foram 28,3 + 13,2, 26,9 + 12,2, 22,2 + 11,4 e 32,0 £ 15,3 %, respectivamente, para
0s grupos de um a quatro, também sem diferenca entre os grupos (p> 0,05). Da mesma forma,
testes complementares para avaliagdo da integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica ndo mostraram diferenca entre os tratamentos (p> 0,05). Em concluséo, o uso de
conjugados de colesterol carregados com ciclodextrina adicionados a membrana plasmatica
do esperma ndo demonstrou qualquer efeito aditivo no aumento e / ou manutencédo da
motilidade do espermatozoide. No experimento 2, foram utilizados dez varrbes da raca Piau,
aprovados previamente como férteis por exame androlégico e as coletas de sémen foram
realizadas mensalmente para analise, durante o periodo de um ano, avaliando motilidade,

vigor, morfologia, concentragdo/ mL e concentracdo total. O perfil protéico do plasma



seminal foi obtido por eletroforese bidimensional, as anédlises de imagem dos géis foram
realizadas pelo programa ImageMaster 2D Platinum 6,0 (GE Healtcare®) e a identificacédo
das proteinas foi por espectrometria de massas usando MALDI-TOF/TOF, com o software
Mascot Daemon para a busca em banco de dados. A validacdo das proteinas identificadas
entre os tratamentos foi realizada pelo programa SCAFOLDAPINo presente estudo,
observou-se que as estacdes climaticas do ano influenciaram a qualidade do sémen, e que no
inverno houve maior alteracdo na morfologia espermética em relagdo ao verdo, com mais
defeitos espermaticos maiores e totais (p<0,05), porém esses valores ainda se mostram dentro
dos padrdes de qualidade seminal preconizados para a espécie. Em relacdo a motilidade
espermatica progressiva, vigor e concentracdo espermatica, ndo sofreram influéncia das
estacBes climéticas do ano (p>0,05). Importantes proteinas do plasma seminal de varrdes da
raca Piau foram identificadas e validadas, destacando-se as espermadesinas. Foram
reportadas correlacfes significativas entre as caracteristicas seminais e alguns spots. Ao

longo das estacdes do ano, dez spots foram observados como diferencialmente abundantes.
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ABSTRACT

SHIOMI, Hugo Hideki, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 28&&inal
aspects of Piau swine breed: seasonality and criopreservatiodvisor: José Domingos
GuimaraesCo-advisors: Maria Cristina Baracat Pereira, Rogério Oliveria Pinho and Eduardo
Paulino da Costa.

Two different experiments were carried out on the semen of Piau pigs: the first one referred
to seminal cryopreservation and the second one, to the effect of seasonality on the proteomic
profile of seminal plasma and on the physical and morphological characteristics of semen. In
the first experiment, twenty samples of five males were used. The freezer extender was based
on lactose and egg yolk extender, added to 2 % glycerol, 3 % dimethylacetamide. The
addition of cyclodextrin loaded cholesterol conjugates was performed after centrifugation,
when the semen was diluted with the cooling extender. Four groups were submitted to the
following treatment: no addition (group 1); 1.5 mg of cyclodextrin-loaded cholesterol /
120x16¢ spermatozoa (group 2); 1.5 mg of cyclodextrin-loaded cholestanol / 120x10
spermatozoa (group 3); 1.5 mg of cyclodextrin-loaded desmosterol sperm / 420x10
spermatozoa (group 4). In order to analyze the post-thawing quality, the sperm motility and
morphology were verified. In addition, to verify the viability of the spermatozoa, hyposmotic
test, supravital staining and fluorescent test were used. The mean values recorded for the
sperm motility immediately after thawing were 54.5 + 5.8, 55.5 + 5.3, 53.7 + 6.7 and 52.5 +
6.6 % , respectively, for groups one to four, with no difference between them (p> 0.05).
Regarding the fluorescent test, the results were 28.3 £ 13.2, 26.9 £ 12.2, 22.2 + 11.4 and 32.0
+ 15.3 %, respectively, for the groups one to four, also with no difference among groups
(p>0.05). Likewise, complementary tests to assess the integrity and functionality of the
plasma membrane showed no difference among treatments (p> 0.05). In conclusion, the use
of cyclodextrin-loaded cholesterol conjugates added to the plasma sperm membrane did not
demonstrate any additive effect on the increase and / or maintenance of sperm maotility. In the
experiment 2, ten boars of the Piau breed, previously approved as fertile by andrological
examination, were used and the semen collections were carried out monthly for analysis
during one year, evaluating motility, vigor, morphology, concentration / mL and total
concentration. The protein profile of the seminal plasma was obtained by bidimensional
electrophoresis, the image analyzes of the gels were performed by ImageMaster 2D Platinum

6.0 program (GE Healtcare®) and the identification of the proteins was obtained by mass
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spectrometry using MALDI-TOF/TOF, with Mascot Daemon software for database search.
The validation of the proteins identified among the treatments was performed by the
SCAFOLD program (95 %). In the present study, it was observed that the seasons of the year
influenced semen quality, and that in winter there was a greater change in sperm morphology
than in summer, with more major and total sperm defects (p <0.05), however these values are
still within the seminal quality standards recommended for the species. Regarding
progressive sperm motility, vigor and sperm concentration, they were not influenced by
climatic seasons of the year (p>0.05). Important proteins of the seminal plasma of Piau boars
were identified and validated, especially the spermadines. Significant correlations were
reported between seminal characteristics and some spots. Throughout the seasons, ten spots

were observed as differentially abundant.
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INTRODUCAO

Suinos de ragas naturalizadas s&o oriundos de animais trazidos pelos europeus,
apresentam caracteristicas préprias de adaptacdo ao ecossistema brasileiro, representando
fontes potenciais de novas variantes genéticas para a suinocultura e por isso a conservacao
dos mesmos é essencial (Sollero et al., 2006). Além da sua importancia na economia de
subsisténcia das camadas mais humildes na zona rural, tém destacada importancia em
eventuais cruzamentos visando aumentar a rusticidade de animais de linhagem comercial e
derivados exclusivamente de racas estrangeiras (Irgang, 1986).

Muito esforco estd sendo despendido, nos érgdos de pesquisa internacionais, no
sentido de preservar e melhorar geneticamente as diferentes racas de animais, muitas das
guais em via de extingdo. Entretanto, a maioria dessas ragas, por cruzamentos absorventes ou
por substituicdo, deu lugar a outras que, por serem mais produtivas e melhoradas
geneticamente, contribuiram para reducédo consideravel das populacbes de animais nativos
(Pereira, 2004).

A raca Piau é oriunda de suinos introduzidos pelos colonos portugueses no século
XVI e sofreu influéncia de suinos holandeses e africanos (Vianna et al., 1985). Essa raca foi
submetida a selecdo pelo médico veterinario Antonio Teixeira Vianna em 1939, visando o
desenvolvimento de um animal de dupla aptiddo, ou seja, producdo de carne e gordura
(Gomes e D’Aulisio, 1980). As principais caracteristicas da raca sao rusticidade,
adaptabilidade e resisténcia a determinadas doencas (Mariante et al.,, 2003), sendo
considerada a melhor e mais importante raca naturalizada brasileira (Cavalcanti, 1984),
agregando o maior niumero de estudos e trabalhos publicados (Garcia e Barbosa, 1994), e
entre as ragas suinas catalogadas como de alto risco de extincdo é a Unica que ainda existe
(Pereira, 2004). Barbosa et al. (1985) relataram que até meados da década 80, a maioria dos
estudos referiam-se aos aspectos de desempenho reprodutivo das fémeas, desenvolvimento
ponderal dos leitdes, qualidade de carcaca e tendéncias genéticas de algumas caracteristicas
produtivas e reprodutivas da raca. Veroneze et al. (2014) relataram que grupo de pesquisas
em Genética e Melhoramento Animal da Universidade Federal de Vigosa esta em constante
avanco no estudo de deposicdo de gordura no Piau: mapeamento de QTL usando
cruzamentos divergentes (Pires et al., 26@bxao et al., 200&ilva et al., 2008), anélise de
polimorfismo de genes candidatos (Band et al., 2005; Faria et al., 2006; Peixoto et al., 2006),
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analises de filogenia e diversidade genética (Sollero et al., 2009; Souza et al., 2009) e padrdes
de expresséo de genes candidatos (Sousa et al., 2011; Sollero et al., 2011).

No ambito da reproducdo animal, os estudos em varrdes da raca Piau ainda
permanecem incipienteEranca et al. (2000) estudaram a proliferagcdo celular e mudangas
hormonais durante o desenvlvimentoda testis desde o nascimento até a fase adulta; Barros et
al. (2012b) e Pinho et al. (2012) relataram as caracteristicas qualitativas e quantitativa do
sémen e testes complementares; Pinho et al. (2013) estudaram o comportamento sexual;
enquanto Barros et al. (2012a), Pinho et al. (2014) e Shiomi et al. (2015) testaram diferentes
protocolos de criopreservacao seminal. Porém os estudos sobre a composicado bioquimica do
sémen e sazonalidade reprodutiva ainda ndo foram realizados. Portanto, o presente estudo
tem como objetivo determinar o perfil protei@o do plasma seminal e sua correlagdo com os

aspectos fisicos do sémen de animais da raca Piau ao ksegiatdes do ano.

REVISAO DE LITERATURA

Sazonalidade influenciando nas caracteristicas seminais

Observa-se que o clima tem influéncia sobre a qualidade do sémen de diferentes
espécies. Na Embrapa, verificou-se que na espécie caprina, em determinados periodos do ano
nao se consegue realizar o processamento do sémen, ou seja, a baixa qualidade seminal nao
possibilita o congelamento do sémen para armazenamento e transporte. Pesquisadores
verificaram que, em determinados periodos, h4 alteracdo dos parametros bioquimicos do
plasma seminal, especialmente na época seca (Pinheiro, 1996), principalmente com variacées
de proteinas de baixo e alto peso molecular e da atividade antioxidante do plasma seminal
(Zasiadczyk et al.,2015).

Em touros das racas zebuinas, o vigor espermético diminui na época de seca, e na

época chuvosa cacentracdo espermatica se mostra reduzida (Anchieta et al., 2005).

Avaliando os parametros reprodutivos e fisiolégicos de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador, Waddington et al. (2017) concluiram que o padrdo de secrecdo de testosterona
ndo apresentou ritmo circadiano bem definido e as médias de concentracdo de testosterona
nao variaram entre as estacbes nos garanhdes criados em ambiente tropical e de baixa
latitude; além disso, aspectos reprodutivos ndo mostraram uma sazonalidade claramente
definida, sugerindo que o desempenho reprodutivo dos garanhdes é mantido constante ao

longo do ano, nessas condicoes.



O suino selvagen europeu possui reproducdo sazonal no inicio do irverno
nascimento dos leitdes ocorre no final da primavera (Mauget, 1982). Apesar de produzir leitdes
ao longo do ano todo, a porca doméstica mostra uma reducéo na fertilidade no final do verédo e
inicio do outono (Love, 1981) A duracdo da luz do dia regula a reproducdo em suinos
selvagens (Popiolek et al., 2010), com sincronizacdo suportada principalmente por meio da
temperatura e quantidade de alimento (Kozdrowski e Dubiel, 2004). Realizando estudo com
suinos selvagens e suinos domeésticos (YorkshirexLandrace), Tast et al. (2001) relataram que
ambos reagem as alteracbes de fotoperiodo, modificandecrecdo de melatonina,
respondendo rapidamente a uma mudanca de dias longos para dias curtos.

Sancho et al. (2004) estudaram o efeito de fotoperiodos naturais crescentes e
decrescentes na qualidade seminal de varrdes da raca Landrace, submetidos a temperatura
controlada (18 a 23C) e umidade de 60 a 70 %, em regido com clima temperado, na Espanha.
Esses autores observaram que os varrbes submetidos ao fotoperiodo descrescente apresentaram
menor concentracdo e producdo espermatica, e consequentemente menor nimero de doses
inseminantes produzidas em relacdo aos varrdes submetidos ao fotoperiodo crescente. N&o
houve diferengca em termos de motilidade e viabilidade espermatica, porém houve maior
frequéncia de espermatozoides imaturos com gota proximal no grupo exposto ao fotoperiodo
decrescente, provavelmente devido a fungéo testicular comprometida

Temperatura, umidade, intensidade de luz e fotoperiodo sdo fatores sazonais que

podem influenciar a reproducédo (Kowalewski et al., 2016). Ejaculados obtidos de varrdes de
diferentes racas diferem em volume e concentracdo espermatica (Ciereszko et al., 2000;
Szostak et al.,, 2003; Szostak and Przykaza, 2011). O efeito da variacdo sazonal na
frequéncia de anormalidades morfologicas nos espermatozoides depende da raca suina,
devido a variacbes de sensibilidade ou adaptabilidade de cada raca em relacdo aos fatores
sazonais (Concuera@t, 2002; Wysokinska et al., 2009).

Fotoperiodo € o principal fator ambiental que influencia os ciclos reprodutivos nas
diversas espécies de mamiferos, induzindo mudancas no tamanho, peso e secrecéo testicular,
producdo espermatica, atividade reprodutiva e fertilidade dos machos (Gundogan et al., 2005;
Cardozo et al., 2006). Em espécies com reproducdo sazonal, diferencas no fotoperiodo séo
detectadas pela glandula pineal, que por sua vez, libera a melatonina durante os periodos de
escuriddo. O padrdo de liberacdo de melatonina regula a liberacdo pulsatii de GnRH do
hipotalamo (Malpaux et al., 1999) e consequente liberacdo de gonadotrofinas (Peltoniemi e
Virolainen, 2006). Sazonalidade também pode mudar a funcdo secretéria das glandulas
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acessorias, e influenciar a quantidade de fluido produzido e a composicédo quimica do plasma
seminal (Strzezek et al., 2000; Strzezek, 2002b). Mudancas no volume e composicdo do
plasma seminal foram reportadas em carneiros (Pérez-Pe et al., 2001; Gundogan et al., 2005;
Cardozo et al., 2006), bodes (La Falci et al., 20@&)0es (Trudeau et al., 1986; Strzezek,
2002b) e garanhdes (Janett et al., 2003). Contudo, Dias et al. (2013) destacaram a grande
importancia da temperatura ambiental influenciaagooducédo espermatica, constatando que

a exposicao testicular a altas temperaturas deraucédo de libido, qualidade seminal e da
fertilidade eaoaumento no nimero de patologias espermaticas.

Plasma seminal

O plasma seminal é um fluido com papel essencial para funcbes esperimaticas
vivo, desde a ejaculacdo até a fertilizacdo (Kraus et al., 28@6yecbes dos testiculos,
epididimos e glandulas acessoérias compde o plasma seminal, que ndo € apenas um veiculo
para os espermatozoides, mas também estad envolvido em inimeras atividades nos 6rgaos
reprodutivos masculino e feminino. O plasma seminal possui concentracdes abundantes de
diferentes aminoacidos, péptidos, lipidios e acidos graxos (Mann et al., A8&irpteinas
do plasma sdo importantes fisiologicamente para o sémen e estdo presentes na forma de
complexos associados. A composicdo, a conformacdo e o tamanho dessas proteinas séo
especificos para cada espécie e elas sdo estaveis, dependendo das condi¢cdes do sémen
(Jelinkova et al., 2003). Essas proteinas possuem alta especificidade de ligacdo, podendo
interagir tanto com polissacaridios, fosfolipidios, lipoproteinas e ions bivalentes, como
também com os receptores de membrana plasmatica e da zona pelucida (Manaskova et al.,
2000).

A maior parte das proteinas encontradas no plasma seminal se liga & membrana
plasmatica dos espermatozoides, recobrindo sua superficie e evitando aglutinacédo
espermética, reacdo acrossdmica prematura e fagocitose, protegendo os espermatozoides do
ambiente hostil no 6rgéo reprodutivo feminino (Jonakova e Ticha, 2003).

As proteinas adquiridas durante o transito epididimario podem ter diversas funcdes:
modificar proteinas da membrana plasmatica, expondo ou cobrindo receatoaescomo
proteinas livres no fluido epididimario, auxiliando na manutencdo do meio; e aderir-se por
meio de ligacdo fraca ou forte a membrana espermatica, atuando na quiescéncia dos
espermatozoides ou no processo de fertilizacdo, respectivamente (Marengo et al., 2008).
Proteinas do plasma seminal influenciam a capacitacdo, a reacdo acrossémica (Manjunath et
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al., 2002), a motilidade espermatica (Curi et al., 2003) e a integridade genotipica (Chen et al.,
2002), atuando na protecdo espermatica contra injurias, na manutencdo da longevidade
espermética (Novak et al., 2010), e na formacdo do reservatdrio espermético no trato
reprodutivo feminino (Troedsson et al., 2005; Mogielnicka-Brzozowka et al., 2011). Por isso,
a caracterizacdo de proteinas presentes no plasma seminal de diferentes espécies, pela
identificacdo dos polipetideos, pode fornecer elementos para a certificacado da fertilidade e da
congelabilidade do sémen (Killian et al., 1993; Jobim et al., 2004; Moura et al), 2007
Garcia et al. (2014) mensuraram a concentragdo das principais proteinas do plasma
seminal em garanhfes (HSP-1 e HSP-2) por meio de Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia e constataram que essa concentracao foi maior em ejaculados de garanhdes de baixa
fertilidade, podendo assim, ser indicada como biomarcador da baixa fertilidade em garanhdes.
O Fator de Crescimento 1 semelhante a insulina (IGF-I), presente no plasma seminal
equino e bovino, influencia na qualidade dos espermatozoides em relacdo a motilidade, vigor e
morfologia espermatica (Henricks et al., 1998; Macpherson et al., 2002). Foi verificada
participacdo do IGF-I na maturacao e capacitacdo espermatica no trato reprodutivo feminino,
no oviduto (Smith, 1998; Suarez, 1998). Silva (2010) verificou que a adicdo de 100 ng/mL de
IGF-I ao sémen suino resfriado e de 150 ng/mL ao sémen descongelado proporciona melhoria
nos parametros seminais.
As caracteristicas da superficie de espermatozoides ejaculados séo adquiridas durante
a maturacdo nos epididimos e também pela adsorcdo de componentes do plasma seminal,
durante a ejaculacdo (Amann et al., 1993); esses componentes sdo principalmente
glicoproteinas, que aumentam os residuos de sacarideos na superficie espermatica durante a
maturacdo (Magargee et al.,, 1988). Algumas dessas proteinas plasmaticas poderdo se
constituir em marcadores bioquimicos que permitirdo a identificacdo de individuos com
maior ou menor potencial de fertilidadeangelabilidade do sémen (StrzeSek et al., 2002a).
Neste contexto, Corcini et al. (2008) identificaram uma proteina de 28 kDa como um possivel
marcador para uma motilidade espermatica de machos suinos e Pigozzo et al. (2008)
verificaram em seu estudo que a presenca da proteina de 22 kDa melhorou a integridade de
membrana de espermatozoides suinos criopreservados, observando uma grande variagdo

entre os machos estudados com relagcédo a composicao protéica do plasma seminal.

Quatro potenciais marcadores de fertilidade foram identificados no plasma seminal

suino. Duas proteinas (55 kDa, pl 4,8) e 26 kDa, pl 6,2) apresentaram correlagdo positiva



com fertilidade, sendo que altas concentracbes das mesmas foram correlacionadas
positivamente com capacidade fecundante do sémen tanto in vitro quanto in vivo, com a
porcentagem de fertilizacdo e numero de leitdes nascidos vivos por leitegada (Flowers, 2001;
Flowers, 2009). Além de fungbes regulatérias no processo de fertilizacdo, o plasma seminal
parece ter atuacdo importante na supressdo da resposta inflamatoria causada pela rapida

leucocitose ap0Os a deposi¢cdo do sémen nos 6rgaos genitais femininos.

A protedbmica representa uma excelente ferramenta para avaliar os mecanismos
moleculares regulando a funcdo espermética, possivelmente elucidando o conhecimento
sobre a fertilidade/ infertilidade do macho (Rahman et al., 2013). A protedbmica por
eletroforese bidimensional permite avaliar diferentes formas proteicas que podem atuar
diferentemente no metabolismo reprodutivo (Magalhdes Jr. et al, 2016). A investigacdo
prote6bmica do plasma seminal nas diversas espécies é crescente, visto que pode servir como
ferramenta no diagnéstico de falhas no processo de espermatogénese, mas ainda nao ha

estudos publicados com a raca Piau associando a protedémica ao estudo da sazonalidade.

Criopreservacgao de sémen suino

No ambito da formacao de bancos de germoplasma, que é uma estratégia interessante
para a raca Piau, a criopreservacdo seminal € uma biotécnica que se apogsenta c
importante ferramenta para a manutencgao desse recurso genético (Andrabi e Maxwell, 2007)
Entretanto, o éxito da criopreservacdo de sémen é dependente de diversos fatores, incluindo a
gualidade do ejaculado, protocolo de congelamento escolhido e diluentes utilizados (Johnson
et al., 2000; Holt et al., 2005).

Apesar da tecnologia de congelamento de sémen na espécie suina ter sido miciada e
1975, com varios estudos conduzidos desde essa data, ainda ndo é empregada
comercialmente por apresentar indices de fertilidade mgrpre o sémen resfriado.
Acredita-se que a diferenca de sensibilidade espermatica ao choque térmico, observada entre
as espécies domésticas, esta relacionada com a composicdo lipidica de membrana. Além
disso, a criopreservacao de espermatozoides na espécie suina estd associada a modificacdes
do conteudo lipidico (fosfolipideos, acidos graxos e triglicerideos) e consequentemente em
alteragOes na fluidez de membrana (Watson, 18&&lders, 1997; Levis, 2000



As ciclodextrinas podem incorporar compostos hidrofobicos, como o colesterol. Eles
transportam o colesterol abaixo do gradiente de concentracdo da membrana plasmatica
cdular, para dentro da regido hidrofébica durante a incubacao da cultura celular (Zidovetzki
et al., 2007), resultando em um aumento nos niveis de colesterol de membrana (Purdy et al.,
2004; Moore et al., 2003 océ et al., 2010). Esta remocéo de colesterol causa alteracbes na
estrutura e funcionalidade da membrana (Atger et al., 1997; Moraes et al., 2010). Quando as
ciclodextrinas sédo incubadas com espermatozoides, medeiam a capacitacdo de inducdo do
colesterol (Visconti et al., 1998océ et al., 2010a). Os conjugados de colesterol carregados
com ciclodextrina foram utilizados para aumentar os rendimentos em sémen de bovinos
(Purdy et al., 2004; Mocé et al., 2006; Amorim et al., 2009; Moraes et al., 2010), de equinos
(Moore et al., 2005; Torres et al., 2006; Spizziri et al., 2010), de pequenos ruminantes (Mocé
et al., 2010b) e de suinos (Zeng et al., 2001; Mao et al.; @z0&ntino et al., 2006; Tomas
et al., 2011, Blanch et al., 2012).

JUSTIFICATIVA

A crescente busca pela otimizacdo nas técnicas de inseminacdo artificial e avancos
nas pesquisas de criopreservacdo de sémen em suinos amareetamento do interesse de
pesquisadores na identificagd@ontrole de fatores que influenciam a qualidade do sémen nos
cachagos.

A caracterizagdo do perfil sazonal do sémen suino da raca Piau por meio de analises
protebmicas pode ser um importante salto na pesquisa e na conducdo de trabalhos de
conservacdo do germoplasma desta espécie, ja que ndo ha nenhum relato na literatura
pesquisada envolvendo efeito sazonal sobre a qualidade seminal e composicao proteica
(protedmica) do plasma seminal dessa raga local. Esse estudo pode contribuir na otimiza¢ao do
potencial biolégico reprodutivo pelo mapeamento de biomarcadores de fertilidade.

O espermatozoide suino apresenta maior sensibilidade ao estresse térmico em relagéo

as demais espécies, devido a sua constituicdo de memiprasguisas no ambito de
formacdo de bancos de germoplasmas sdo necessarias para a conservacao de racas de

interesse, e avangos na area de criopreservacado de sémen sdo crucias para isso.



OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Estudar as caracteristicas fisicas e protedmicas do sémen de suinos nativos Brasileiro,
gue possibilitem estudos posteriores para integracdo da raca Piau em programas estratégicos
de Melhoramento Animal ou programas de estudo gendmico na espécie suina.

Contribuir para a formagéo de banco de germoplasma de suinos da raga Piau por meio
de pesquisa em criopreservacéo seminal.

Objetivos Especificos

Verificar se ha efeito da sazonalidade sobre as caracteristicas fisicas e morfolégicas
do sémen de varrdes da raca Piau;

Identificar proteinas diferencialmente abundantes nas diferentes esta¢des do ano;

Determinar o perfil protedmico do plasma seminal e sua correlagdo com os aspectos
fisicos e morfolégicos do sémen de animais da raca Piau ao lasgstacdes do ano;

Investigar o efeito da adicdo de conjugados de colesterol carregados com

ciclodextrina no diluente de congelamento durante o processo de criopreservacgao.
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CAPITULO 1 - CARACTERISTICAS SAZONAIS DO SEMEN DE SUINOS DA
RACA PIAU

19



RESUMO

SHIOMI, Hugo Hideki, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2018.
CARACTERISTICAS SAZONAIS DO SEMEN DE SUINOS DA RACA PIAU.
Orientador: José Domingos Guimarées. Coorientadores: Maria Cristina Baracat Pereira,
Rogério Oliveria Pinho e Eduardo Paulino da Costa.

Com o presente estudo, objetivou-se verificar o efeito da sazonalidade no perfil
protedbmico do plasma seminal e nas caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen. Foram
utilizados dez varrbes da raca Piau, aprovados previamente como férteis por exame
androlégico. As coletas de sémen foram realizadas mensalmente para andlise, durante o
periodo de um ano, avaliando motilidade, vigor, morfologia, concentracdo espermatica/ mL e
concentracdo espermatica total. O perfil protéico do plasma seminal foi obtido por
eletroforese bidimensional, as analises de imagem dos géis foram realizadas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 6,0 (GE Healtcare®) e a identificacdo das proteinas foi por
espectrometria de massas usando MALDI-TOF/TOF, com o software Mascot Daemon para a
busca em banco de dados. A validacdo das proteinas identificadas entre os tratamentos foi
realizada pelo programa SCAFOLD (95 %). No presente estudo obssrgoe-as estacdes
climaticas do ano influenciaram a qualidade do sémen, e que no inverno houve maior
alteracdo na morfologia espermatica em relacdo ao verdo, com mais defeitos espermaticos
maiores e totais (p<0,05), porém esses valores ainda se mostram dentro dos padrdes de
gualidade seminal preconizados para a espécie. Em relacdo a motilidade espermatica
progressiva, vigor e concentracdo espermatica, ndo sofrem influéncia das estacdes climéticas
do ano (p>0,05). Importantes proteinas do plasma seminal de varrées da raca Piau foram
identificadas e validadas, destacando-se as espermadesinas. Foram reportadas correlacdes
significativas entre as caracteristicas seminais e alguns spots. Ao longo das estacfes do ano,

dez spots foram observados como diferencialmente abundantes.
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INTRODUCAO

Suinos de racas naturalizadas sdo oriundos de animais trazidos pelos europeus,
apresentam caracteristicas préprias de adaptacdo ao ecossistema brasileiro, representando
fontes potenciais de novas variantes genéticas para a suinocultura e por isso a conservacao
das mesmas € essencial (Sollero et al. 2006). Além da sua importancia na economia de
subsisténcia das camadas mais humildes na zona rural, tém destacada importancia em
eventuais cruzamentos futuros visando aumentar a rusticidade de animais de linhagem
comercial e derivados exclusivamente de ragas estrangeiras (Irgang, 1986).

Muito esfor¢co estd sendo despendido pelos érgdos de pesquisa internacional, no
sentido de preservar e melhorar geneticamente as diferentes racas de animais, muitas das
guais em via de extincdo. Entretanto, a maioria dessas ragas, por cruzamentos absorventes ou
por substituicdo, deu lugar a outras que, por serem mais produtivas e melhoradas
geneticamente, contribuiram paaaeducdo apreciavel das populacdes de animais nativos
(Pereira, 2004).

A raca Piau é considerada a melhor e mais importante raca naturalizada brasileira
(Cavalcanti, 1984), sendo a que agrega o maior numero de estudos e trabalhos publicados
(Garcia e Barbosa, 1994), e entre as racas suinas catalogadas como de alto risco de extingao é
a Unica que ainda existe (Pereira, 2004). A maioria desses estudos refere-se aos aspectos de
desempenho reprodutivo das fémeas, desenvolvimento ponderal dos leitdes, qualidade de
carcaca e tendéncias genéticas de algumas caracteristicas produtivas e reprodatpzas da
(Barbosa et al., 1985). Entretanto, diante das vantagens oferecidas pelas racas especializadas
estrangeiras, as ragas nativas foram colocadas em segundo plano de importancia, de modo
gue a maioria das referéncias inererggcas nativas atualmente eram antigas e escassas.
Recentemente, Barros et al. (2012b) e Pinho et al. (2012) relataram as caracteristicas
gualitativas e quantitativa do sémen e testes complementares; Pinho et al. (2013) estudaram o
comportamento sexual; enquanto Barros et al. (2012a), Pinho et al. (2014) e Shiomi et al.
(2015) testaram diferentes protocolos de criopreservacédo seminal. Porém os estudos sobre a
composicdo bioquimica do sémen e sazonalidade reprodutiva nessa raca ainda ndo foram
realizados.

Funcdes e caracteristicas dos espermatozoides que podem ser influenciadas por

proteinas do plasma seminal incluem a capacitacdo e a reacdo acrossdmica (Manjunath e

Thérien, 2002), bem como a motilidade espermatica (Curi et al., 2003), e a integridade
21



genotipica (Chen et al., 2002). Por isso, a caracterizacdo de proteinas presentes no plasma
seminal de diferentes espécies, pela identificacdo dos polipetideos, pode fornecer elementos
para a certificacao da fertilidade e da congelabilidade do sémen (Killian et al., 1993gtobim

al., 2004; Moura et al., 20D7

Vérios fatores influenciam no desempenho reprodutivo do animal: dieta, sanidade,
escore corporal, latitude, temperatura e umidade relativa do ar. Na espécie caprina, em estudo
na Central de Inseminacdo da Embrapa, verificou-se que em determinados periodos do ano
ndo se consegue realizar o processamento do sémen e que h& variacdo dos parametros
bioquimicos do plasma seminal, especialmente na época seca (Pinheiro, 1996), demonstrando
a importante influéncia da sazonalidade na qualidade seminal nessa espécie.

Em relacdo a espécie bovina, no Brasil, Koivisto et al. (1998) relataram maior
percentual de espermatozoides anormais perante altas temperaturas e umidade relativa do ar,
e Silva et al. (2009) observaram animais da raca Nelore e animais mesticos Nelore X
Simental e Chianina X Nelore e constataram maior volume dos ejaculados, motilidade e vigor
esperméatico na época de chuvas. Kastelic et al. (1996) relatam que a reducdo da motilidade
esperméatica progressiva, a queda da producdo espermatica e a elevacao da pomentagem
espermatozoides com alteracdes morfolégicas sdo causadas pelo estresse térmico nos
testiculos. A interacdo ambiente-espermatogénese resulta na habilidade dos touros para
produzir sémen (Taylor et al., 1985).

Avaliando os parametros reprodutivos e fisiolégicos de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador, Waddington et al. (2017) concluiram que o padrdo de secrecdo de testosterona
nao apresentou ritmo circadiano bem definido e as médias de concentracdo de testosterona
nao variaram entre as estacbes nos garanhdes criados em ambiente tropical e de baixa
latitude; além disso, aspectos reprodutivos ndo mostraram uma sazonalidade claramente
definida, sugerindo que o desempenho reprodutivo dos garanhdes é mantido constante ao
longo do ano, nessas condicdes.

Garcia et al. (2014) mensuraram a concentracdo das principais proteinas do plasma
seminal em garanhbes (HSP-1 e HSP-2) por meio de Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia e constataram que essa concentracdo foi maior em ejaculados de garanhdes de baixa
fertilidade, podendo assim, ser indicada como biomarcador da baixa fertilidade em garanhdes.

Nas pesquisas da biotecnologia ha muitos estudos de plasma seminal, que é um fluido
com papel essencial para fun¢des espermaiticaso, desde a ejaculacao, até a fertilizacao
(Kraus et al., 2005; Bianchi et al, 2008; Cadavid, 2014; ). As proteinas do plasma sao
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importantes fisiologicamente para o sémen e estdo presentes na forma de complexos
associados. A composicao, a conformacéo e o tamanho dessas proteinas sdo especificos para
cada espécie e elas sao estaveis, dependendo das condi¢cdes do sémen (Jelinkova et al., 2003).

O IGF-I é uma proteina presente no plasma seminal das espécies equina e bovina,
atuando na motilidade, vigor e morfologia espermatica (Henricks et al., 1998; Macpherson et
al., 2002). Foi verificada participacdo do IGF-I na maturacao e capacitacdo espermatica na tuba
uterina (Smith, 1998; Suarez, 1998). Houve melhora nos parametros seminais com a adi¢céo de
100 ng/mL de IGF-l ao sémen suino resfriado e de 150 ng/mL de IGF-I ao sémen
descongelado (Silva et al., 2010).

Algumas dessas proteinas plasmaticas podem se constituir em marcadores bioquimicos
que permitam identificar individuos com maior ou menor potencial de fertilidade e
congelabilidade do sémerst{zeSek et al., 2002). Neste contexto, Corcini et al. (2008)
identificaram uma proteina de 28 kDa como um possivel marcador para uma motilidade
espermatica de machos suinos e Pigozzo et al. (2008) verificaram em seu estudo que a
presenca da proteina de 22 kDa melhorou a integridade de membrana de espermatozoides
suinos criopreservados, havendo uma grande variagdo entre os machos estudados com relagéo

a composicao protéica do plasma seminal.

Quatro potenciais marcadores de fertilidade foram identificados no plasma seminal
suino. Duas proteinas (55 kDa, pl 4,8) e 26 kDa, pl 6,2) apresentaram correlacao positiva
com fertilidade, sendo que altas concentracbes das mesmas foram correlacionadas
positivamente com capacidade fecundante do sémen tanto in vitro quanto in vivo, com a
porcentagem de fertilizacdo e niumero de leitdes nascidos vivos por leitegada (Flowers, 2001;
Flowers, 2009). Além de funcdes regulatérias no processo de fertilizacdo, o plasma seminal
parece ter atuacdo importante na regulacéo da resposta imune uterina (Campanero-Rhodes et
al., 2005).

A proteGmica representa uma excelente ferramenta para avaliar os mecanismos
moleculares regulando a funcdo espermatica, possivelmente elucidando o conhecimento
sobre a fertilidade / infertilidade do macho (Rahman et al., 2013). A investigacdo protedmica
do plasma seminal nas diversas espécies é crescente, visto que pode servir como ferramenta
no diagnostico de falhas no processo de espermatogénese, mas ainda foi pouco explorada na

raca Piau associada ao estudo da sazonalidade.
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A caracterizacdo do perfil sazonal do sémen suino da raca Piau por meio de analises
protebmicas é de extrema importancia, jA que ndo ha nenhum relato na literatura sobre
protedmica do plasma seminal dessa raca nativa. Esse estudo pode contribuir na otimizacéo
do potencial biolégico reprodutivo pelo mapeamento de biomarcadores de fertilidade.
Considerando o exposto acima, o presente estudo teve como objetivo verificar se ha efeito da
sazonalidade e definir o perfil proteémico e sua relacdo com a qualidade fisica egiwarfolo

do sémen de animais da raca Piau ao longo de diferentes estacdes do ano.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de AriB&SA da
Universidade Federal de Vigcosa, proces8@B%H2015, no dia 08/04/2016. O experimento
apresentou duas etapas: uma etapa de coleta de sémen e avaliagbes espermaticas e a outra de
analise protedbmica do plasma seminal.

A etapa de coletas de séme avaliacdes espermaticas foi realizada na Granja de
Melhoramento Genético de Suinos do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Vicosa, localizado na cidade de Vicosa, regido da Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais/Brasil, durante as avaliacbes androlégicas de rotina da gfanjaunicipio esta
localizado a 2M5'45" latitude Sul e 482'04" a Oeste de Greenwich, altitude média é de 690
m, temperatura média anual de 2@9indice pluviométrico anual de 1.203 mm e clima do
tipo cwa (inverno frio e seco e verdo quente e chuvoso) pela classificacdo de Kdeppen. As
analises protebmicas do plasma seminal foram realizadas no Nucleo de Analise de
Biomoléculas, pertencente ao Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Saude- CCB/ UFV e no
Laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas, do Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular da UFV.

Animais

Foram utilizados dez varrdes da raca Piau, com idades variando de 9,3 a 81,9 meses
aprovados previamente como férteis por exame andrologico, sendo divididos em quatro
categorias de acordo com a idade na qual o ejaculado foi coletado (categoria 1=;9,3-11,7
categoria 2= 12,4 a 23,9; categoria 3= 24,4 a 8s#egoria 4 = 63 a 81,9 meses de idade)

para andlises do efeito da idade. As coletas de sémen foram realizadas mensalmente para
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analise, durante o periodo de um ano, com o intuito de caracterizar o perfil seminal durante as
guatro estacdes do ano. Os animais foram submetidos ao regime de alimentacdo (manejo de
mantenca) e controle sanitario de acordo com o manejo de rotina da granja, sendo alojados
individualmente em baias (10%me com aguad libitum com bebedouro modelo chupeta
fixado no interior da baia.

Antes do inicio das coletas de amostras para analise, todos os varrbes foram
submetidos a trés coletas de sémen durante uma semana, intercaladas por dois dias, para
esgotamento da reserva espermatica extra-gonadica (Pickett et al.,1987).

As coletas de sémen foram realizadas utilizando o método da estimulacdo com a méo
enluvada (Hancock e Hovell, 1959) com auxilio de um manequim de madeira ou uma fémea
em estro normal, ocasionalmente, quando o varrdo nao se interessava pelo manequim (nesse
caso, a fémea nao sofria nenhum estresse, ja que estava no periodo fisiologico para aceitar a
monta do macho). A fracdo rica de espermatozoides foi coletada em copos plasticos
descartaveis de 700 mL, devidamente esterilizados, protegidos em embalagens térmicas
previamente aquecidas a 37 °C, com dupla camada de gase, fixada ao copo com barbante,
para reter a fragdo gelatinosa do sémen. Posteriormente, o sémen foi mantido em banho-
maria, a 37 °C, para avaliacdo das analises laboratoriais de motilidade espermatica

progressiva (MOT), vigor espermaético (VIG) e morfologia espermatica.

Avaliacdo do sémen in natura

A motilidade espermética progressiva retilinea (expressa em porcentagem) e o vigor
espermatico (escala de 0 a 5) foram avaliados acondicionando uma aliquota de 10 pL de
sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C. A motilidade espermética foi
determinada pela atividade de movimento total dos espermatozoides e o vigor espermético foi
caracterizado pela intensidade de movimento ou de batimento da cawdpelonatozoides,
sendo analisado com auxilio de microscopia de luz com aumento de 100 a 200x.

A concentracdo espermatica foi estimada por meio de microscopia Optica e uso de
camara de Neubauer, calculando o nimero de espermatozoides por ml (concentracdo/ml) e o

namero de espermatozoides totais no ejaculado (concentracao total).

Obtencao do plasma seminal e precipitacao
Apols a coleta e avaliacéo fisica, 0 sémen foi centrifugado a IpPOrxL5 minutos
para a obtencdo do plasma seminal. A seguir, o plasma seminal foi separado do pellet de
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espermatozoides e envasado em palhetas médias (0,5 ml) e conservado em nitrogénio liquido
(-196°C) para posterior analise protedmica.

As amostras foram divididas em quatro grupos, equivalentes as estacées do ano. A
amostra coletada no més central de cada estacdo foi selecionada para ser precipitada
totalizando 39 amostras (ndo foi possivel uma coleta por problemas com o animal).

Duas palhetas de cada coleta foram descongeladas em temperatura ambiente, o
contetdo das duas palhetas foi transferido para um unico microtubo Eppendorfrde 1,5
centrifugado a 1.500 gx em temperatura de 4°C por 40 minutos; o sobrenadante foi
transferido para um microtubo de 2 ml e homogeneizado cuidadosamente com ponteira para
evitar a formacéo de bolhas. Foi retirada uma aliquota de 20 pL (reserva de seguranca)
armazenada em freezer a -80 °C. Ao restante do plasma seminal, adicionou-se acetona gelada
Merck@ no volume 5X o volume de plasma (1,25ml), sendo deixado a -209&night. O
eppendorf foi centrifugado por 15 minutos a 14.08@m temperatura de 4°C, a acetona foi
retirada e o pellet foi ressuspendido em Ph0de solucédo de solubilizacéo, constituida de
7M uréia, 2M tiouréia, 26 (p/v) 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propano-sulfonato
(CHAPS). Foi realizada a quantificagdo das proteinas sollveis pelo método de Bradford
(1976), na qual a curva padrao foi preparada utilizando albulmina serica bovina (BSA) como
proteina padrdo; foram feitos seis géis monodimensionais bidienensionais, mas o perfil
nao foi o esperado, dessa forma, realizamos uma segunda precipitagdo, na qual utilizamos
acetona, Ditiotreitol (DTT Acido tricloroacético (TCA).

Antes de iniciar a segunda precipitacdo, foram separadogllQtetade) de cada
amostra e armazenamos a -20°C como reserva de seguranca. Aos outros 100 pL foram
adicionados 600 pL de acetona gelada + 1mM DTT+ TCA 10 % (1:6 v/v). Apés o microtubo
ser mantido“overnight com a solucao, foi realizada a centrifugacdo a 20.@0pox 30
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com acetona
geladat1lmM DTT,; foram realizadas mais quatro centrifugagdes sucessivas desse mesmo
modo Posteriormente, o pellet foi ressuspendido com etanol gelado 80 % + 1mM DTT. Foi
realizada uma Uultima centrifugacdo com a mesma rotacdo, temperatura e tempo; oS
microtubos foram submetidos ao speed vac para a secagem das amostras e foram adicionados
100 pL de solugcéo de solubilizacdo em cada microtubo. Foi realizada a quantificagcdo de
proteinas solluveis pelo método de Bradford (1976); posteriormente foram feitos géis
monodimensionais para verificacdo do perfil proteico e os géis bidimensionais refagentes
39 amostras.

26



Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensioné2-DE) consiste em duas etapas: focalizacao isoelétrica
(primeira dimensao) e separacdo por massa molecular (segunda dimenséo). A focalizacao
isoelétrica foi realizada em sistema Ettan IPGphor Il (GE Healtcare®), usando fitas de 7 cm
com gradiente imobilizado de pH (IPG) 3-10 linear. As fitas foram rehidratadas por 16 horas
com 150ug de proteina solubilizada em solucéo de reidratacéo (7M de ureia, 2M de tioureia,
40 mM de DTT, 2 % (p/v) de CHAPS, adicionada de solucdo DeStreak (GE Healtcare®) para
completar 1251L de amostra. Em seguida, realizou-se a focalizagéo isoelétrica de acordo
com o perfil proteico obtido nos géis monodimensionais: 1) Step de 300 V por 4 horas; 2)
Step 500 V por 4 horas; 3) Gradiente de 1000 V até acumular os 300 V/h; 4) Gradiente de
2000V por 4 horas; 5) Gradiente de 3000 V por 4 horas; 6) Gradiente d¥ $@0@ horas;

7) Step 200 V por 4 horas. Apés o término da focalizacéo, as fitas foram armazenadas a
-80°C até a realizacdo da segunda dimensao.

Na etapa de segunda dimenséo, as fitas foram incubadas por 15 minutos em solucgéo
de equilibrio (6M de ureia, 75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 30 % (v/v) de glicerol, 2% (p/v) de
dodecil sulfato 25 de sodio (SDS) e 0,002 % (p/v) de azul de bromofenol) contendo 1 % (p/v)
de DTT. Seguiwse o re-equilibrio por mais 15 minutos, na mesma solucao de equilibrio,
substituindo o DTT por 2,5 % (p/v) de iodoacetamida. As proteinas foram separadas por gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 14 %, conminSde espessura, preparado
previamente para assegurar a polimerizacdo adequada. Foi usado um marcador de ampla
faixa (Broad Range, Bior&) por gel, previamente fervido e aplicado a um papel filtro com
dimensdes de 5x5 mm, que foi colocado do lado positivo da fita. Os géis foram corados com
o0 Comassie Brilliant Blue 250-R durante uma hora e meia, submergidos em solugéo
descorante (25 % metanol, 7,5 % acido acétioegrnight’ e depois mantidos em solucéo de

acido acético a %o.

Aquisicao e analise das imagens

As imagens dos géis foram adquiridas (300 dpi) usando o equipamento Image
Scanner lll (GE Healtcare, Suécia). Os arquivos salvos na extensao (.mel) foram analisados
pelo programa Image MasterTM 2D Platinum 7.0 (GE Healtcare, Suécia). Os géis foram
separados em quatro grupos, conforme as estacdes: primavera, verao, outono e inverno. Dada
ampla variabilidade das amostras em cada tratamento, foram analisados cinco géis mais
representativos dos dez géis de cada estacao, totalizando 20 géis, dessa forma, permanecendo
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cinco géis em cada grupo (estacdo). Um unico gel de referéncia representativo de cada
estacao foi obtido, os quais foram contrastados pelo programa. Spots em posi¢cdes-chave nos
géis de referéncia foram escolhidos como marcos. A correspondéncia de spots entre 0s geéis
foi alcancada apoOs véarias rodadas de comparacfes das posicdes dos spots dos géis
representativos. Os resultados foram obtidos comparando-se as percentagens dos volumes
dos spots em cada gel. Para isso, os volumes dos spots foram normalizados considerando-se o
volume total dos spots no gel. O percentual de cada spot foi utilizado para estimar e comparar
a abundancia diferencial da proteina entre as amostras. Somente foram consideradas proteinas
diferencialmente abundantes, aquelas com variacdo minima de 1,5 vezes entre os volumes
maximo e minimo detectados entre os tratamentos, em consonancia com o valor de p menor

gue 0,05 para o teste anova.

Digestdo enzimatica dos spots no gel e preparo das amostras para analise por
espectrometria de massas

A digestdo enzimatica foi efetuada com tripsina de pancreas suino, indicada para
utilizacdo em protedmica, tratada com TPCK, referéncia V5111 (Promega Corporation,
EUA). As digestdes das proteinas foram realizadas conforme descrito anteriormente por
Shevchenko et al. (2006). Resumidamente, os spots dos géis de interesse foram excisados e
submetidos a descoloracdo por meio de solucdo de acetonitrila 50 %, bicarbonato de aménio
25 mM. Em seguida, foram reduzidos por meio de DTT 65 mM e alquilados com
iodoacetamida 200 mM, ambos solubilizados em solucéo de bicarbonato de aménio 100mM..
Apds, os géis foram lavados, desidratados e submetidos a digestéo utilizando uma solucao de
tripsina na concentracao de 25 ng/uL, da qual foram adicionados 20 uL em cada #&mostra
digestdo ocorreu em banho-maria a temperatura de 37°C por um periodo de 20 horas. Em
seguida, foi adicionada solugéo de &cido formico 5 % e acetonitrila 50 % aos fragmentos de
géis, os quais foram sonicados a uma frequéncia de 25 kHz, por 2 minutos, agitados em um
vortex e centrifugados a 3009 por um minuto. As solucdes contendo os peptideos tripticos
foram recuperadas e acondicionadas em novo tubo. As solu¢ces de peptideos tripticos foram
secadas em centrifuga a vacuo, modelo AG-22331 (Eppendorf, Alemanha) e armazenados a
-80°C até o uso.

Os peptideos tripticos de todas as amostras foram ressuspendidos em 10 pL de
solucdo de acido trifluoracético 0,1 % e dessalinizado em ZIPTIP, modelo ZTC18S096
(Millipore, USA) e eluidos em 2,5 pL de acetonitrila 50 %, acidificada com acido
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trifluoracético 0,1%. A matriz utilizada foi o acido a-ciano-4-hidroxicindmico- HCCA

(Bruker Daltonics, Alemanha), solubilizada na mesma solucéo da qual os peptideos tripticos
foram eluidos, para uma concentracdo final de 10 mg/mL. Para calibracdo do método de
analise MS1, foram utilizados peptideos-padrdo (Peptide Calibration Standard Il) (Bruker
Daltonics, Alemanha). Em seguida, 1 pL de amostra e 1 uL de matriz foram aplicados e

homogeneizados em cada spot de placa de aco apropriada.

Analise por espectrometria de massas

Os espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos em espectrometro de massas em Matrix
Assisted Laser Desorption lonization (MALDI-TOF/TOF), modelo Ultraflex Il (Bruker
Daltonics). Para obtencdo dos dados de MS1 utilizou-se o modo refletivo e positivo, com
uma faixa de deteccdo de 500 a 3400 Da. Para a realizacdo de MS2, foi utilizado o método
LIFT no modo positivo, sendo selecionados os ions com maior intensidade em relacdo a
razdo massa carga (m/z). Todos os dados obtidos foram gerenciados pelo software
flexControl, versdo 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros resultantes das
analises MS1 e MS2 processados com o auxilio do aplicativo flexAnalysis, versdo 3.3
(Bruker Daltonics, Alemanha). As listas de picos de MS2 foram geradas no formato mascot

generic format (mgf) pelo aplicativo BioTools, verséo 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha).

Identificacdo das proteinas

As listas de massas foram confrontadas contra o Banco de Dados de proteinas da
espécieSus scrofa depositadas no UNIPROT (download em 18/10/2017, com 26.103
entradas), usando o aplicativo MASCOT, versédo 2.4.0 (Matrix Science, London, UK). Os
parametros utilizados para a pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com uma
clivagem perdida; permitindo uma tolerancia de erro para o ion parental de 0,2 Da e para 0s
fragmentos de 0,5 Da; carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa e oxidacdo da
metionina como modificagéo variavel.

As proteinas identificadas pelo MASCOT como “Uncharacterized” foram analisadas
usando o software BLAST, versédo 2.4.0 (Altschul et al., 1990). Nessa analise, foi possivel
identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados protein non-redundant (nr) do
NCBI apresentaram maior identidade com as sequéngigsdeinas “Uncharacterized”. O
resultado obtido pelo MASCOT foi validado pelo aplicativo SCAFFOLD, versao 3.6.4
(Proteome Software Inc., Portland, OR). Para a validagdo dos peptideos identificados, foi
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aplicado o algoritmdPeptide Prophe(Keller et al., 2002) e para as proteinas o algoritmo
Protein Proplet (Nesvizhskii et al., 2003). Como critério de aceitacdo, foram adotados os
parametros com o minimo de 90 % de probabilidade de identificacdo para ambos, peptideos e
proteinas, com a presenca de pelo menos um peptideo Unico para cada proteina identificada.

Caracterizacao funcional das proteinas

As informacdes sobre a ontologia das proteinas identificadas e validadas foram
recuperadas a partir dos dados do Gene Ontology, disponiveis no banco de dados do Uniprot
Consortium (http://www.uniprot.org).

As redes de interacdo entre as proteinas identificadas e validadas foram reconstruidas
utilizando o aplicativo STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes, verséo
10.0, http:// http://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2014). Nessa andlise, as redes foram
obtidas usando a espé@&es scrofacomo organismo de referéncia para as buscas nas bases
de dados por meio das estratégiasedémining, experiments, database e co-expressmm
nivel de confianca acima de 0,90, e no maximo 20 interacdes na primeira e também na
segunda chamada. A figura da rede de interacbes foi gerada nacomdidience viewno
gual os nés maiores representam proteinas com estrutura 3D conhecida e a espessura da linha

entre 0s noés indica o nivel de confianca entre as proteinas de determinada interacéo.

Analise estatistica

Para as andlises estatissidai utilizado o software SAEG verséo 9.1. (SAEG-UFV,
2007). Analises descritivas quanto as médias, desvios-padrdo e coeficientes de variacéo
foram realizadas para todas as varidveis estudadas. O teste Lilliefors foi utilizado para
verificacdo de normalidade das respostas das variaveis estudadas. A homogeneidade das
variancias entre grupos de tratamento foi estudada utilizando-se o teste de Cochran-Bartlett.
A andlise de variancia foi utilizada para verificar possiveis diferencas entre os grupos
experimentais em relacdo aos testes complementares, aspectos fisicos e morfolégicos do
sémen durante as estacdes do ano. Quando foi detectado efeito pelo teste F, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ou Duncan (5 %). Nas varidveis que nao atenderam as
premissas de normalidade da varidvel e homogeneidade das variancias, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis (5 %). Correlagéo simples de Pearson foi realizada entre as caracteristicas

seminais, os testes complementares e 0s spots.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias registradas para a motilidade espermética progressiva do sémen diferiram
entre as classes de idade (Tabela 1): os valores para a classe 2 foranesapariasses 8
4 (p<0,05), mas essas duas nao apresentaram diferencas entre si; ndo houve diferenca entre as
classes supracitadas com a classe 1 (p>0,05). Em relacdo ao vigor espermatico, &oclasse 2
superior as classes 3 e 4, sendo que a classe 3 foi superior a 4 e a classe 1 nao diferiu de
nenhuma outra classe (p>0,05). Fraser et al. (2016) relataram que a proporcdo de
espermatozoides com acrossoma normal e intacto e com membranas acrossomais
osmoticamente ativas foram maior em animais de faixa etaria semelhante a classe 2 do
presente estudo. Todos os valores se encontram dentro dos limites aceitaveis ou padrdes de
normalidade para a espécie, sendo considerados aprovados para todos o0s aspectos
reprodutivos. Os animais da classe 4 apresentaram a menor concentragcdo espermatica
ml/ejaculado, provavelmente por apresentarem menor producdo espermatica. Apasar dess
diferenca, deve-se ressaltar que os valores em todas as classes de idade se encontram dentro
dos limites aceitaveis para a espécie e, portanto, todas dentro de faixas normais de

concentragao.

Na Tabela 1 ainda se pode observar que a concentragdo espermatica total foi menor na
classe 4 em relacdo as classes 2 e 3 (p<0,05), que ndo apresentaram diferenca entre si
(p>0,05); ndo houve diferenca entre a classe 1 e as demais classes (p>0,05). Em relacdo a
concentracdo espermatica / mL, a classe 4 foi inferior as demais (p<0,05). Esses resultados
corroboram com o estudo de Fraser et al. (2016) que estudaram as mesmas caracteristicas em
suinos em trés classes de idade (oito a 18, 19 a 30 e 31 a 42 meses de idade) durante dois
periodos (outono-inverno e primavera-verao) e observarana goecentracao espermatica
diminui ao longo do tempo, a partir de determinada idade do animal. No presente estudo, a
classe 4 (63 a 81,9 meses) apresentou concentracdo espermatica / mL menor quando
comparada as demais classes de idade (p<0,05). Para as demais faixas etarias, classe 1 (9,3 a
11,7 meses de idade), 2 (12,3 a 23,9 meses de elad@)sse 3 (24,4 a 35,8 meses de ijlade
nao foi observada diferenca entre os valores meédios obtidos para a concentracdo espermatica
/ mL. A diferenca observada para a concentracdo por mL, provavelmente se deva ao fato dos
animais em idades mais avancadas (classe 4) apresentarem pontos ste dffbsa

decorrentes de pequenos traumas e estresse por calor ao longo da vida, o que ocasiona perdas
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de tabulos seminiferos para a producdo de gametas. No geral, os valores obtidos no presente
estudo se mostraram inferiores aos obtidos por Fraser et al. (2016), porém, os autores
trabalharam com os suinos de linhagem comercial em condi¢cfes de clima temperado, classes
de faixa etaria diferentes, podendo existir difegefisiologica quanto a morfometria

testicular e idades de maturagéo sexual entre as racas estudadas.

Na Tabela 2 os valores médios para defeitos espermaticos maiores, menores e totais
estdo sumariadodNa classe 1, os animais apresentaram valores meédios inferiores aos da
classe 3 em relacdo aos defeitos maiores, porém ambas n&o diferiram dos valores médios
obtidos nas classes 2 e 4 (p>0,05). Nao houve diferenca entre as médias para defeitos
menores entre as classes de idade (p>0,05). Em relacdo aos valores médios de defeitos totais,
0s animais da classe 3 apresentaram média superior aos das classes 1 e 2, que néao
apresentaram diferencas entre si (p>0,05). Os animais da classe 4 nao apresentaram diferenca
guanto aos valores médios de defeitos espermaticos totais com nenhuma classe de idade
estudada (p>0,05). Em estudo realizado por Huang et al. (2010) com 58 varrbes da raca
Duroc, idade entre 10 e 80 meses de idade, os autores relataram que animais mais jovens
teriam maior resisténcia ao efeito danoso da temperatura e umidade relativa do ar sobre
qualidade espermética, apresentando maior resisténcia ao redor de um ano de idade. O
presente estudo corrobora com esses autores, mostrando que animais nessa faixa etaria
apresentaram o mesmo comportamento. Provavelmente essa resisténcia dos amimais mai
jovens as oscilacdes térmicas e de umidade relativa do ar se deva a uma termorregulacéo
mais eficiente, jA& que animais mais jovens tendem a possuir menos gordura corporal e
perdem calor mais facilmente para o ambiente. Porém, apesar dessa diferenca, todos os
ejaculados apresentaram valores médios de patologias espermaticas dentro dos limites
aceitaveis para reprodutores aptos a reproducdo (CBRA, 2013), ou seja, percentuais de
anomalias espermaticas identificadas nos ejaculados estdo mais relacionadas as diferencas
individuais e pequenas falhas no processo de espermiogénese, devido as pequenas diferencas
de adaptabilidade as manejo nutricional e ou ambiental (nutricional, temperatura, umidade,

estresse), ndo afetando o potencial reprodutivo dos machos.
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Tabela 1: Valores médios e desvios-padréo dos aspectos fisicos do sémen suino da raca

Piau de acordo com a classe de idade.

Classe (n) MOT VIG CONCML (x10°9) CONCT (x10°)
1 10 82,544,978 3,8+0,48¢ 452,5+237,% 59,2+39,6°

2 44 83,46, 4,110,4 508,2+373,5 64,3+47,8

8 86 77,1+7,% 3,7£0,% 509,9+466,4 68,5+54,7

4 26 76,3+7,% 3,3#0,4¢ 158,6+89,8 30,1+20,9°
Média 28,25 79,94,6 3,840,5 4226+378,7 57,2+468

ABValores médisseguidos de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem g8 )(pelo teste
de Kruskal Wallis; CLASSE 1: animais com 9,3 a 11,7 meses de idade; CLASSE 2: aomdi®,4 a 23,9
meses de idade; CLASSE 3: animais com 24,4 a 35,8 meses idade; CLASSEaék eoin 63,0 a 81,9 meses
de idade; (n): nimero de coletas de sémen dos animais; MOT: motilidade esperm@ticégdflespermatico;
CONCT: concentracdo espermatica total no ejaculado®(xB@NCML: concentracdo espermatica por mL
(109).

Tabela 2 Valores médios e desvios-padrdo da morfologia esperméatica de suinos da raga Piau,

de acordo com a classe de idade.

CLASSE (n) DEFM DEFMEN DEFT

1 10 5,3+2,F 5,7+3,0 11,0:2,6°¢

2 46 8,0+3,6"8 6,143 14,1+6,4°

3 89 14, 78167 7,8+4,8 22,5+14,7

4 26 8,015,3"8 7,223 153+6,36C
Média 28,75 9,7+7,7 6,8+4,0 15,5+10,1

AB Valores médios seguidos por letras mailsculas diferentes na mesma coluna eifeeersi
(p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05); CLASSE 1: animais com 9,3 a 11,7 medadegie i
CLASSE 2: animais com 12,4 a 23,9 meses de idade; CLASSE 3: animais com 24,4 a 85,8 mes
idade; CLASSE 4: animais com 63,0 a 81,9 meses de idade; (n): nimero de coletasrddose
animais; DEFM: defeitos esperméticos maiores; DEFMEN: defeitos espermagooses) DEFT:
defeitos espermaticos totais.

Os valores médios dos aspectos fisicos do sémen de acordo com a estagdo do ano
estdo sumarizados na tabela 3. Os valores médios regigtia@doa motilidade espermatica
progressiva foram 79,6+7,4; 80,6+9,0; 80,6+5,9 e 79,0+7,9 %, respectivamente para verao,
outono, inverno e primavera, ndo havendo diferenca entre as estacdes do ano (p>0,05).
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Também ndo houve diferenca entre as estacdes em relacéo aos valores médios obtidos para as
caracteristicas de vigor espermatico, concentracdo espermatica total e concentracao por mL
(p>0,05). No presente estudo, os resultados da média de motilidade espermatica progressiva
(79,9+£7,6 %) e vigor espermatico (3,8+0,5) sdo semelhantes aos obtidos por Pinho et al.
(2013) que trabalharam com comportamento sexual e qualidade seminal em varrdes do
mesmo rebanho deste estudo (76,2+9,5 % e 3,3%0,5, respectivamente para motilidade
espermética progressiva e vigor espermatico). A auséncia de influéncia da sazonalidade
verificada para estas caracteristicas, provavelmente se deva ao fato das esta¢cdes do ano no
local experimental, ndo apresentarem diferencas marcantes de temperatura, umidade relativa

do ar e no tempo de luz e escuro durante ao longo do dia.

Na Tabela 4, podem ser observadas as alteracées na morfologia espermatica ao longo
das estacdes do ano. Quanto aos valores médios para os defeitos maiores, no inverno
observouse valores médios supergs acs valores médios obtidos no verdo (p<0,05)

Comportamento semelhante foi observado para defeitos espermaticos totais (p<0,05).

Esses resultados corroboram com os de Chacur et al. (2012), que estadaram
influéncia das estacfes do ano sobre as caracteristicas seminais e hormonais de touros das
racas Nelore e Simental, e constataram o efeito do inverno em afetar negativamente
morfologia espermatica na raca Simental, porém na raca Nelore, ndo houve variacdes
significativas das caracteristicas do sémen ao longo das estacdes do ano. No entanto, os
valores médios do presente estudo mostram-se contrarios aos obtidos por Zasiadczyk et al.
(2015) que estudando suinos, verificaram correlagcbes negativas entre o aumento da
temperatura ambiente (verdo) e o aparecimento de espermatozoides anormais (alteragdes na
espermatogénese), havendo aumento na porcentagem de espermatozoides com as membranas
mitocondriale plasmatica integras funcionais durante o outono-inverno. Johnson e Gomes
(1969) demonstraram que temperaturas acima de 29 °C foram correlacionadas a perda de
peso dos testiculos e degeneracédo dos tubulos seminiferos, fazendo com que o volume total
do ejaculado fosse reduzido, afetando negativamente sua concentracdo e motilidade
espermatica. A temperatura e o fotoperiodo afetam o eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal
regulando a produgédo e maturacdo dos espermatozoides (Hoffman et al., 1999), sendo que
variacOes diarias de temperatura maiores que 10°C tem um efeito negativo na producéo
espermatica (Kunavongkrit et al., 2005). Contudo, tais efeitos negativos se manifestam
somente apos 7-15 dias a partir da exposicao, podendo persistir até 60 dias apds a remog¢ao do
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fator estressante (Levis, 1997), em funcdo da duracédo do ciclo espermatogénico, maturacao
espermatica e transito epididimario (35-39 gRaberts, 1986). Portanto, o0 maior nimero de
alteracdes na morfologia espermatica no inverno pode ter decorrido por um estresse térmico
no final do outono.

Apesar de o presente estudo ter verificado que no inverno houve maior prevaléncia de
alteracbes na morfologia espermatica em relacdo ao verdo, as diferenpas|iggnas e o
percentual de patologias esperméticas verificado esta dentro dos limites aceitavel para ndo

comprometer a fertilidade do animal e sua aprovacédo no exame androldgico.

No verdo, a menor exigéncia energética de mantenca e maior bem-estar animal
(devido as temperaturas mais constantes) podem ter influenciado positivamente na
espermatogénese, e possivelmente os varrbes da raca Piau possua uma temperatura de

conforto térmico superior as demais, mostrando-se adaptado ao bioclima local.

Tabela 3: Valores médios e desvios-padrao dos aspectos fisicos do sémen de suinos da raca

Piau de acordo com a estacao do ano.

ESTACAO (n) MOT VIG CONCML CONCT

Verdo 29 79,647,4 3,606 324,8+230,8 459878
Outono 24 80,6+9,0 3,7+0,6 409,3+392,7 59,4+51,0
Inverno 23 80,6+5,9 3,8405 4074+283,6 57,4+349
Primavera 36 79,047,9 3,90,5 5197+492,3 64,5460,7
Média 28 79,947 6 3,840,5 4226+378,7 57,2+468

AB Valores médios seguidos por letras mailsculas diferentes na mesma coluna difeeersi
(p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; (n): numero de coletas de sémen daEsariOT:
motilidade espermatica progressiva; VIG: vigor espermético; CONCT: corg@meapermatica total
no ejaculado (x1Y; CONCML: concentracédo espermatica por mL®10
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Tabela 4: Valores médios e desvios-padrdo da morfologia espermatica de suinos da raca

Piau de acordo com a estacao do ano.

ESTACAO (n) DEFM DEFMEN DEFT

Verao 30 8,1+7,88 6,654 14,7+11,8
Outono 25 8,245,078 6,2+3,3 14,4+7,08
Inverno 24 13,8+1024 6,6+2,7 20,4+11,9
Primavera 36 9,416, 78 7,639 17,049,148
Média 28,75 9,7+7,7 6,8+4,0 16,5+£10,1

AB Valores médios seguidos letras mailsculas diferentes na mesma coluna difegesn (@si,05)
pelo teste de Kruskal Wallis; (n): nimero de animais; DEFM: defeitos espmsadtiaiores;
DEFMEN: defeitos espermaticos menores; DEFT: defeitos espermaticos totais.

Na tabela 5 estdo expostos os valores médios para os aspectos fisicos do sémen por
animal. Os animais 4 e 7 apresentaram valores médios de motilidade espermética progressiva
inferiores aos animais 1, 2, 6, 8, 9 e 10 (p<0,05), e ndo houve diferenca entre os demais
animais (p>0,05). Em relacdo ao vigor espermético, o animal 4 apresentou valor médio
inferior aos valores médios dos animais 1, 2, 3, 6, 8, 9 e 10 (p<0,05), mas semelhante aos
valores médios dos animais 4, 5 e 7 (p>0,05), ndo sendo observado diferenca entre os demais
animais (p>0,05). Em relacdo a concentracdo espermatica total, o animal 8 apresentou valor
médio superior aos valores médios dos animais 3, 4 e 5 (p<0,05), mas ndo apresentou
diferenca com os valores médios dos demais animais (p>0,05); o animal 4 apresentou valor
médio inferior aos valores médios dos animais 2, 6, 7e8,04p<0,05), mas ndo diferiu dos
valores médios dos demais animais (p>0,05). O animal 8 , 9e 10 apresentaraemé&dars
da concentracdo espermatica por mL inferiores em relacdo aos valores médios dos demais
animais (p<0,05).

Na tabela 6, poderse observar os valores médios da morfologia espermatica para
cada animal. Em relacdo aos defeitos espermaticos totais, os animais 7 e 8 apresentaram 0s
maiores percentuais de patologias (p<0,05), ndo diferindo do valor percentual dos animal 4
(p>0,05). Com relacéo aos defeitos espermaticos maiores, o animal 7 os maiores percentuais
destas patologias em relacdo aos demais animais (p<0,05) e o animal 10 que apresentou
valores médios diferentes ao do animal 3 (p<0,05). Em relacdo aos valores percentuais de
defeitos espermaticos menores, 0s animais 7, 8 e 9 apresentaram 0s maiores valores

36



percentuais destas patologias (p<0,05), porém nao diferiu o valor médio apresentado pelo
animal 10 (p>0,05). Apesar das diferencas observadas nos percentuais de anomalias
esperméticas, ressalta-se que estes valores se encontravam dentro dos limites preconizados
pelo CBRA (2013), de modo que os animais se encontravam aprovados a reprodu¢do, como
também, os animais possuiam historicos reprodutivos anteriores normais.

Os resultados médios para motilidade espermatica progressiva, vigor espermatico
concentracdo espermética total e por mL s&o similares a outros estudos relatados. Egerszegi
et al. (2008) e Roca et al. (2006) obtiveram motilidade esperméatica progressiva semelhantes
ao presente estudo, com valores de 75,5+6,8 e 76,1+0,9 %, respectivamente. Os resultados
do presente estudo corroboram com diversos autores, que verificaram principalmente
variacdes individuais e até entre ejaculados de um mesmo varrdo, principalmente em

experimentos de criopreservacao de sémen (Medrano, 1998; Hernandez et al., 2007).

Tabela 5: Valores médios e desvios-padrédo dos aspectos fisicos de suinos da raca Piau de

acordo com o animal.

1 (N MOT VIG CONCML CONCT
1 5 87,027 4,2+0,4 423,9+324,3 61019,3

2 13 854156 4,0£0,4 3727+178,9 60,7435,0°®

3 12 78,7+4.8C 3,940,5" 4148+243,8 51,3+3524E0
4 12 7254665 3,0£0,0°¢ 141,2+87,%° 20,1+12,8¢°P
5 14 79,6454:C 3,5404C 1734+92,3® 38,623,180
6 10 82,0%4,2 3,940,4° 317,7+156,2° 44,1+17,8°

7 11 68,6255° 3,340,5°C 3407+339,0® 54,4450,9'

8 11 81,448 4,040 4° 9414+546,0 1102465, 1ABE
9 12 85,446,2 4,2+0,4 73914594, 7 73,3475,408
10 13 81,155 3,9405* 4504+149,6° 65,6+38,3°
Média 79,94,6 3,840,5 422p+378,7 57,2463

AB Valores médios seguidos por letras mailsculas diferentes na mesma coluna, diferem entre s
(p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; (n): nimero de animais; MOT: motilidadenegjmer
progressiva; VIG: vigor espermatico; CONCT: concentragdo espermdtiatand ejaculado (x£)
CONCML: concentracéo espermatica por mL10
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Tabela 6: Valores médios e desvios-padrao para morfologia espermatica de suinos da raca

Piau de acordo com o animal.

ANIMAL (n) DEFM DEFMEN DEFT

1 5 7,6+1,8 5,842 3A 13,4+1,2

2 13 6,312,2°8 3,841 48 10,1+2,18
8 13 10,944,380 3,613,718 14,5+6,6®
4 12 9,945,6' 7,312,3' 17,247,380
) 14 6,4+4 88 7,1+2,3 13,634, 78
6 11 6,942,386 6,4+2,14 13,343,6"8
7 11 26,4+126°¢ 10,6+3,6 37,0414 8¢
8 11 11,1+587 11,0+7,0°¢P 22,140,
9 12 6,8+2,8® 8,612,8'CP 15,443,538
10 13 5,642, 1BE 4,842 678D 10,4+397BE
Média 9, 7%7,7 6,8+4,0 16,5+£10,1

AB Valores médios seguidos por letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Kruskal Wallis; (n): namero de animais; DEFM: defeitos espermaiiceasm
DEFMEN: defeitos espermaticos menores; DEFT: defeitos esperméticos totais.

Resultados das analises protedmicas

A separacdo de amostras do plasma seminal de suinos da raca Piau usando
eletroforese bidimensional na regido de pH 3 a 10 e SDS-PAGE 14 % possibilitou a deteccao
de 58 spots de proteinas, em média, por gel. Esses spots foram excisados e avaliados por
espectrometria de massas MALDI TOF/TOF, sendo identificadas 12 proteinas pelo programa
MASCOT (tabela 8), das quais 10 foram validadas pelo programa SCAFFOLD (tabela 7).

Dentre as proteinas identificadas e validadas, diferentes spots representaram as
mesmas proteinas, que forariMlajor Seminal Plasma GlycoproteRSRI (P35495, spots 0,
1,2,3,4, 7, 8, 18, 19, 20,21, 39, 44 e 48), Major Seminal Plasma GlycoprBtit
(P35496, spots 2, 3, 5, 13, 14, 15, 16, 17 e 55), Beta-hexosamini#3s6X8, spots 12, 37
e 38), Seminal Plasma Sperm Motility Inhibitor (I7HJH6, spots 2, 3 e 55), alfa-crystallin A
chain (P02475, spot 8, 57), Alfa-crystallin B chain (Q7M2W86, spot 8), Carbohydrate-binding
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Protein AWN (P26776, spots 2), Seminal Plasma Acrosin Inhibitor (P00999, spot 56)
Seminal plasma protein pB1 (P80964, spot 5), Serum Albumin (FIRUN2, spot 11).

Comparando as estacbes Primavera/Verdo e Outono/ Inverno, dez spots se
apresentaram diferencialmente abundantes (p<0,05), sendo os spots 1 e 51 mais abundantes
no Outono/lInverno e os spots 3, 10, 17, 21 , 34, 35, 36 e 52, mais abundantes na
Primavera/Verdo, como se pode observar na tabela 9. A figura 1 demonstra o perfil de
abundéancia de cada spot por estacdo. Para os spots diferencialmente abundantes, os valores
de massa molecular média e ponto isoelétrico médio foram: spot 1 (20 kDa e pl 9,13), spot 3
(17 kDa e pl 9,86), spot 10 (83 kDa e pl 6,38), spot 17 (31 kDa e pl 9,81), spot 21 (20 kDa e
pl 7,89), spot 34 (79 kDa e pl 7,43), spot 35 (78 kDa e pl 7,58), spot 36 (77 kDa e pl 7,77) ,
spot 51 (13 kDa e pl 3,22) e spot 52 (15 kDa e pl 3,24). Dentre esses spots, cinco tiveram as
proteinas identificadas pelo programa MASCOT (tabela 7), porém apenas trés spots tiveram
suas identificacbes de proteinas validadas pelo SCAFFOLD (tabela 8). As identificacdes
validadas foram de PSP-I para o spot 1; PSP-II, I7THIPISRI para o spot 3; PSP-Il para o
spot 17 e PSP-I para o spot 21.

A motilidade espermatica apresentou correlacao positiva (r = 0,54) com o spot 5 que
teve sua identificacdo validada como PSP-Il e seminal plasma protein B1, e correlacao
negativa (r = -0,47) com o spot 21, validado como PSP-I (tabeladld@yesente estudo, essa
correlacdo negativa de PSP-I com a motilidade corrobora com Novak et al. (2010) que
estudaram varrdes da raca Large White, realizando eletroforese bidimensional da fragao rica
do sémen para investigar marcadores moleculares relacionados com a fertilidade in vivo e
observaram que os indices de leitdes nasdides0,76; p<0,01) e motilidade espermatica
no dia 7(r = -0,74, p< 0,037) foram correlacionados negativamente com uma proteina de 22

kDa, identificada por espectrometria de massa como PSP-I.

O vigor espermatico apresentou correlagéo positiva (r = 0,57) com o spot 5 (PSP-Il e
seminal plasma protein B1) e correlagédo negativa (r = -0,62) e (r = -0, 46) com os spots 14 e
15, respectivamente, sendo ambos validados como PSP-II. A patologia acrossomal, avaliada
por microscopia oOtica no presente estudo, foi correlacionada negativamente com 0s spots 1
(r =0,52), 19 (r = 0,46) e 20 = 0,49), todos com identificacdo validada de PSPsse
achado do presente estudo corrobora com pesquisa de Caballero et al. (2006), que fazendo

testedn vitro constataram que a exposicdo dos espermatozoides ao heterdBRERSP-
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Il preserva a viabilidade, a motilidade e a atividade mitocondrial do sémen diluido, quando
comparados com espermatozoides nao expostos, tendo efeito por dez horas. O efeito protetor
do heterodimero parece estar relacionado a sua adesdo a area acrosomal, e a perda desse
efeito protetor coincide com uma redistribuicdo gradual da PSP-1 / PSP-Il durante a
incubacéo, corroborando com Caballero et al. (2004) que sugerem que o heterodinlero PSP-

e PSP-lIl ndo sustenta sua acdo por longos periodos durante a incubacgdo in vitro,
provavelmente por bloqueio ou degradacéo. A agregagédesagregacao de proteinas do
plasma seminal parecem ter uma importante funcao na fertilizacéo, sendo que a formacéo do
heterodimero PSP-I/PSP-II e as interacfes entre as familias de espermadesinas ANGN, AW

DQH ja foram demostradas. A afinidade das proteinas do plasma seminal por fosforilcolina

parece ser crucial para essas interacdes (Manaskova et a)., 2000

No presente estudo, foi observado maior percentual de patologias espermaticas no
inverno, uma maior abundancia de PSP-II (spots 3 e 17) na primaveraeuarén maior
abundéancia de PSIRspot 51) no outono/inverno, havendo correlacdo positiva de PSP-Il com
a motilidade (spot 5) como observado na Tabela 10. Esses resultados do presente estudo
corroboram com pesquisas anteriores, que n&o definem exatamente qual a influéncia dessas
espermadesinas na qualidade seminal. Centurion et al. (2003) relataram que a adicdo de PSP-
I/ PSP-1l purificada teve um efeito benéfico na viabilidade se espermatozoides
criopreservados, porém em outras pesquisas a adicdo de PSP-I e PSP-ll diminuiu a
capacidade fecundante dos espermatozoides avaliados pés-descongelamento (Caballero et al.,
2004; Ceremades et al., 200RBRI possui formas mdltiplas devido as diferencas nos seus
carboidratos constituintes (Rutherfurd et al, 1992; Nimtz et al, 1999). Novak et al. (2010)
relataam a identificacdo de isoformas glicosiladas de PSP-I entre 14 a 20 kDa e uma Unica
isoforma néo-glicosilada de PSP-I com banda compacta de 12 kDa. As espermadesinas
podem atuar na decapacitacédo, contribuindo para a longevidade espermatica. Por outro lado,
podem reduzir a fertilidade quando em excesso ou quando 0s espermatozoides S0 expostos a

elas por um periodo longo (Novak et al., 2010).

Na espécie suina, a maioria das proteinas do plasma seminal pertence a familia das
espermadesinas, um grupo de glicoproteinas constituidas por um uUnico dominio CUB
(Romero et al., 1997), com peso molecular entre 12 e 16kDa (Campanero-Rhodes et al.
2005) e relacionado com a capacitacdo espermatica e ligacdo a zona pelucida do odcito

(Topfer-Petersen et al., 1998). Cinco proteinas constituem a familia das espermadesinas:
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AQN-1, AQN-3, AWN-1, AWN-2,PSRI e PSPH, sendo que as duas ultimas sdo as mais
abundantes e apresentam-em forma de heterodimero glicosilado nao-covalente em
condicoes fisiologicas (Calvete et al., 1995a). No presente estudo pode-se supor que as
espermadesinas se apresentaram as mais abundantes, jA que dentre os 28 spots com
identificacbes validadas, 24 caracterizaram essas proteinas, corroborando com estudos
anteriores, que relatam que as espermadesinas correspondem de 75 a 90 % de todas as
proteinas expressas no plasma seminal suino, dependendo do método utilizado para a
mensuraca@Dostalova Z et al., 1994; Caballero et al., 2008).

Varias identificacbes da mesma proteina em diferentes spots foram observadas no
presente estudo, sugerindo que essas proteinas apresentam diferentes isoformas,
corroborando com estudos de Syntin et al. (1996), que realizaram a caracterizacdo e
identificacdo das proteinas secretadas em varias regides de epididimos de varrdes adultos por
meio de eletroforese mono e bidimensional e constataram que a maioria das proteinas
analisadas eram altamente polimoérficas em termos de ponto isoelétrico e massa molecular.
Calvete et al. (1995b), estudando plasma seminal equino, cita que varios spots podem
corresponder a mesma proteina devido a alguma modificacdo, possivelmente uma
fosforilacdo e/ou glicosilacdo, o que poderia explicar diferencas nha massa molecular e ponto
isoelétrico. O padrdo de glicosilacdo das proteinas influencia a propriedade de ligacao a

heparina, pela modulacdo da mesma.

O spot 56 foi identificado e validado no presente estudo como Seminal plasma acrosin
inhibitor, que é uma proteina acido-estavel inibidora da ag¢do da acrosina e pertence a
KAZAK _FS superfamily. A principal funcéo dos inibidores de protease no trato reprodutivo
€ a inativacdo da liberacdo prematura de enzimas proteoliticas por espermatozoides
enjuriados e a protecdao do trato reprodutivo contra a degradacdo proteica. No trato
reprodutivo suino, os inibidores de acrosina sdo encontrados no plasma seminal e no
espermatozoide (Fritz et al. 1975) e possuem massa molecular de 6 a 7,5kDa (Tschesche et
al, 1976.

Podemos observar as funcdes bioldgicas, fun¢cdes moleculares e local onde séo
encontradas as proteinas validadas no presente estudo, respectivamente nas figuras 2, 3 e 4

Essas figuras foram feitas com auxilo dos programas Gene Ontology e UniProt.
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De acordo com a rede de interacOes de proteinas realizada com o auxilio do Programa
STRING, a PSR-esta intimamente relacionada com a PSP-II, corroborando com o exposto
anteriormentea Seminal plasma protein pB1 (BSP1) interage com a Seminal plasma sperm
motility inhibitor (SPMI) e com a Carbohydrate-binding protein (AWN); a Beta-
hexosaminidase (HEXB) interage com a HEXA, ENSSCG, CHIT1 e CHIA, e essas
interagem entre si. A Serum Albumin (ALB) interage com a serotransferrina (TF) e com a
Mitogen-activated protein-kinase (MAPK3), que interage com a Heat Shock protein HSP 90-
alpha (HSPA1A) e a Heat Shock 90 kDa proteinlB (HSPCB), ambas relacionadas a alpha

crystallin CRYAB), que faz interagbes com outras Heats Shocks (Figura 1).

A Serum albumin é constituinte comum no plasma seminal no plasma semina suino
se apresenta como isoformas de alta massa molecular (76,1-78 kDa), atuando na protecao
esperméatica contra o estresse oxidativo causado pela peroxidacdo lipidica. Essa proteina
parece também atuar em conjunto com superoxido dismutase e glutadiona peroxidase,
possuindo acdo antioxidante (Murase et al., 2007). Na andlise pelo STRING, essa proteina
interage com a serotrasnferrina (TF), uma proteina que é secretada por células de Sertoli,
epitélio seminifero e glandulas acessorias, carreia o ferro e evita a peroxidacgéo lipidica,
possuindo agdo antimicrobiana contra microorganismos patogénicos (Farnaud et al4 2003).
Serum albumin também interage com Mitogen-activated protein kinase (MAPK3), uma
enzima que parece estar relacionada com a ativacdo do promotor LHb pelo GnRH,
possibitando a formacdo da subunidade beta do LH (Yamada et al., 2004). A MAPK 3
apresentou-se relacionada a HSF1 e HSPCB, Heat shock proteins, que tém funcdo de
chaperones em condi¢des fisiologieasio importantes para o0 mecanismo de defesa celular,
preservando o ambiente celular nos ambientes mais adversos; elas sédo preferencialmente
expressas em resposta a estresse de hipertermia, reativos livres de oxigénio, metais pesados,
etanol, na inflamacéo e na infeccdo (Neuer et al.,, 2000). A< dl&da-crystallins (gene
CRYAB) também foram mencionadas pelo programa STRING como componente dessa rede
de interacdes, interagindo com trés HSPs, HSPCB, HSPA1B e HSF1. Acunzo et al. (2012)
relatam que as cristalinas sdo pequenas Heat shock proteins (SHSP) que sé&o expressas em
condicbes ambientais desfavoraveis e estdo envolvidas nas vias de necrose, apoptose e
autofagia; relacionadas a nivel molecular com a prevencdo da agregagdo de proteinas
desnaturadas, regulacdo da atividade de caspases, regulacdo do estado redox intracelular,

polimerizacdo da actina e degradacdo de proteinas. Halliwell et al. (1999) mencionaram que
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em sistemas aerodbicos, € crucial o equilibrio entre a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ROS) geradas e a capacidade antioxidante. Ocorre injuria celular quando este
equilibrio é perdido, resultando em estresse oxidativo. Aitken et al. (1995) sugeriram que o
espermatozoide possui limitada capacidade de biossintese e o plasma seminal exerce
importante funcdo protetora contra os danos causados pelas ROS geradas pelos fagocitos e

pdo préprio espermatozoide.

A Beta-hexosaminidase (HEXB) teve interacbes com HEXA, CHIA, CHIT1 e
ENSSCG, como observado no STRING. Essa proteina diversas propriedades, dentre elas a
de ligacdo a proteinas por interacdes seletivas e ndo covalentes para a formacédo de
homodimeros e heterodimeros e pode estar relacionada com a ligacdo do espermatozoide a
zona peldcida do odcito em humanos, como sugerido em experimefitto realizado por
Miranda et al. (2000). A correlacdo da atividade dessa proteinas com patologias particulares,
sugerem a possivel relacdo com a capacidade fecundante (Menendez-Helman et &, 2015).
interacdo da rede pode ser devida ao envolvimento no metabolismo de carboidratos, comum a

todas as proteinas (conforme o banco de dados do Uniprot).

O programa STRING nos mostra interacbes entre AWN, BSP-1 e SPMI. O AWN
codifica a Carbohydrate-binding protein AWN, que possui o dominio CUB, pertence
familia das espermadesinas , possuindo importante funcdo na ligacdo do espermatozoide a
zona pelucida do oocito, devido a propriedade de ligacao aos carboidratos. SPMI codifica a
proteina Seminal Plasma Motility inhibitor, que também possui dominio CUB, pertence ao
grupo AQN-3 e possui similaridades com as espermadesinas; Martin et al. (1995), realizando
experimento com sémen humano, sugeriram que o SPMI esta altamente associado aos
componentes do coagulo seminal como formas ativas que podem afetar a motilidade seminal.
O gene BSP1 codifica a Seminal plasma protein, que possui dominios fibronectina tipo | e Il
e pertence a familia das Plasma Protein Family, exerce funcdo no eventoadiéacao
espermatica e possui capacidade de formar um complexo com a espermadesina AQN-1, que
possui atividade de ligacdo a fosforilcolina; essa proteina, da mesma forma que a
Carbohydrate-binding protein AWN, possui capacidade de ligagdo a heparina. Todas as
proteinas envolvidas nessa rede exercem funcdo na fertilizacdo (conforme o banco de dados
do UniProt).
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CONCLUSOES

No presente estudo conclui-se que as estacdes climaticas do ano influenciam a
gualidade do sémen, e que na regiao no qual o experimento foi realizado, no inverno houve
maior alteracdo na morfologia espermética em relagdo ao verdo, com mais defeitos
espermaticos maiores e totais, porém esses valores ainda se mostram dentro dos padrbes de

qualidade seminal preconizados para a espécie.

Em relacdo a motilidade espermatica progressiva, vigor e concentracdo espermatica,

nao sofrem influéncia das estac6es climéticas do ano.

Importantes proteinas do plasma seminal de varrBes da raca Piau foram identificadas e
validadas, destacand®e as espermadesinas. Foram reportadas correlacdes significativas
entre as caracteristicas seminais e alguns spots. Ao longo das estacdes do ano, dez spots

foram observados como diferencialmente abundantes.
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Tabela 07- Identificacdo de proteinas extraidas do plasma seminal de varrdes da raga piau pelo MASCOT.

Match ID Nome da Proteina Banco de Ndmero Score de Cobertura da Experimental NPI Sequéncia dos peptideos
dados de acesso identificag sequénc ia
50 (MS/MS) MASCOT Massa Ponto Massa Ponto
molecular isoelétrico Molecular isoelétrico
(kDa) (kDa)
0 P35495 313 36% 14719 8,3 9,6 9,2 4 LTDDYGTIFTYK
Major seminal plasma Sus scrofa
glycoprotein PSP-| / TECVWTLOVDPK
UNIPROT Q
FCEGLSILNR
DSGHPASPYEIIFLR
01 Major seminal plasma Sus scrofa P35495 59 7% 14,7 8,3 20,9 9,1 1 FCEGLSILNR
glycoprotein PSP-| /
UNIPROT
02 Major seminal plasma Sus scrofa  P35496 37% 15,0 8,9 15,3 9,9 4 INGPDECGR
glycoprotein PSP-I| / 312
UNIPROT
NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK
02 Major seminal Sus scrofa  P35495 68 18% 14,7 8,3 15,3 9,9 2 FCEGLSILNR
glycoprotein PSP-| /
UNIPROT
DSGHPASPYEIIFLR
02 Carbohydrate-binding Sus scrofa  P26776 177 30% 16,9 9,3 15,3 9,9 3 VKPHFHVVLAIPPLNLSCGK
protein AWN /
UNIPROT

EYVELLDGPPGSEIIGK
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ICGGISLVFR

02 Seminal plasma sperm  Sus scrofa  I7HJH6 131 22% 15,3 9,1 15,3 9,9 2 NYSGWISYYK
motility inhibitor /
UNIPROT

DSHHPASSFNVYFYGIPQGAK

03 Major seminal plasma Sus scrofa P35496 303 37% 15,0 8,9 17,0 9,9 4 INGPDECGR
glycoprotein PSP-II /
UNIPROT
NLCTWTILMKPDQK

MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK
03 Seminal plasma sperm  Sus scrofa  I7HIJH6 189 22% 15,3 9,1 17,0 9,9 2 NYSGWISYYK
motility inhibitor /
UNIPROT
DSHHPASSFNVYFYGIPQGAK
03 Carbohydrate-binding Sus scrofa P26776 34 6% 16,9 9,3 17,0 9,9 1 ICGGISLVFR
protein AWN /
UNIPROT
03 Major seminal plasma Sus scrofa  P35495 60 11% 14,7 8,3 17,0 9,9 1 DSGHPASPYEIIFLR
glycoprotein PSP-| /
UNIPROT
04 P35495 418 46% 14,7 8,3 16,2 9,1 5 LTDDYGTIFTYK
Major seminal plasma Sus scrofa
glycoprotein PSP-| /
UNIPROT
TECVWTLQVDPK
EYVEILEGAPGSK
FCEGLSILNR
DSGHPASPYEIIFLR
05 Major seminal plasma Sus scrofa  P35496 165 37% 15,0 8,9 12,7 9,9 4 INGPDECGR
glycoprotein PSP-I| /
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05

07

08

08

08

11

Seminal plasma
protein pB1

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Alpha-crystallin A chain

Alpha-crystallin B chain

Serum albumin

UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

P80964

P35495

P35495

P02475

Q7M2W6

F1RUN2

45

382

61

53

44

503

6%

36%

18%

12%

6%

19%

15,8

14,7

14,7

19,8

20,1

71,6

8,4

8,3

8,3

5,8

6,8

59

12,7

17,4

17,3

17,3

17,3

71,5

9,9

7.9

7,1

7,1

7,1

6,4

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK.L

CALPFIFR

LTDDYGTIFTYK

TECVWTLQVDPK
FCEGLSILNR
DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

ALGPFYPSR

VPSGVDAGHSER

RPFFPFHSPSR

FKDLGEQYFK

DVFLGTFLYEYSR

RHPDYSVSLLLR
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11

12

13

14

Alpha-fetoprotein

Beta-hexosaminidase

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-II

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Q8MJ76

DOG6X8

P35496

P35496

36

229

266

277

1%

11%

37%

37%

70,4

62,5

15,0

15,0

55

7,3

8,9

8,9

71,5

69,4

55,9

56,8

6,4

7,4

9,9

9,7

FQPLVDEPK
LGEYGFQNALIVR
KVPQVSTPTLVEVAR
LSCAEDYLSLVLNR
RPCFSALTPDETYKPK
HKPHATEEQLR

YIYEIAR

AGSSCEILQEAFR

GSYSLSHVYTPNDVR
DLLTPCYR
LQSFYVFK
NYYEVEPQDFPGSDKER

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK

48



15

16

17

17

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-II

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Seminal plasma sperm
motility inhibitor

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-II

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

P35496

P35496

I7THIHG6

P35496

253

242

377

292

37%

37%

48

37%

15,0

15,0

15,3

15,0

8,9

8,9

9,1

8,9

41,6

41,5

31,5

31,5

9,7

9,9

9,8

9,8

MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK

NYSGWISYYK

ALTTNCVWTIEMKPGHK

VCGGTTFVYQSSSNVATVK

DSHHPASSFNVYFYGIPQGAK

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK
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17

18

19

20

21

23

26

37

Carbohydrate-binding
protein AWN

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Family with sequence
similarity 160 member
B2

Family with sequence
similarity 160 member
B2

Beta-hexosaminidase

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

P26776

P35495

P35495

P35495

P35495

F1RMCO

F1RMCO

DOG6X8

100

52

66

151

162

29

33

98

30%

18%

18%

18%

18%

1%

1%

5%

16,9

14,7

14,7

14,7

14,7

82,6

82,6

62,5

9,3

8,3

8,3

8,3

8,3

5,6

5,6

7,3

31,5

14,5

14,1

18,0

20,4

55,4

53,8

68,8

9,8

7,9

9,2

9,1

7,9

4,3

5,6

7,8

VKPHFHVVLAIPPLNLSCGK

EYVELLDGPPGSEIIGK
ICGGISLVFR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

VPQFPGKLLLVR

VPQFPGKLLLVR

ANTVWGALR

GSYSLSHVYTPNDVR
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38

39

44

48

51

55

Beta-hexosaminidase

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

DOG6X8

P35495

P35495

P35495

P35495

P35496

314

34

91

37

39

305

18%

11%

18%

11%

18%

37%

62,5

14,7

14,7

14,7

14,7

15,0

7,3

8,3

8,3

8,3

8,3

8,9

68,9

14,5

17,2

32,5

13,7

19,1

7,6

7,1

8,5

9,2

3,2

9,8

DLLTPCY

AGSSCEILQEAFR

ANTVWGALR
GSYSLSHVYTPNDVR
VMPEFDTPGHSR
DLLTPCYR

LQSFYVFK
RPIVWQEAFDGR
NYYEVEPQDFPGSDKER
DIHDAYSR

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

INGPDECGR
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55

56

57

Seminal plasma sperm
motility inhibitor

Seminal plasma
acrosin inhibitor A1

Alpha-crystallin A chain

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

I7THIHG6

P00999

P02475

297

61

64

48%

27%

12%

(58!

7,9

19,8

9,1

9,3

5,8

19,1

8,9

17,9

9,8

9,9

6,3

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK
EYVEVFDGLLSGPSYGK

NYSGWISYYK

ALTTNCVWTIEMKPGHK
VCGGTTFVYQSSSNVATVK
DSHHPASSFNVYFYGIPQGAK

SHLFFCTR

FDFGHWGHCR

ALGPFYPSR

VPSGVDAGHSER
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Tabela 08- Identificacdo de proteinas extraidas do plasma seminal de varrdes da raca piau (com validacéo pelo Scaffold).

Score de Cobertura Tebrico Experimental
MatchID  Nome da Proteina Banco de Numero identificag Prob. da Massa Massa Sequéncia dos Prob.
dados de acesso 4 “iomE (1) < molecular Ponto molecular Ponto peptideos 2)
ao ( ) sequencia isoelétrico isoelétrico
(kDa) (kDa)

Major seminal plasma Sus scrofa

0 | ::0 rotein PgP-l / P35495 313 100% 37% 14,7 8,3 9,6 9,2 LTDDYGTIFTYK 95%
glycop UNIPROT

TECVWTLQVDPK 95%

FCEGLSILNR 95%

DSGHPASPYEIIFLR 95%
Major seminal plasma Sus scrofa

01 | (J: e PgP_I / P35495 59 95% 8% 14,7 83 20,9 9.1 FCEGLSILNR 95%
glycop UNIPROT
Major seminal plasma SUDEH

02 | JC e ng_” / P35496 312 100% 38% 15,0 8,9 15,3 9,9 INGPDECGR 94%
glycop UNIPROT

NLCTWTILMKPDQK 95%

MAIPYLNLACGK 95%

EYVEVFDGLLSGPSYGK 95%
Major seminal plasma SUDEH (1

02 | ::0 rotein ng-l / P35495 68 98% 11% 14,7 8,3 15,3 9,9 DSGHPASPYEIIFLR 95%
glycop UNIPROT
Seminal plasma Sus scrofa

02 sperm motility / 17HIH6 131 100% 23% 15,3 9,1 15,3 9,9 NYSGWISYYK 92%
inhibitor UNIPROT

DSHHPASSFNVYFYGIP
0,

QGAK Sl
- Sus scrofa

02 C;rtzci’:’:\i;\f‘,ze'b'”d'”g / P26776 177 100% 31% 16,9 93 15,3 9,9 \éiPHFHWLA'PPLNLSC 95%
P UNIPROT

EYVELLDGPPGSEIIGK 95%
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03

03

03

04

05

05

07

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Seminal plasma
sperm motility
inhibitor

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Seminal plasma
protein pB1

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

P35496

P35495

I7THIHG6

P35495

P35496

P80964

P35495

303

60

189

418

165

45

382

100%

90%

100%

100%

100%

95%

100%

38%

11%

23%

47%

12%

6%

37%

15,0

14,7

15,3

14,7

15,0

15,8

14,7

8,9

8,3

9,1

8,3

8,9

8,4

8,3

17,0

17,0

17,0

16,2

12,7

12,7

17,4

9,9

9,9

9,9

9,1

9,9

9,9

7.9

ICGGISLVFR

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

DSGHPASPYEIIFLR

DSHHPASSFNVYFYGIP
QGAK

NYSGWISYYK

LTDDYGTIFTYK

TECVWTLQVDPK
EYVEILEGAPGSK
FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

EYVEVFDGLLSGPSYGK

CALPFIFR

LTDDYGTIFTYK

TECVWTLQVDPK

95%

93%

95%

95%

95%

90%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%
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08

08

08

11

12

13

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Alpha-crystallin A
chain

Alpha-crystallin B
chain

Serum albumin

Beta-hexosaminidase

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

P35495

P02475

Q7M2W6

F1RUN2

DOG6X8

P35496

44

503

229

266

95%

90%

95%

100%

100%

100%

11%

5%

6%

13%

6%

31%

14,7

19,8

20,1

71,6

62,5

15,0

8,3

5,8

6,8

5,9

7,3

8,9

17,3

17,3

17,3

71,5

69,4

56,0

7,1

7,1

7,1

6,4

7,4

9,9

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

DSGHPASPYEIIFLR

ALGPFYPSR

RPFFPFHSPSR

FKDLGEQYFK

DVFLGTFLYEYSR
LGEYGFQNALIVR
KVPQVSTPTLVEVAR
RPCFSALTPDETYKPK

HKPHATEEQLR

GSYSLSHVYTPNDVR

NYYEVEPQDFPGSDKER

NLCTWTILMKPDQK

MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

95%

95%

95%

90%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

95%
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14

15

16

17

18

19

20

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

P35496

P35496

P35496

P35496

P35495

P35495

P35495

277

253

242

292

52

66

151

100%

100%

100%

100%

95%

99%

100%

38%

31%

31%

31%

11%

8%

19%

15,0

15,0

15,0

15,0

14,7

14,7

14,7

8,9

8,9

8,9

8,9

8,3

8,3

8,3

56,8

41,6

41,5

31,5

14,5

14,1

18,0

9,7

9,7

9,9

9,8

7,9

9,2

9,1

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

NLCTWTILMKPDQK

MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

NLCTWTILMKPDQK

MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

NLCTWTILMKPDQK

MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

DSGHPASPYEIIFLR

FCEGLSILNR

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

90%

95%

95%

95%

91%

95%

95%

90%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

91%

95%

95%

56



21

37

38

39

44

48

55

55

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Beta-hexosaminidase

Beta-hexosaminidase

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-|

Major seminal plasma
glycoprotein PSP-I|

Seminal plasma
sperm motility
inhibitor

Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT
Sus scrofa
/
UNIPROT

Sus scrofa
/
UNIPROT

P35495

DOG6X8

DOG6X8

P35495

P35495

P35495

P35496

I7THIHG

162

98

314

34

91

37

305

297

100%

100%

100%

90%

99%

92%

100%

100%

19%

3%

10%

11%

11%

11%

38%

49%

14,7

62,5

62,5

14,7

14,7

14,7

15,0

15,2

8,3

7,3

7,3

8,3

8,3

8,3

8,9

9,1

20,4

68,8

68,9

14,5

17,2

32,5

19,1

19,1

7,9

7,8

7,6

7,1

8,5

9,2

9,8

9,8

FCEGLSILNR

DSGHPASPYEIIFLR

GSYSLSHVYTPNDVR

AGSSCEILQEAFR

ANTVWGALR
GSYSLSHVYTPNDVR

NYYEVEPQDFPGSDKER

DSGHPASPYEIIFLR

DSGHPASPYEIIFLR

DSGHPASPYEIIFLR

INGPDECGR

NLCTWTILMKPDQK
MAIPYLNLACGK

EYVEVFDGLLSGPSYGK

NYSGWISYYK

ALTTNCVWTIEMKPGHK

95%

95%

95%

93%

91%

95%

95%

90%

95%

92%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

57



Seminal plasma SIBEETEL

56 o inphibitor AL / P00999 61 98% 15% 7,9
UNIPROT
. Sus scrofa

57 ?:]Z?r?'cwsm"m A / P02475 64 95% 5% 19,8
UNIPROT

9,3

5,8

8,9

17,9

9,9

6,3

VCGGTTFVYQSSSNVAT
VK
DSHHPASSFNVYFYGIP
QGAK

FDFGHWGHCR

ALGPFYPSR

95%

95%

91%

95%

Legenda: (1) Probabilidade de identificacdo para proteina (Scaffold)
(2) Probabilidade de identificacdo para peptideo (Scaffold)
(3) NPIV- Numero de peptideos identificados e validados (Scaffol
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Tabela 9 Spots diferencialmente abundantes encontrados nas estacdes Primavera/Verao e Outono/Inverno.

Match ID Identificagdo Primavera/Verdo Outono/Inverno MW pl Fold change anova
3 I7HJH6 10.1076 4.83035 17 9,86 2.092519176 0.010202
P35495
P35496
10 NI 0.435143 0.10333 83 6,38 4.211197135 0.008177
17 P35496 6.76085 3.83573 31 9,81 1.762597993 0.008986
21 P35495 1.44171 0.743918 20 7,89 1.937995854 0.021303
34 NI 0.171044 0.0626182 79 7,43 2.731538115 0.040018
35 NI 0.281822 0.0934223 78 7,58 3.016645919 0.002646
36 NI 0.57984 0.141869 77 7,77 4.087150822 0.009436
52 NI 0.663756 0.326563 15 3,24 2.032551146 0.042163
1 P35495 0.326563 0.663756 20 9,13 2.032551146 0.049039
51 NI 0.328356 0.828822 13 3,22 2.524156708 0.021807

*NI: spots que ndo tiveram identificacdo e validagdo de proteinas por MASCOT e SCAFFOLD
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Figura 1. Spots diferencialmente abundantes ao longo das estagdes do ano.
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Tabela 10. Correlagdo simples de Pearson.

Pardmetros SPOT 1 SPOT 2 SPOT5 SPOT8 SPOT11 SPOT 12 SPOT 13 SPOT 14 SPOT 15 SPOT 16 SPOT 18 SPOT 19 SPOT 20 SPOT 21 SPOT 38 SPOT 39
IDDIAS * -0.52 -0.48 * * * * * * * 0.46 * * * * 0.54
0.02 0.03 0.04 0.01
VOLUME * * * * * * * * * * * * * * * *
ASPECTO * * * * 0.61 * -0.58 * * -0.56 * * * * * *
0.005 0.009 0.01
PESOGEL * * 0.48 * * * * -0.51 -0.51 * * * * * * *
0.04 0.02 0.02
MOTILIDADE * * 0.53 * * * * * * * * * * -0.47 * *
0.02 0.04
VIGOR * 0.63 0.57 * * * * -0.62 -0.46 * * * * * * *
0.004 0.01 0.0049 0.05
CONCML * * * * * 0.63 * -0.52 * * * * * * 0.55 *
0.0038 0.02 0.01
CONCTOT * * 0.51 0.47 * * * -0.62 -0.51 * * * * * * *
0.02 0.04 0.0045 0.02
MOREOLOGIA * * * * -0.86 * * * * * * * * * * *
<0.0001
ACROSSOMA -0.52 -0.46 -0.49
0.0009 0.05 0.03

* Nso houve correlagéo

IDDIAS - idade do animal em dias

CONCML- concentragéo espermética/mL

CONCTOT- concentragdo espermatica total total (volun@ONCTOT)

MORFOLOGIA- patologias espermaticas
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Figura 3. Fungéao MolecularGene Ontology

45%

1%

Molecular Function

22%

22%

® heparin binding

m metal ion binding

» protein homodimerization
activity

minded

63



Figura 4. Componente CelulaiGene Ontology

1%

CELLULAR COMPONENT

56%

m extracellular region

m cytoplasm

macrosomal visicule

m inded

64



Figura 5. Rede de interagOes realizada pelo programa STRING.

Legenda:
PSRI- gene que codifica a proteina P35495
PSRII- gene que codifica a proteina P35496
CRYAB- gene que cadifica a proteina P02475
CRYAB- gene que codifica a proteina Q7M2W6
AWN- gene que codifica a proteina P26776
BSP-I- gene que cdifica a proteina P80964
HEXB- gene que codifica a proteina DOG6X8

ALB- gene que codifica a proteina FIRUN2
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Figura 6. Spots que tiveram proteinas identificadas por Macott e validadas por Scaffold
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Legenda: Spots mais abundantes no verdo/ primavera estdo em quadrados vermelhos
Spots mais abundantes no outono/ inverno estdo em quadrados azuis
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CAPITULO 2 - EFFECT OF CYCLODEXTRIN-LOADED CHOLESTEROL
CONJUGATES ON PLASMA MEMBRANE VIABILITY OF PIAU SWINE BREED
FROZEN/THAWED SPERMATOZOA

*Article published in the journal Cryobiology 73, in 2016.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of cyclodextrin-loaded
cholesterol conjugates addition to freezing extenders on plasma membrane viability of
frozen-thawed spermatozoa of the Piau swine breed. Twenty semen samples were used from
five males. The freezing extender was based on lactose-egg yolk extender, addid to 2
glycerol, 3 % dimethylacetamide. The addition of cyclodextrin-loaded cholesterol conjugates
was performed after centrifugation, when semen was diluted with the cooling extender. Four
groups were subjected to the following treatment: without addition (group 1); 1.5 mg of
cyclodextrin-loaded cholesterol /120%18perm (group 2); 1.5 mg of cyclodextrin-loaded
cholestanol /120xX0sperm (group 3); 1.5 mg of cyclodextrin-loaded desmosterol /120x10
sperm (group 4). To check post-thawing sperm quality sperm motility and sperm morphology
evaluation were used. Additionally, to check sperm viability the hypoosmotic swelling test,
supravital staining, and fluorescent assay were used. The mean values recorded for total
sperm motility of semen immediately after thawing were 54.5+5.8, 55.5+5.3, 53.7+6.7, and
52.5+6.6 % respectively for groups one to four, without difference between themselves
(p>0.05). Regarding fluorescent assay the results were 28.3+13.2, 26.9+12.2, 22.2+11.4, and
32.0+15.3 % respectively for groups one to four, also without difference between groups
(p>0,05). Similarly, complementary tests for evaluating the integrity and functionality of the
plasma membrane showed no difference between treatments (p>0.05). In conclusion, use of
cyclodextrin-loaded cholesterol conjugates added to the plasma membrane of sperm did not
demonstrate any additive effect on increasing and/or maintaining sperm motility.

Key-words: boars, cyclodextrin, plasma membrane, semen.
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INTRODUCTION

Among the swine breeds at high risk of extinction, the Piau breed is one of them wich
still exists, therefore the maintenance of naturalized swine breeds is imperative, as such
breeds present unique adaptation characteristics to Brazilian ecosystems, besides constituting
potential sources of new genetic variants for the national swine breeding [45], making studies
on swine semen cryopreservatmfrthis breed essential.

Studies on semen cryopreservation over the last decades resulted in great
improvements, especially those on evaluation of different cryoprotectants, freezing
packaging, extenders and freezing/thawing curves [2].

Although cryopreservation may cause numerous damages to the sperm cell, most
damages result from plasma membrane destabilization which occurs during freezing/ thawing
processes [18, 21, 36]. The fact that swine spermatozoa submitted to freezinghpgbsent
particle aggregation than bovine spermatozoa, may be associated to higher sensibility to
cryopreservation, which might imply greater damages from the lateral separation phase [14].

It is believed that part of the differences in sperm sensibility to thermal shock is
related to lipid content. Moreover, swine sperm cryopreservation is associated to
modifications in this lipid composition (phospholipids, fatty acids, cholesterol, and
triglycerides) and consequent alterations in the head membrane fluidity [11, 51].

Thus, cholesterol, one of the main components of the sperm membrane, interferes
with lipid behavior, enlarging its phase transition, preventing, thus sudden chemges
minimizing phases separation. The swine sperm plasma membrane presents lower
cholesterol/phospholipids ratio than that of spermatozoa of other species (0.26 over 0.36 in
ovine and 0.38 in bovine), one possible responsible factor for higher thawing sensibility [14,
38, 39, 51].

In addition to cholesterol, the spermatozoa contain desmosterol (5.24-cholestadien-
3B-ol), an additional double-bond molecule, diredtolesterol biochemical precursor,
identified in hamsters, monkeys and human spermatozoa, might be more abundant than
cholesterol, besides having greater sperm capacitation inhibitory power [44].

Cholesterol loss of cryopreserved plasma membrane cells has been observed in swine
(50%) and stallions (28%) [11, 31], aokolesterol loss may cause premature capacitation in
cryopreserved cells, reducing the viability of cryopreserved sperm for female reproduction [8,

29]. Mooreet al. [31] and Galantino-Homer et al. [16] demonstrated that addition of
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cyclodextrin-loaded cholesterol conjugates, during the cryopreservation process, allowed the
cells to maintain an elevated cholesterol level. This high cholesterol concentration can
prevent cells from suffering pre-maturatin capacitation, thus increasing viability.

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharide sugars, able to incorporate cholesterol in its
structure center, in such way that allows its addition to the sperm plasma membrane. Thus,
cyclodextrins are a precise and convenient method for altering cell cholesterol content [3, 15,
37].

Cyclodextrins can encapsulate hydrophobic compounds, such as cholesterol. They
transportcholesterol from belothe concentration gradient of the cell plasma membrane to
inside the hydrophobic region during cell culture incubation [55] resulting in an increase in
membrane cholesterol levels [29, 31, 39]. This cholesterol removal causes alterations in the
membrane structure and functionality [3, 33]. When cyclodextrins are incubated with
spermatozoa, they mediate cholesterol removal inducing capacitation [29, 50].

Cyclodextrin-loaded cholesterol conjugates have been used to increase bovine [1, 28,
33, 39], equine [31, 46, 48], small ruminants [30] and swine sperm viability [8, 16, 25, 47,
54].

Thus, the objective of this study was to investigate the effect of cyclodextrin-loaded
cholesterol conjugates addition to freezing extenders on plasma membrane viability of

frozen-thawed spermatozoa of the Piau swine breed.

MATERIAL AND METHODS

Location

The study was conducted at the Genetic Improvement Pig Farm of the Department of
Animal Science at the Federal University of Vicosa-MG (DZO/UFV) from March to April of
2012. The Pig Farm is located in Vigosa, in the Zona da Mata Region of Minas Gerais State,
Brazil, located at 20°45'45" south latitude and 42°52'04" to the west of Greenwich, with mean
altitude of 752 m, annual mean temperature of 20.9 °C, annual rainfall index of 1,203 mm
and climate of CWA type (dry winter and rainy summer) by Kéeppen classification.

Animals and semen collection
Four semen ejaculates from five adult boars of the Piau breed, suitable for
reproduction by breeding soundness evaluation were used, totalizing 20 samples. Semen
collections were carried out using the hand-gloved method [19] with the aid of a mobile
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dummy or a female in estrous. The semen-rich fraction was collected in disposable sterilized
700 mL plastic cups, protected by thermal packaging previously heated@t #8&h double
gases layer, fixed to the cup with a string, in order to retain the gelatinous fraction of the
semen.

Total sperm motility and sperm vigor tests were carried out placing 10 uL semen
between the slide and cover slip pre-heated to 38 °C, analyzed under light microscopy at 200

to 400x magnification.

Preparation of cyclodextrin-loaded cholesterol, cholestanol or desmosterol solutions

Methyl-B-cyclodextrin (Sigma-Aldricl?) was loaded with cholesterol or cholestanol
(Sigma-Aldrictf) according to the methodology of Purdy and Graham [39], 200 mg
cholesterol (or cholestanol) were diluted to 1 mL in chloroform (Sigma-Africha glass
tube. In another glass tube, 1g metpydyclodextrin was diluted to 2 mL methanol (Sigma-
Aldrich®). Next, 0.45 mL of cholesterol and chloroform solution was added to the
cyclodextrin solution and homogenized until clearing the solution. Subsequently, the solution
was placed in a glass Petri dish and the solvents removed by evaporation using a heating dish
at 40°C for 48 h. The resulting solution crystals were removed from the dish by scraping
using a spatula and stocked in glass tubes €22

For the desmosterol solution, the methodology described by Azevedo [4] was used; 10
mg desmosterol was dissolved in 0.5 mL chloroform, following then the same procedures
used for cholesterol.

The cyclodextrin-loaded cholesterol (CLC) working solution was prepared by adding
50 mg CLC to 1 mL BTS (Beltsville Thawing Solution; Bio Pig - Mag&pat 37°C with
subsequent homogenization using a vortex agitator. This solution was kept frozertGt -80

until use.

Semen cryopreservation and treatments

For semen cryopreservation the methodology described by Bianchi et al. [7] was used
with some modifications. The semen-rich fraction was diluted 1:1 BTS and kept at 22 °C for
60 min. Subsequently it was cooled to 15 °C for 60 minutes in a refrigerator fitted with
controlled temperature and, then centrifuged at 800G for 10 minutes.

After centrifugation, the supernatant was discarded and the spermatozoa pellet re-
suspended with cooling extender (8@4actose solution, 20% egg yolk and 100 pg/mL
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kanamycin sulphate, Sigma-Aldrfeh After spermatozoa re-dilution with cooling extender,
each ejaculate was divided into four groups:

e Group 1: control group, no cyclodextrin addition;

e Group 2: addition of 1.5 mg of cyclodextrin-loaded cholesterol/120saérm;

e Group 3: addition of 1.5 mg of cyclodextrin-loaded cholestanol/120syérm;

e Group 4: addition of 1.5 mg of cyclodextrin-loaded desmosterol/12Gom.

The groups were incubated for 15 minutes at 15°C to allow component incorporation
and then, kept at 5 °C in a refrigerator for 90 min. Next, the freezing extender wasdrepare
based on cooling extender, consisting of 2% glycerol and 3% dimethylacetamide (83.5 mL of
colling extender + 1.5 mL Orvusxpaste + 6 mL glycerol + 9 mL dimethylacetamide;
Sigma-Aldrict?) was added to a final concentration of 20xdflermatozoa/straw and stored
in 0.5 mL straws.

After storage, straws were frozen horizontally, 5 cm above the liquid nitrogen vapor (-
120 °C) for 20 min and then submerged in liquid nitrogen (-196 °C).

Thawing and complementary tests

The semen samples were thawed in water bath at 38 °C, for 20 seconds and re-
suspended with 1.25 mL BTS extender [26]. The thermo-resistance test (TRT) was carried
out by post-thawing semen incubation in water bath at 38 °C, for 120 min, evaluating
motility, sperm vigor and percentage of live sperm by supravital staining, immediately after
thawing and every 30 minutes up to 120 minutes of test.

For hypoosmotic test evaluation, 100 pL of thawed semen in BTS extender was
incubated at 38C for 30 minutes in 100 mOsm/Kg sucrose solution [17]. After incubation,
samples were fixed in 0.5 mL buffered formol-saline solution.

Subsequently, 20 pL of the solution was placed between a slide and coverslip for
counting 100 spermatozoa, in phase contrast microscopy under 1000x magnification. The
cells were classified as for the presence or not of coiled tails and results expressed in
percentage, using the formula: Reactive sperm to hypoosmotic test (%) = (% alterations in
sperm tail region after hypoosmotic test)(% alterations in sperm tail region before
hypoosmotic test) [27].

The evaluation of live and dead cells was carried out by the supravital staining test

using eosin (1%) and nigrosin (5%) solution, as described by Bamba [6]. For that, a sample
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of 10 pL of fresh semen was homogenized with 10 pL stain, on a pre-heated slide at 37 °C.
Next, a smear was made on the slide, and after 20 to 30 seconds, a total of 100 cells were
counted under optical microscopy under 200x magnification, considering live trsaned

cells, and dead the reddish-pink stained ones.

The evaluation of sperm plasma membranes of frozen/thawed semen samples was
carried out with association of two fluorescent probes (carboxyfluorescin diacetate and
propidium iodide), according Harrison and Vickers [20]. The semen samples were thawed in
water bath at 37°C and incubated for eight min in presence of the fluorescent probes.
Subsequently, 100 sperm were counted, and classified as intact or injured in epifluorescence
microscopy. Intact sperms are stained by the carboxyfluorescin diacetate (green all over its
extension) and injured ones are stained in red.

In a 1.5 mL plastic tube (eppendofprcontaining 1 mL of buffered formol-saline
solution, ejaculate fractions were added to smudge the solution for sperm morphological
analysis by wet preparation, using phase contrast microscopy at 1250x magnification (under a
drop of immersion oil). Two hundred cells were analyzed per ejaculate, determining the
percentage of normal sperm and acrosome, midpiece and tail abnormalities, as determined by
the Brazilian College of Animal Reproduction [10] and classified as major (MJD), minor

(MID) and total sperm defects (TD), according to Blom [9].

Gas Chromatography

The incorporation analysis of cholesterol ant conjugates was made by gas
chromatography technique. For this purpose, a pallet of each treatment was thawed in a water
bath at 37°C for 20 seconds and conditioned in 1.5 mL microtubes (eppendorf®) and
centrifuged at 700g for 20 minutes. Subsequently, the supernatant was removed and added 1
mL of saline and the pellet was re-suspended. The centrifugation procedure was repeated four
times. After the fourth centrifugation and removal of supernatant 400 pL of chloroform and
600 uL of methanol was added and the pellet was re-suspended and centrifuged for another
20 minutes in rotation similar to the previous [13]. At the end of centrifugation, the
supernatant was stored in tube vial for gas chromatography.

Cholesterol analysis was performed on a gas chromatograph model brand Shimadzu®
QP-5000, equipped with Mass Spectrometer detector. For registration and analysis of
chromatograms, the device was attached to a notebook, using the program GC Solution.
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Compounds were separated and identified on a DB1 capillary column of size 30 m x 0.25
mm.

For chromatographic separatiomulL sample was injected with aid of a 10 uL syringe
(Hamilton®) system Split. Helium gas was used to move the sample along system,
programmed with linear velocity of 36.5 cm / s. [22].

The temperatures of the injector and detector were respectively 300°C and 320°C. The
programming of the initial column temperature 80 °C (maintained for 5 minutes), increasing
in 12 °C per minute until reaching 300 °C. The flow of the mobile phase in the colusnn wa
1.0 ml/ min [22].

Statistical analyses

The statistical analysis was carried out employing the statistical software program
SAEG 9.1 [41]. Descriptive statistics (mean and standard deviation) was carried out for all
studied characteristics. Quantitative data were evaluated by analysis of variance (ANOVA)
and when significance was found by “F” test, means were compared by Tukey’s test, at 5%
significance level. Parameters that did not attend the premises required by ANOVA were
evaluated by the non-parametric analysis, by median comparison with Kruskal Wallis test.

Data referring to gas chromatography was submitted to square root transforrdatiog’s)

to normalize the data, then submitted to ANOVA and Duncan Test at 5% probability. Pearson
correlation analysis was employed to verify the relation between seminal characteristics and

complementary tests.

RESULTS

All animals demonstrated similar ejaculate pattern (p>0.05), mean volume=
121.1+58.5 mL; total sperm motility= 84.5+4.8%; sperm vigor= 3.9+£0.5; and sperm
concentration= 10.9+3.0 xi@tal spermatozoa per ejaculate.

The means for total sperm motility immediately after thawing (Table 1) were
54.5+5.8; 55.5+5.3; 53.7+6.7 and 52.5+6.6, respectively for control, cholesterol, cholestanol
and desmosterol, with no difference across treatments (p>0.05). Similarly, complementary
plasma membrane integrity and functionality evaluation tests, in addition to sperm
abnormality evaluations, demonstrated no difference between treatments (p>0.05).

According to dolesterol or it’s conjugates present in cryopreserved boar sperm after

addition of them, there were no differences (p>0.05) among treatments analyzed through gas
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chromatography, with 88.6+79.8, 71.5£51.0, 89.3+81.5, and 50.0+42.7 p.p.m. for control,
cholesterol, cholestanol and desmosterol groups, respectively.

Table 2 shows total sperm motility and percentage of live spermatozoa by supravital
staining results during the two-hour TRT.

There was no difference in motility and supravital staining between groups up to 60
minutes of TRT (p>0.05). At 90 minutes, the control group obtained better results for the
mentioned characteristics comparing with the desmosterol group (p<0.05), without difference
between the other groups (p>0.05). At the end of TRT (120 minutes of evaluation), the
control group obtained better results than the cholestanol or cyclodextrin-loaded desmosterol
groups (p<0.05), similar to the group using cholesterol as membrane protector (p>0.05).

All treatments obtained a linear motility and live spermatozoa by supravital staining
decrease bavior, following the equation: Y= 60.7 — 7.6x (R= 0.72; p<0.0001) observed for
the control group, with no difference between groups, for ejaculates evaluated at thawing and
after 120 minutes of TRT (p>0.05). Average motility (30.7+6.9; 34.5+6.0; 37.2+7.9; and
35.5+6.0%) and supravital staining (26.1+6.0; 29.0+8.1; 27.54+8.7; and 30.5+6.7%) reduction
were observed from baseline to 120 minutes, for treatments one to four, respectively, with no

difference between groups (p>0.05).

DISCUSSION

During cryopreservation, sperm cells suffer intra and extracellular stresses resulting in
membrane disorders, reorganization of membrane lipids/proteins, besides osmotic alterations
along the membrane. This type of stress can damage sperm membranes, causing cellular
death, and significant membrane damage when cellular membranes undergo the transition
from crystal liquid to gel phases [39, 51]. The probable benefit of cholesterol addition to cells
occurs due to the reduction of temperature sperm membranes undergo in this transition
during freezing [23].

According to Mocé et al. [29], cholesterol addition would increase the spermatozoa
cholesterol/phospholipids ratio to similar as those of thermal shock non-sensitive
spermatozoa (>0.8). Therefore, CLC treatment may reduce damages to spermatozoa induced
by temperature variations during cryopreservation.

Apparently, the improvement in post-thawing sperm quality after cholesterol addition
is not as evident in swine and seems to be inferior (6 to 8%) than that observed in other
species (10 to 20%) [29]. However, this difference can be explained by swine sperm
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sensitivity to cold shock, due to membrane phospholipids’ differences and its relations with
cholesterol (inferior) and proteins (superior) comparing to other species [14, 38, 51].

Among the multiple forms of cyclodextrins, cyclodextfiraccepts cholesterol and
increases water solubility more efficiently when methylated [52]. Methyl-cyclodektrin-
removes cholesterol more efficiently, reducing the energy necessary for cholesterol release
activation and this alteration in lipid concentration induces acrosomal reaction, allowing the
sperm to fertilize [25]. Cyclodextrins show reduction in the activation energy because
membrane cholesterol molecules are incorporated to the cyclodextrin without forming an
agueous intermediary phase. Cholesterol can cross straight from the plasma membrane to the
hydrophobic nucleous without going through the aqueous phase. This characteristic allows
cyclodextrins to be efficient cholesterol donors and receptors [12, 53, 54].

The ideal CLC concentration to be added has been studied by several authors, in
different species, and results show between 1 and 3 mg [29, 31, 39]. However, in swine the
ideal concentration is between 1 [8, 47] and 1.5 mg [32, 35, 49], the last one employed in the
present study.

In line with that, Blanch et al. [8] used several CLC concentrations in animals
considered good and bad semen freezers, and noticed that there was no difference between
animals or in post-thawing sperm maotility in relation to the group control. In addition, 1 and 2
mg CLC concentrations showed better sperm motility results after one hour of TRT (25.0£3.0
and 22.0£3.0%, respectively). Conversely, in the present study, the addition of 1.5 mg CLC
or cholesterol-conjugates showed sperm quality similar to the control group after one hour of
TRT.

Moreover, post-thawing motility results in the present study were similar to those of
Blanch et al. [8]. However after one hour of TRT the results of these authors can be
compared to those of the present study at 120 minutes of test, showing greater efficiency of
cryoprotectants and/or CLC concentration used.

Therefore, in the studies of Blanch et al. [8] and Tomas et al. [47], as well as in the
present study, CLC addition did not improve or decrease post-thawing sperm quality. On the
other hand, Zeng and Terada [53, 54] observed up to 32% improvement comparing to the
control group, as well as Moraes et al. [32] (36% sperm motility, approximately 23%
improvement comparing to control groups which obtained 26% sperm motility) and Moraes

et al. [35] (34 and 47% maotility for control and treated groups respectively, approximately
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38% improvement). In contrast, Galantino-Homer et al. [16] and Bailey et al. [5] obtained 19
and 10% decrease, respectively.

As in the present study, Moraes et al. [33] used cyclodextrin-loaded cholesterol
conjugates, however in bovine, observing sperm quality improvement in cholesterol and
cholestanol treatments, having desmosterol as the least efficient treatment. Conversely, in the
present study, such difference was only observed along the TRT (Table 2).

Such results can be due to semen freezing variability between males, extenders and
protocols used, as well as CLC addition time and concentration, besides incubation time
before the thawing and/or freezing process. Still, it is possible that, according to Watson [51]
and Tomas et al. [47], differences between thermal-shock sensitive species responses to the
same treatment depend on or are influenceg@hoypholipids’ composition and distribution
in the plasma membrane.

As mentioned by Purdy and Graham [39], it is evident that different cholesterol
guantities are incorporated to different membrane compartments. However, it is beyond the
purpose of previous studies, to determine the amount of cholesterol incorporated to each
membrane compartment. Nevertheless, apparently higher cholesterol incorporation to
mitochondrial compartments and to the acrosomal membrane specifically, may be
responsible for some cryoprotectant effect provided by CLC treatments to spermatozoa in
general, and to sperm motility particularly.

Similarly, Mocé et al. [29], observed elevated response variability to the addition of
cyclodextrins in a literature review, making it difficult to evaluate how cholesterol addition or
removal can improve sperm survival rates.

The present research demonstrated that the cholesterol contained in boar sperm can
also be identified by gas chromatography as well as quantified by gas chromatography.

According to Purdy and Graham [39], the concentration of cholesterol associated with
sperm increases in a linear form according to the increase in the concentration of cholesterol-
cyclodextrin complex incubated with the sperm. The concentrations of cholesterol obtained
by the method of gas chromatography did not differ among treatments. Schiller et al. [42]
described that the chromatographic techniques are traditional methods for lipids analysis. For
this purpose, Sion et al. [44] demonstrated that high performance liquid chromatography
(HPLC) is a quick and accurate method to analyze cholesterol, desmosterol and cholesterol
sulfate in human semen. The results obtained by these authors was 88% of total recovery of
the substances reported above, when they were added to biological substances. Therefore, the
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authors conclude that the efficiency of the operation of extraction and HPLC assay showed
excellent results for the three types of steroids (cholesterol, cholesterol sulfate, and
demosterol).

LeRRig et al [24] have used alternative methods such as mass spectrometry associated
with thin layer chromatography, to check the lipid composition of human and boars semen.
These tests showed that the semen of boars has less variety of membrane lipids compared to
human semen. These authors reported that this assay allows rapid assessment of the quality of
sperm subjected to cryopreservation, through these tests can detect changes in the lipid
composition of spermatozoa after freezing. Moraes et al. [34] have used gas chromatography
to identify the composition of fatty acids in pig feed. These authors added oil sources and
levels of vitamin E supplementation in pig feed in order to analyze the quality of boar semen.
Result being an increase of sperm motility and reactive hiposmotic test in animals
supplemented with salmon oil. Rooke et al. [40] performed a study to evaluate the effects of
feeding tuna oil on the lipid composition and characteristics of in vitro sperm pigs. The
chromatographic analyzes of this study were sensitive to detect changes in the proportion of
fatty acids and phospholipids with improvement in the quality of semen in vitro. Purdy and
Graham [39] performed the technique of high performance liquid chromatography and
showed that bovine sperm submitted to treatment with 5 mg of cholesterol-cyclodextrin
complex have had higher concentration of cholesterol compared to the control group.

Silveira [43] used the techniques of thin layer and gas chromatography to qualify and
guantify, respectively, the cholesterol present in goat sperm cryopreserved with 1 mg of
cholesterol cyclodextrin complex. Getting no difference between treatments. The same author
says that the concentration of cholesterol used was not sufficient to increase concentrations of
this compound in semen. No studies were found in the literature studies to quantify
cholesterol using gas chromatography, and this proves to be an accurate and efficient
guantification of steroids. Like there are numerous studies using cyclodextrin to increase
seminal viability of different livestock species, gas chromatography proves to be important to
assess this odd inclusion, so that it can be said that the cyclodextrin incorporates semen

accurately, thus increasing its viability.

CONCLUSIONS
The present study demonstrated that the use of cyclodextrin-loaded cholesterol
conjugates added to the plasma membrane of sperm did not demonstrate any additive effect
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on increasing and/or maintaining sperm motility. Thus, there was no improvement in post-

thaw sperm viability in Piau swine Breed.
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Table 11: Post-thawing semen quality in Piau swine breed, according cholesterol conjugates

added during cryopreservation process.

Groups
Parameters
Control Cholesterol  Cholestanol Desmosterol

Motility (%) 54.5+5.8 55.5+5.3 53.7+6.7 52.5+6.6

Vigor (1-5) 3.1+0.3 3.2+0.2 3.2+0.3 3.2+0.3
Supravital (%) 53.1+5.6 52.4+9.7 49.9+8.3 51.446.7
Hypoosmotic (%) 12.8+6.3 14.5£6.7 14.1+5.2 15.0£7.5
Intact (%) 28.3+13.2 26.9+12.2 22.2+11.4 32.0+£15.3

MJD (%) 5.2+2.3 5.7+2.3 5.3+1.9 6.2+2.3

MID (%) 9.6+1.8 8.8+2.1 9.2+2.9 9.1+2.6
TD (%) 14.8+2.6 14.5+3.3 14.5+3.6 15.3+3.5

ANOVA (p>0,05) Meantsd = mean and standard deviation; Hypoosmotic: % of reactive sperm; ¥tatt

intact sperm by fluorescent probes test; MJD: major defects; MID: minor defects; TD efetztsd

94



Table 12: Post-thawing semen quality in Piau swine breed during the thermo-resistance test

according cholesterol conjugates added during cryopreservation process.

Incubation time (min)

Groups 0 30 60 90 120

Total sperm motility (%)
Control 54.5+5.8"  445+6.3*  37.0+5.7*  30.2+7.9%  23.7+7.6"
Cholesterol 55.5#5.3%  45.0+6.9A 36.5+8.4"  26.7+8.0"  21.0+5.3/8
Cholestanol 53.7+6.7*  40.7+7.3*  32.0#8.9 24.2+6.9"8  16.5+7.68

Desmosterol 52.5+6.64 41.2+8.67 32.2+8.5° 23.5+7.68 17.045.28

Live spermatozoa by supravital staining (%)
Control 53.1#5.64  47.3+7.PA  40.0¢7.F*  30.8+4.PA  27.0+5.0"
Cholesterol  52.4+9.7*  45.4+6.2*  38.0+6.7* 27.3+3.8"8  23.3+4.0"8
Cholestanol 49.9+8.3*  43.1+6.0*  35.2+7.0" 25.1+5.f48  22.3+4.3B

Desmosterol 51.4+6.7° 43.9+5.6 35.9+6.FA 26.9+5.98 20.9+4.65

ahvieans of values in the same line, followed by lower case lettersetiffegtween them by the Tukey test
(p<0.05) ABMeans of values in the same column, followed by upper case letteredifietween them by the

Tukey test (p<0.05); Meantsd = mean and standard deviation.

95



