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Resumo 

Este estudo teve como objetivo avaliar a ação do heterodímero PSP-I/PSP-II como marcador de 

congelabilidade e sua influência na proteção espermática durante a criopreservação do sêmen suíno. O sêmen 

de quatro varrões foi congelado na presença ou não do heterodímero. Após a descongelação, analisou-se a 

integridade acrossomal (sodas fluorescentes), integridade da membrana plasmática (sondas fluorescentes), a 

atividade mitocondrial (citoquimica) e a motilidade espermática (CASA). Para a integridade da membrana 

plasmática e acrossomal, o tratamento com 3,0 mg/mL de PSP-I/PSP-II apresentou uma maior porcentagem 

de células intactas (p<0,05). Não foi observada diferença significativa entre os tratamentos quanto a 

motilidade e atividade mitocondrial. A média dos tratamentos com 1,5 e 3,0 mg/mL de PSP-I/PSP-II foram 

numericamente superiores em relação ao controle (0 mg/mL) na avaliação da atividade mitocondrial. 

Conclui-se que o heterodímero foi capaz de proteger a membrana plasmática e acrossomal, aumentando o 

percentual de espermatozoides viáveis após a criopreservação. Desta forma, pode-se considerar esta proteína 

como um potencial marcador de congelabilidade do sêmen suíno. 

Palavras-chave: sêmen; suíno; criopreservação; marcador de congelabilidade. 

 

Abstract 

This study aimed to evaluate the action of the PSP-I/PSP-II heterodimer as a freezability marker and its 

influence on sperm protection during the process of cryopreservation of swine semen. The semen of four 

boars was frozen in the presence or not of the heterodymers (0.75; 1.5 and 3 mg/mL). After the thawing, the 

acrosomal integrity (fluorescent probes), plasma membrane integrity (fluorescent probes), mitochondrial 

activity (cytochemistry) and sperm motility (CASA) were analyzed. For plasma and acrosomal membrane 

integrity, the treatment containing 3.0 mg/mL of PSP-I/ SP-II had a higher percentage of intact cells 

40.31±15.9 and 35.7±13.0, respectively (p<0.05). No significant difference was observed between treatments 

regarding sperm motility and mitochondrial activity. Although the average of treatments with 1.5 and 3.0 

mg/mL of PSP-I/PSP-II were numerically superior when compared to the control group (0 mg/mL) in the 

evaluation of sperm mitochondrial activity. It is concluded that the heterodimer PSP-I/PSP-II can protect the 

plasma and acrosomal membrane of the sperm cell, thus increasing the percentage of viable sperm after 

cryopreservation. As a result, this protein can be considered as a potential frozen marker of swine semen. 

Keywords: semen; swine; cryopreservation; freezer marker. 
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Introdução 

Em menos de 1% das inseminações 

artificiais (IA) feitas em todo o mundo, é utilizado 

o sêmen congelado, devido ao fato dessa técnica 

estar associada a baixos índices reprodutivos 

(Johnson et al., 2000). O sêmen congelado 

permite um armazenamento por tempo ilimitado e 

a quebra de barreiras geográficas (Alonso, 2009). 

Entretanto, a sua utilização ainda é muito limitada 

(Eriksson et al., 2002). Dentre os fatores que 

influenciam o sucesso da congelação de sêmen, 

tem-se os externos, relacionados à composição de 

diluentes, tipo e concentração de crioprotetores, 

taxas de diluição e de refrigeração, tempo de 

equilíbrio e método de congelação/descongelação 

(Silva et al., 2013). 

Os fatores internos, são inerentes aos 

espermatozoides e as diferenças entre machos e 

ejaculados. Estudos a respeito da base molecular 

do sêmen, que identificam diferentes proteínas no 

plasma seminal (PS) (Moura et al., 2007), 

associados a critérios de avaliação espermática, 

podem ser utilizadas como possíveis marcadores 

da congelabilidade, além de correlacioná-las com 

a proteção espermática após a criopreservação 

(Guimarães et al., 2017). Existem evidências de 

associações entre a expressão de proteínas 

seminais e a fertilidade de machos, avaliados em 

testes in vivo e in vitro. Tais proteínas podem ser 

consideradas como potenciais marcadores 

moleculares de fertilidade (Moura et al., 2006). 

As espermadesinas são glicoproteínas, de 

baixo peso molecular e que foram identificadas no 

plasma seminal suíno (Varela et al., 1997), bovino 

(Tedeschi et al., 2000), equino (Reinert et al., 

1996) e caprino (Melo et al., 2008). Em suínos, 

elas apresentam um heterodímero composto dos 

monômeros PSP-I e PSP-II que constituem os 

principais componentes proteicos do plasma 

seminal, pois são mais de 50% das proteínas totais 

(Caballero et al., 2008). Este trabalho teve por 

objetivo avaliar a influência do heterodímero PSP-

I/PSP-II na proteção do sêmen suíno 

criopreservado e sua possível indicação como 

marcador de congelabilidade. 

 

Material e Métodos 

 

Coleta e avaliação do sêmen in natura 

O ejaculado total de quatro reprodutores 

híbridos, em sistema rotineiro de coleta, com 

idades variando entre 12 a 24 meses, foi coletado 

(2 coletas/reprodutor) uma vez por semana (n=8) 

pela técnica da mão enluvada, em recipiente 

coberto com filtro e protegido por envoltório 

térmico. A fração gelatinosa foi desprezada e o 

ejaculado avaliado no laboratório. 

A avaliação do sêmen in natura foi feita 

através do volume (mL), da concentração 

(x106sptz/mL) e do total de espermatozoides 

(x109sptz). O vigor (0 a 5, Tonio li, 1996) e 

motilidade espermática (0 a 100%), foram 

avaliados em microscopia óptica, com alíquota de 

15 µL, entre lâmina e lamínula, em aumento de 

200x. O ejaculado com valores de vigor ≤3,5 e de 

motilidade ≤85%, não foram utilizados no 

experimento. 

 

Purificação de proteínas do plasma seminal 

(PS) 

 

Obtenção do PS e quantificação das proteínas 

totais 

Foram coletados os quatro animais e 

realizado um pool destes ejaculados totais com a 

finalidade de purificar o heterodímero PSPI/PSP-

II presente no PS. O pool de sêmen foi tratado 

segundo Martins et al. (2013) para separação dos 

espermatozoides. O sobrenadante foi pipetado e 

centrifugado novamente (5000 g, 4 ºC, 60 min.). 

Logo após a centrifugação, as amostras foram 

alíquotas em outro tubo e armazenadas a -20 ºC 

até posteriores análises (Moura et al., 2006). Após 

a descongelação, a concentração das proteínas 

totais do PS foi determinada segundo Desjardins 

et al. (2009). 

 

Cromatografia de afinidade à heparina 

A purificação do heterodímero PSP foi 

realizada por meio de cromatografia de afinidade 

à heparina, utilizando coluna HiTrap Heparin HP 

de 1 mL acoplada ao sistema Äkta Prime Plus de 

cromatografia líquida de eficiência rápida (FPLC). 

A coluna foi inicialmente equilibrada com solução 

de ligação (Tampão A: 40 mM de Tris, 2 mM de 

CaCl2, 150 mM de NaCl – pH 7,4) e em seguida 

foram injetadas 3 mg das proteínas do plasma, 

diluídas em tampão A. A amostra foi injetada na 

coluna a um fluxo inicial de 0,5 mL/min., após 5 

min. o fluxo foi acelerado para 1,0 mL/min e a 

coluna foi lavada com 25 mL para a eluição das 

proteínas não absorvidas. As amostras com 

afinidade à heparina foram eluídas com a injeção 

de 100% de tampão B (40 mM de Tris, 2 mM de 

CaCl2, 1 M de NaCl – pH 7,4) por 10 mL a um 

fluxo de 1,0 mL/min. Os cromatogramas gerados 
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foram digitalizados e as áreas dos picos foram 

estimadas pelo percentual da área total do pico 

usando o Software Prime View Evaluation, com a 

linha de base ajustada para 0 mAu a 280 nm (GE 

Healthcare). 

Os picos resultantes da cromatografia foram 

classificados em retidos (proteínas com afinidade) 

e não retidos (proteínas sem afinidade). Apenas o 

pico não retido foi utilizado para a purificação do 

heterodímero, submetido à fase de exclusão 

molecular através de uma centrifugação a 5000 

g/60 min. a 4 ºC, com membrana em celulose 

regenerada de 50.000 NMWL, que permitiu ultra 

filtração da amostra e a remoção de resíduos 

acima de 50 kDa. O conteúdo foi filtrado 

dessalinizado, em centrifugação a 5000 g/60 min. 

a 4 ºC, em membrana em celulose regenerada de 

10.000 NMWL. O conteúdo retido foi o 

heterodímero PSP puro, armazenado em tubo e 

congelado a -20 ºC. Em seguida, as amostras 

foram liofilizadas a -55°C em pressão atmosférica 

de 0,035 mBar/24 a 36 h., de acordo com o 

volume total das amostras colocadas no 

liofilizador e em seguida a proteína foi 

armazenada a -20ºC. 

 

Confirmação da purificação do heterodímero 

PSP-I/PSP-II 

O monitoramento de cada etapa 

cromatográfica foi realizado por eletroforese 

unidimensional e a identificação de proteínas foi 

feita pela análise da espectrometria de massa 

(Martins et al., 2013; Van Tilburg et al., 2013). De 

cada amostra, 20 mg de proteínas foram separadas 

com gel pré-fabricado de acrilamida 15% no 

aparelho Mini-protean III da Bio-Rad. O gel foi 

corado com azul de Coomassie coloidal 2%, 

lavado com água destilada e digitalizado com um 

Image Scanner III a 300 DPI com filtro verde, 

salvas arquivo de imagens com tags (*Tiff). 

As bandas expressas no gel foram 

removidas e as proteínas presentes digeridas com 

tripsina e submetidas a espectrometria de massa 

(Santos et al., 2014). As bandas de gel foram 

lavadas três vezes com 400 µL em solução com 

bicarbonato de amônio (25 mM) e acetonitrila 

(50%), pH 8,0, para remoção do corante. Em 

seguida, foram desidratadas após duas lavagens 

com 200 µL de acetonitrila e secas a vácuo. Foi 

acrescido, em temperatura ambiente, 100 µL de 

1,4 ditiotreitol (DTT) a 10 mM (1,5 mg de 

DTT/mL de bicarbonato de amônio 100 mM, pH 

8,0) e removido após 30 minutos. As proteínas 

foram alquiladas em 100 µL de iodoacetamida 50 

mM (10 mg de iodoacetamida/mL de bicarbonato 

de amônio 100 mM, pH 8,0) em temperatura 

ambiente e após 30 minutos a solução de 

iodoacetamida foi removida. 

Os geis foram lavados duas vezes de forma 

alternada com 200 µL de bicarbonato de amônio 

10 mM / 10 min. e com 200 µL de acetonitrila / 5 

min. A acetonitrila foi removida, os geis foram 

secos a vácuo, em seguida incubados (≥20 h) a 

37ºC com tripsina (166 ng/spot; Promega). Os 

peptídeos foram extraídos do gel após duas 

lavagens com 30 µL de ácido fórmico (5%) em 

bicarbonato de amônio (50 mM) e acetonitrila 

(50%), por 30 min. Os extratos foram secos a 

vácuo e submetidos à espectrometria de massa. As 

digestões proteolíticas (5 μL) foram injetadas em 

solvente A (acetonitrila/água/ácido fórmico, 

5/95/0.1) pela bomba auxiliar da unidade de 

HPLC capilar e presa em coluna Waters 

Symmetry 300 TM (C-18, 5 μm filme, 0,3 mm x 5 

mm) para a dessalinização em linha e a pré-

concentração. 

Após lavagem por 3 min. com solvente A, 

em 5 μL/min., os peptídeos presos foram levados 

de volta pelo fluxo de solvente com gradiente para 

a coluna analítica, HSS T3 (fused sílica capillary, 

C-18 5 μm, 0,075 mm x 150 mm), usando uma 

válvula de comutação de 10 portas. A coluna 

analítica foi executada em gradiente (5 a 80% de 

solvente B; acetonitrila /água/ácido fórmico; 

95/5/0.2; por 40 min.). O espectrômetro de massa 

foi calibrado com fragmentos de íons do Glu-Fib, 

para manter a precisão da massa em 10 partes / 

milhão. 

O espectrômetro de massa ESI-Q-ToF foi 

operado para adquirir espectrometria de massa de 

peptídeos MS/MS (tandem) trípticos em modo de 

aquisição dependente de dados para seleção de íon 

precursor com o reconhecimento de carga do 

estado e do limiar de intensidade como critério de 

seleção com Mass Lynx 4.0 service pack 1. 

Visando a aquisição de dados, uma varredura (1,5 

seg.) sobre o m/z de 400-1500 foi realizada. Após 

cada varredura, até três íons precursores mais 

intensos, foram escolhidos para a espectrometria 

de massa em MS/MS. Os produtos do espectro de 

íons (6-8 seg.), foram processados com proteína 

Lynx Global Server 2.1 e a lista de picos foi 

convertida para arquivos de texto. 

Para identificar proteínas, pesquisas de íons 

MS/MS foram feitas sobre os espectros 

processados contra as bases de dados Swissprot e 
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NCBInr utilizando MASCOT Daemon na 

plataforma de busca Matrix Science. As pesquisas 

foram feitas usando o banco de dados NCBInr, 

considerando o máximo de uma falta clivagem 

tripsina e peptídeos que foram mono-isotópico. As 

modificações consideradas variáveis, após as 

traduções, foram a oxidação da metionina e a 

carbamidometilação dos resíduos de cisteína 

como modificações fixas. A tolerância dos 

peptídeos da massa e dos fragmentos de massa 

foram definidas para 0.1 e 0,1 Da, 

respectivamente, por MS/MS de íons da procura. 

No entanto, os IDs dos peptídios candidatos foram 

aceitos apenas para os valores de m/z dentro de 

0,1 Da peptídeos massa teórica da ID do 

candidato, como determinado e revisto 

manualmente pela pesquisa MASCOT. 

 

Congelação, descongelação rápida e 

ressuspensão do sêmen 

Foi retirado de cada ejaculado um total de 

1,25 x109 sptz /tratamento. O volume das amostras 

(mL), variou de acordo com a concentração de 

cada ejaculado, mas o total de células /tratamento, 

foi sempre o mesmo. O sêmen foi colocado em 

tubo falcon de 50 mL identificado por tratamento 

e em seguida submetido a curva de resfriamento 

(Figura 1).  

 
Figura 1. Curva de resfriamento utilizada no protocolo 

de criopreservação do sêmen suíno. 

 

As amostras foram centrifugadas a 800 g/15 

min. a 17oC, o pellet foi ressuspenso em 1 mL do 

diluente de resfriamento (20 mL de gema de ovo; 

34,23 g de glicose para 100 mL de água destilada) 

e colocado a 5 oC/60 min. (resfriamento lento). 

Em seguida, foi adicionado 1 mL do diluente de 

congelação (1 mL : 1 mL; diluente de 

resfriamento + glicerol 6% + heterodímero 

liofilizado). A concentração final foi de 500 x106 

sptz/mL. O sêmen foi envasado em palhetas de 

0,5 mL (250 x106 sptz/palheta), seladas com 

álcool polivinílico e colocadas em rampa de 

congelação no vapor de nitrogênio (-70oC)/30 

min., a 5 cm acima do líquido e em seguida em N2 

líquido (-196 oC). A palheta foi descongelada a 37 

°C/50 seg. Seu conteúdo foi ressuspenso a 37 °C 

(0,5 mL do sêmen + 2 mL de BTS - 100 x106 

sptz/mL), visando as análises.  

 

Análises do sêmen descongelado 

 

Motilidade espermática 

Para avaliar a motilidade total e a 

progressiva, utilizou-se 8 µL de sêmen diluído em 

400µL de BTS e avaliado no Sistema de Análise 

Computadorizada de Sêmen com o software 

Sperm Class Analyser® (CASA - SCA 2002, 

Microptic, Barcelona, Espanha), a 37ºC, 

contabilizadas 200 células/amostra, em cinco 

campos aleatórios. Foi utilizada a configuração 

para a espécie suína (Karageorgiou et al., 2016). 

 

Integridade da membrana plasmática 

Avaliada por sondas fluorescentes, iodeto 

de propídio (IP) e Hoechst 33342 (HT). Uma 

amostra de 10 µL/tratamento, foi colocada em 

microtubo, adicionando-se 2 μL de IP e 2 μL de 

HT e incubada a 37 °C/8 min. Avaliou-se 10 μL, 

entre lâmina e lamínula, em microscópio de 

fluorescência: membrana plasmática intacta 

(núcleo azul) ou lesada (núcleo rosa). Contou-se 

200 células/amostra em campos aleatórios. 

 

Integridade da membrana acrossomal 

Preparou-se esfregaços com 10 µL de 

sêmen / tratamento, secos no ambiente, 

armazenados a 4 ºC. Após 15 dias, os esfregaços 

foram corados com 30 µL de FITC-PNA (100 

µg/mL), incubados a 4 ºC/20 min. em câmara 

úmida, lavados em PBS e secos no escuro. 

Adicionou-se sobre os esfregaços 5 µL de meio de 

montagem (4,5 mL de glicerol; 0,5 mL de PBS; 5 

mg de fenilenediamine) e depois coberto com 

lamínula. A amostra foi avaliada em microscópio 

de fluorescência (AXIO Image A2; Carl Zeiss®), 

com filtro de fluoresceína de excitação de 365 nm 

e de emissão de 420 nm, contando 200 células em 

campos aleatórios (400x), pelas características: a) 

Acrossoma íntegro (região acrossomal corada de 

verde brilhante); b) Acrossoma danificado (faixa 

verde fluorescente na região equatorial da cabeça 

ou sem fluorescência verde em toda a cabeça). 

 

Atividade mitocondrial 

Colocou-se 25 μL da amostra/tratamento, 

em microtubo, seguido da adição de 25 μL de 3,3 
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Diaminobenzidine (DAB) (1 mg/mL de PBS) e 

incubando por 1 h a 37 °C. Em seguida, avaliou-

se a atividade mitocondrial com 10 μL da amostra, 

colocado entre lâmina e lamínula a 37 °C, em 

microscópio óptico (100x), contando-se 

aleatoriamente 200 células. Classificou-se as 

células pela escala de Hrudka (1987), em relação a 

peça intermediária (PI). 

 

Tratamentos experimentais: adição da proteína 

ao meio de criopreservação 

Foram avaliadas três diferentes 

concentrações do heterodímero PSP-I/PSP-II, 

adicionado ao diluente de congelação, a 5 oC, 

durante o resfriamento: T0 = 0 mg (controle); T1 

= 0,75 mg/mL; T2 = 1,5 mg/mL e T3 = 3,0 

mg/mL. 

 

Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi o 

de blocos ao acaso, onde os dados obtidos foram 

expressos em média±desvio padrão. Estes dados 

foram avaliados quanto a sua normalidade pelo 

teste Cramer-von Mises. Em seguida foram feitas 

as análises de variância (ANOVA), seguida pelo 

Teste de Tukey com um nível de significância de 

5% (p<0,05). Para realização desses testes 

utilizou-se o programa estatístico Sisvar®. 

 

Resultados 

 

Purificação do heterodímero extraído do PS 

O procedimento cromatográfico permitiu a 

separação do heterodímero PSP-I/PSP-II (Figura 

2), em: primeiro pico P1 (não retido) = proteínas 

sem afinidade à heparina, sendo 70,44% das 

proteínas do PS; segundo pico P2 (HBP) = 

proteínas com afinidade à heparina, sendo 29,56% 

das proteínas do fluído seminal. A análise 

eletroforética do gel de SDS-PAGE 1D (Figura 3), 

permitiu a purificação do heterodímero da banda 

D11 através da cromatografia de afinidade à 

heparina, seguida de exclusão molecular com 

filtros de membrana em celulose regenerada de 50 

kDa. Como determinado por espectrometria de 

massa (ESI-Q-ToF). 

 

Efeito do heterodímero sobre os 

espermatozoides 

Para a motilidade total e progressiva, o 

heterodímero não evidenciou influência, não 

sendo observadas diferenças significativas 

(p>0,05) entre o controle e os demais tratamentos 

(Tabela 1). O efeito do heterodímero sobre a 

membrana plasmática, foi visto com 3,0 mg/mL 

de PSP-I/PSP-II, apresentando maior percentual 

de células com membrana íntegra em relação ao 

grupo controle (p<0,05). Maiores percentuais de 

membrana acrossomal íntegra, foram vistos com 

1,5 e 3,0 mg/mL de PSP-I/PSP-II, comparado ao 

controle (p<0,05, Tabela 2). 

 

 
Figura 2. Cromatograma de afinidade à heparina do 

plasma seminal suíno. A linha azul 

representa as unidades de absorbância de 

280 nm e a verde, o tampão de eluição 

(100% NaCl) aplicadas à coluna HiTrap de 

Heparina (1 mL). P1 representam as frações 

do plasma seminal sem afinidade à 

heparina e P2 as proteínas com afinidade. 

 
Figura 3. Perfil eletroforético unidimensional (SDS-

PAGE) do plasma seminal suíno submetido 

à cromatografia de afinidade à heparina 

com exclusão molecular em membrana de 

celulose regenerada de 50.000 NMWL. 

P1H = Pico não retido – Coluna de 

Heparina; P2H = Pico retido – Coluna de 

Heparina; C>50 = proteínas do P1H que 

ficou retida nos filtros 50 kDa; C<50 = 

proteínas do P1H que passaram pelos filtros 

de 50 kDa. 
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Observou-se efeito da interação do 

heterodímero, entre tratamento e estágio de 

atividade mitocondrial (p<0,05). Um maior 

percentual de células com elevada atividade 

mitocondrial (DAB 1 e/ou 2) e um menor 

percentual de células sem atividade mitocondrial 

(DAB4) foi observado em todos os tratamentos 

(p<0,05), particularmente em 1,5 e 3,0 mg/mL de 

PSP-I/PSP-II, cujo percentual concentrou-se em 

DAB1 e DAB2 (Tabela 3). 

 

Tabela 1: Parâmetros cinéticos de motilidade total e progressiva (%) do sêmen suíno descongelado, em diferentes 

concentrações do heterodímero PSP-I/PSP-II, avaliados no Sistema CASA. 

Tratamentos / Motilidade Total Motilidade Progressiva 

T0 64,85±18,4a 28,55±15,3a 

T1 68,50±14,6a 30,57±12,7a 

T2 68,96±14,1a 34,41±15,7a 

T3 62,43±23,3a 30,06±10,5a 

Letras diferentes na mesma coluna, diferença significativa (p <0,05); T0: 0,75mg/mL; T1: 0,75mg/mL; T2: 1,5mg/mL e T3: 

3,0mg/mL de PSP-I/PSP-II. 

 

Tabela 2: Total de espermatozoides (%) com membrana plasmática e acrossomal íntegras, no sêmen suíno 

descongelado avaliado por sondas fluorescentes, em diferentes concentrações do heterodímero PSP-I/PSP-II. 

Tratamentos Membrana íntegra Acrossoma intacto 

T0 17,81±9,6b 15,68±1,9b 

T1 28,50±15,4ab 28,22±9,2ab 

T2 31,06±16,8ab 36,06±11,7a 

T3 40,31±15,9a 35,75±13,0a 

Letras diferentes na mesma coluna, diferença significativa (p <0,05); T0: 0,75mg/mL; T1: 0,75mg/mL; T2: 1,5mg/mL e T3: 

3,0mg/mL de PSP-I/PSP-II. 

 

Tabela 3: Intensidades (%) da atividade mitocondrial (3´3 diaminobenzidina) em diferentes concentrações do 

heterodímero PSP-I/PSP-II. 

Tratamentos DAB 1 DAB 2 DAB 3 DAB 4 

T0 25,81±13,2aAB 33,25±7,9aA 29,56±5,9aAB 11,37±6,1aB 

T1 39,12±18,6aA 30,75±14,5Aab 18,75±12,1aBC 11,37±11,1aC 

T2 39,43±14,0Aa 31,12±15,6aA 21,37±10,3aAB 8,06±4,6aB 

T3 37,25±14,9aA 31,87±11,3aA 20,50±13,5aAB 10,37±9,0aB 

Letras maiúsculas diferentes na mesma linha, diferença significativa (p<0,05). Letras minúsculas diferentes na mesma coluna, 

diferença significativa (p<0,05); T0: 0,75mg/mL; T1: 0,75mg/mL; T2: 1,5mg/mL e T3: 3,0mg/mL de PSP-I/PSP-II. DAB 1 (PI toda 

corada = alta atividade); DAB 2 (predominância de segmentos corados ou ativos); DAB 3 (predominância de segmentos não corados 

ou inativos); DAB 4 (PI toda descorada, sem atividade). 

 

Discussão 

É crescente o interesse no desenvolvimento 

da criopreservação espermática (Roca et al., 

2006), contudo, envolve lesões às células, 

causadas pela remoção ou extrema diluição do PS. 

Aumentar a viabilidade dos espermatozoides é 

importante (Barbas e Mascarenhas, 2009), pois a 

manipulação, pode afetar a motilidade e a 

integridade das membranas (Yeste, 2017). 

A variação da composição do PS entre 

machos da mesma espécie e entre ejaculados do 

mesmo macho, demandou o estudo do 

heterodímero PSP-I/PSP-II, como protetor da 

membrana plasmática e possível biomarcador de 

congelabilidade (Kang et al., 2019). O uso deste 

heterodímero permite evitar a variabilidade entre 

machos ou entre ejaculados de um mesmo macho 

(Rozeboom et al., 2000), possibilitando a 

utilização dessas proteínas como aditivo ao meio 

diluente de sêmen. 

O presente trabalho buscou estudar uma 

proteína específica no PS e seus efeitos nos 

espermatozoides submetidos à criopreservação. O 

heterodímero PSP-I/PSP-II liga-se à região 

acrossomal (Du et al., 2016), preserva a 

motilidade, a atividade mitocondrial e a 

integridade da membrana plasmática e acrossomal 

in vitro (Centurion et al., 2003). Essas 

propriedades da proteína puderam ser 
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evidenciadas pelos resultados do presente 

trabalho. 

Esse estudo apresentou bons resultados, 

com 40,31% de membrana íntegra e 35,75% de 

acrossoma intacto com 3,0 mg/mL de PSP-I/PSP-

II, sendo melhores em relação ao controle 

(p<0,05). Não houve diferenças significativas em 

relação aos resultados com 1,5 mg/mL. Segundo 

Guimarães et al. (2018), cerca de 20% das células 

permanecem íntegras após criopreservação, 

resultado semelhante encontrado no presente 

trabalho, com 17,81% de membrana íntegra e 

15,68% de acrossoma intacto. 

A adição do heterodímero ao diluente, 

melhorou a viabilidade espermática após a 

criopreservação, confirmando os resultados 

anteriormente mencionados. Este efeito protetor 

parece estar relacionado com a adesão do 

heterodímero ao acrossoma e poderia ser 

responsável pela integridade da membrana 

(Caballero et al., 2008; Du et al., 2016). 

Os resultados do presente trabalho 

corroboram com os de Garcia et al. (2006) e 

Caballero et al. (2008), que constataram o efeito 

protetor do heterodímero na membrana plasmática 

de espermatozoides suínos criopreservados. Esses 

estudos indicaram que uma concentração próxima 

a 1,5 mg/mL é adequada (Centurión et al., 2003; 

Garcia et al., 2006). No presente estudo, foi 

observado que não houve diferenças (p>0,05) na 

atividade mitocondrial entre os diferentes 

tratamentos. Entretanto, para a integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, as 

concentrações 1,5 e 3,0 mg/mL apresentaram 

efeito protetor, sendo esses resultados melhores 

em relação ao controle, na ausência do 

heterodímero. 

O efeito benéfico do PSP mostrou-se mais 

evidente nas concentrações de 1,5 e 3,0 mg/mL. O 

uso desse heterodímero permite evitar a 

variabilidade entre machos ou entre ejaculados de 

um mesmo macho (Rozeboom et al., 2000; 

Centurion et al., 2003), possibilitando a utilização 

dessas proteínas como aditivo ao meio diluente de 

sêmen. 

Assim, o sêmen conservado, com uma 

maior quantidade do heterodímero sobre a 

membrana acrossomal, também poderá apresentar 

maior percentual de células viáveis (Caballero et 

al., 2008). As afirmativas desses autores, puderam 

ser confirmadas nos resultados do presente estudo. 

O heterodímero PSP pode favorecer a 

estabilização da membrana, retardando eventos 

relacionados com a redistribuição de proteínas que 

leva à deterioração da membrana, exocitose 

acrossomal e morte (Du et al., 2016). 

A integridade da membrana plasmática 

parece ser o parâmetro espermático mais afetado 

pela criopreservação (Arruda et al., 2007), 

juntamente com o dano mitocondrial, reduzindo a 

qualidade do sêmen pós-descongelação (Schober 

et al., 2007; Yest, 2017; Nesci et al., 2020). O 

heterodímero comprovou sua ação protetora com 

um maior percentual de membrana íntegra quando 

comparado ao controle, melhorando a qualidade 

espermática. 

Apesar dos valores médios maiores, o 

presente estudo não apresentou melhora 

significativa da motilidade espermática e 

atividade mitocondrial, entre tratamentos pós-

criopreservação. Entretanto, outras pesquisas 

comprovaram o efeito protetor do heterodímero 

para essas características (Caballero et al., 2008). 

 

Conclusão 

O heterodímero PSP adicionado ao diluente 

de congelação é capaz de proteger as membranas 

espermáticas na criopreservação. Esta proteína 

pode ser utilizada para a melhoria da 

congelabilidade do sêmen suíno e contribuir para 

o desenvolvimento das biotecnologias 

reprodutivas. Maiores estudos são necessários 

para se esclarecer os padrões de ligação do 

heterodímero à membrana espermática, o seu 

efeito protetor e a sua ação. Avanços no 

conhecimento molecular do sêmen e a busca por 

marcadores de congelabilidade, combinados à pré-

seleção de machos antes da congelação, podem 

favorecer a viabilidade espermática pós 

descongelação, visto que ele pode atuar também 

como um aditivo ao diluente de congelação. 
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