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RESUMO

AMORIM, Elenice Andrade Moraes e, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, abril de 2008. Alteracdo da membrana espermatica de
suinos, bovinos e equinos na qualidade do sémen. Orientador: Ciro
Alexandre Alves Torres. Co-Orientadores: Giovanni Ribeiro de Carvalho
e José Domingos Guimaraes.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar os efeitos da
alteracdo da membrana plasmatica de espermatozdides suinos, bovinos e
equinos sobre a qualidade espermatica. Trés estudos, com diferentes
espécies, foram desenvolvidos. O primeiro estudo foi dividido em 4
experimentos (E), no E1 objetivou-se avaliar a adicdo de fontes de 6leo e
niveis de suplementacdo de vitamina E na racdo sobre a composicdo de
acidos graxos em espermatozoides de suinos. Foram utilizados 24 suinos
machos reprodutores Dalboard 85, com idades entre 12 e 18 meses,
distribuidos num delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 X 3, com duas fontes de dleo (soja e salm&o) e trés niveis de antioxidantes
(150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg). A ragdo com 6leo de salmao reduziu
(P<0,05) o teor de acidos graxos w6, especificamente do &acido
docosapentanodico (C22:5w6; DPA) e aumentou (P<0,05) o teor do acido
docosahexanoico (C22:6w3; DHA). Com excegao destes acidos graxos que
apresentaram diferenga significativa, nenhuma alteragao foi observada nos
demais acidos graxos analisados (P>0,05). O aumento do teor do acido DHA
(P<0,05) nos espermatozoéides dos animais tratados com 6leo de salmao foi
de 34,67 para 45,5%, ao contrario do acido DPA, que diminuiu de 23,3 para
11,4%, considerando da 12 para a 102 semana. O teor de vitamina E nos
espermatozoides de suinos nao foi alterado (P>0,05) em relacao a fonte de
Oleo e os niveis de vitamina E nas ragdes. No E2, objetivou-se avaliar a
adicdo de fontes de 6leo e niveis de suplementagao de vitamina E na ragéo
sobre as caracteristicas seminais de sémen in natura de suinos
reprodutores. O volume, motilidade espermatica total, teste hiposmotico
(HOST), porcentagem de espermatozodides vivos e morfologia espermatica
n&o diferiram (P>0,05) entre os tratamentos. Houve efeito do 6leo de salméao

(P<0,05) sobre o vigor espermatico. O nivel de vitamina E adicionado na
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racao influenciou (P<0,05) a concentragao espermatica, no entanto, nao foi
observada diferenca entre as fontes de o6leo (P>0,05). Os animais tratados
com Oleo de salmdo apresentaram menor (P<0,05) concentracdo de
antioxidantes totais no sémen que os animais tratados com dleo de soja.
Efeito linear (P<0,05) da vitamina E sobre a concentracdo de antioxidantes
totais foi observado. No E3, objetivou-se avaliar a adi¢do de fontes de dleo e
niveis de suplementacdo de vitamina E na ragdo sobre as caracteristicas
seminais de sémen suino resfriado a 17 e 5 °C. A motilidade e o HOST dos
espermatozoides dos animais tratados com éleo de salmao a 17 e 5 °C foi
superior (P<0,05) que os tratados com 6leo de soja, apds 24, 48 e 72 horas.
O tratamento com 6leo de salm&o aumentou (P<0,05) o vigor espermatico
em ambas as temperaturas avaliadas apos 24 e 48 horas. A motilidade,
vigor e HOST a 17 e 5 °C diferiram (P<0,05) em relagdo ao periodo em que
foram acondicionados, onde 24>48>72 horas. A morfologia anormal total
aumentou (P<0,05) no sémen dos animais tratados com oOleo de soja e
resfriados a 17 °C, enquanto que o sémen a 5 °C nao apresentou diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos. A morfologia anormal foi maior (P<0,05) no
sémen a 5 °C que a 17 °C, apos 24, 48 e 72 horas. O sémen a 5 °C
apresentou parametros de viabilidade (motilidade, morfologia e Host) inferior
(P<0,05) ao sémen a 17 °C. No E4, objetivou-se avaliar a adicdo de fontes
de dleo e niveis de suplementacdo de vitamina E na racdo sobre a
criopreservacdo de sémen suino. O congelamento do sémen reduziu
(P<0,05) a qualidade espermatica quando compararmos com os resultados
do sémen in natura, independente do tratamento. Apds o descongelamento,
0 sémen dos animais tratados com 6leo de soja na ragao reduziu (P<0,05) a
motilidade espermatica total, vigor espermatico, porcentagem de
espermatozoides vivos e HOST. A motilidade média do sémen apods a
diluicdo, e durantes as etapas do congelamento foi de 85 e 84 para os
animais tratados com 6leo de salméao e soja, respectivamente. Entretanto,
apdés o descongelamento, a motilidade dos animais tratados com oleo de
salmédo e soja reduziu para 30 e 24%, respectivamente (P<0,05). Para a
porcentagem de espermatozdides vivos e a morfologia espermatica do
sémen dos animais que foram suplementacdo com 6leo de soja

apresentaram maiores valores (P<0,05) que os tratados com 6leo de salmao
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na ragcao. No segundo estudo, objetivou-se comparar o efeito da adicao de
outros tipos de conjugados de colesterol, onde a incorporagdo aumente a
fluidez da membrana a baixas temperaturas consequentemente aumentando
a sobrevivéncia apos criopreservagao. Neste estudo, ejaculados de quarto
touros foram divididos em trés experimentos (E). Os ejaculados de cada
touro foram diluidos para a concentracédo de 120 milhdes em diluente Tris.
No E1 e E2, o sémen diluido foi subdividido em quarto tratamentos (T): T1:
controle; T2: 1,5 mg colesterol/120 milhdes células (controle positivo); e
T3/T4: 1,5 mg/120 milhdes células de ciclodextrina carregada com colestanol
ou desmosterol. No E3, o sémen diluidor foi subdividido em 10 tratamentos:
T1: controle; T2: 0,75 mg e T3: 1,5 mg (Heptanato); T4: 0,75 mg e T5: 1,5
mg (Palmitato); T6: 0,75 mg e T7: 1,5 mg (Pelargonato); T8: 0,75 mg e T9:
1,5 mg (esterato), e T10: 1,5 mg CLC/mL (controle positivo). Em todos os
experimentos, os espermatozoides ficaram incubados por 15 minutos a 22
°C para permitir a incorporagdo dos conjugados de colesterol. Apos este
periodo, amostras do E1 de cada tratamento foram usadas para determinar
a motilidade e tolerancia osmética, e a habilidade do sémen fresco se ligar a
zona pelacida (ZP), utilizando o sistema de analise computadorizado
Hamilton Thorne Motility Analyser (CASA) e, da membrana perivitelina da
gema de ovo (CEPM) utilizando microscopio de epifluorescéncia. Nos E2 e
E3, os espermatozéides foram diluidos na propor¢ao de 1:1 (viv) em Tris
com 20% gema de ovo (EY) e resfriado para 5 °C. Apos resfriamento, outra
diluicdo 1:1 (viv) com Tris contendo 10% EY and 16% glicerol para
concentragédo final de 30 milhdes de espermatozdides e seguido de um
periodo de equilibrio de 15 minutos antes de envasar em palhetas de 0,5
mL, congelar em vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos e imergir dentro
do nitrogénio liquido para armazenar. Amostras de sémen foram
descongeladas para determinar a motilidade (E2 e E3), habilidade dos
espermatozoides se ligarem a ZP (E3) e a CEPM (E2), e a viabilidade (E3)
utilizando citdbmetro de fluxo Epics V. Diferengas entre os tratamentos para
todos os parametros foram determinadas usando ANOVA. Para E1, sémen
fresco tratado com CLC resultou num maior numero de ligacédo a ZP se
comparado com todos os outros tratamentos (P<0,05). Nenhuma diferenga

foi observada entre ZP e CEPM (P>0,05). A motilidade espermatica foi maior
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para amostras de sémen fresco tratadas com colesterol, colestanol ou
desmosterol carregado pela ciclodextrina que as do controle (P<0,05)
quando os espermatozdides foram expostos a diferentes solugdes
osmoticas, e entdo retornadas para isosmolalidade. Para o E2, apds a
criopreservagao, a motilidade espermatica e o numero de espermatozoides
ligados a CEPM né&o diferiu para os espermatozéides tratados com CLC e
colestanol comparados aos tratados com desmosterol (P>0,05). Todos os
tratamentos apresentaram alta motilidade e eficiéncia de ligacdo que os
espermatozoides do grupo controle (P<0,05). E para o E3, altas
porcentagens da motilidade espermatica e da viabilidade celular foram
mantidas apos descongelamento dos espermatozoides tratados com CLC e
pelargonate comparados aos outros tratamentos (P<0,05). A motilidade
espermatica e o numero de espermatozdides ligados a CEPM foram
superiores para as células tratadas com CLC (P<0,05). No terceiro estudo,
objetivou-se comparar o efeito da adicdo de colesterol e colestanol
carregados pela ciclodextrina em espermatozdides de garanhdes antes da
criopreservagao para melhorar a sobrevivéncia espermatica. Os ejaculados
de oito garanhdes foram diluidos para 120 milhées de espermatozoéides em
diluente STALP. Os espermatozéides diluidos foram subdivididos em trés
tratamentos (T): T1: controle; T2: 1,5 mg colesterol/120 milhdes células
(controle positivo); e T3: 1,5 mg/120 milhdes células de ciclodextrina
carregada com colestanol. Em todos os experimentos, os espermatozoides
ficaram incubados por 15 minutos a 22 °C para permitir a incorporacdo dos
conjugados de colesterol. Apds este periodo, o semen foi diluido 1:5 (v/v)
com diluente Lactose-Gema de ovo e resfriado para 5 °C durante 2 horas.
Em seguida, o sémen foi envasado em Palhetas de 0,25 ml, congelada em
vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos, e entdo imergidos dentro do
nitrogénio liquido até o descongelamento. Diferencas entre os tratamentos
foram determinadas usando ANOVA. A motilidade espermatica continuou
alta apds o descongelamento das amostras quando 1,5 mg de CLC foi
adicionada para os espermatozoides de garanhdes cujos espermatozdides
nao resistem muito bem ao congelamento, quando comparado aos
espermatozoides tratados com colestanol destes mesmo garanhdes
(P<0,05).
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ABSTRACT

AMORIM, Elenice Andrade Moraes e, D.Sc., Universidade Federal Vigosa,
April of 2008. Membrane alteration of boar, bulls and stallions in the
guality of semen. Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisers:
Giovanni Ribeiro de Carvalho and José Domingos Guimaraes.

This study was realized with the objective to study the effects of the
plasmatic membrane alteration of boar, bull and stallion spermatozoa on the
sperm quality. Three studied, with different species, were developed. First
study, twenty-four mature Dalboard 85 boars, of proven fertility and in routine
semen production for artificial insemination, randomly divided, in factorial
arrangement 2 X 3, with two oil sources (soy and salmon) and three levels of
antioxidants (150, 300 and 450 vitamin E mg/kg). This study was divided in
four experiments (E), in E1 the objective was to evaluate the adding oll
sources and dietary supplementation of the vitamin E on the fatty acid
composition of boar sperm. The dietary supplementation with salmon oil
reduced (P<0.05) the proportion of fatty acid w6, specifically of
docosapentaenoic acid (22:5w6; DPA) and it increased (P<0.05) the
proportion of docosahexanoic acid (22:6w3; DHA). Except for these fatty
acids, no other difference was observed (P>0.05). The increase of the
proportion of the DHA (P<0.05) in the sperm of salmon oil treated was from
34.67 to 45.5%, and DPA decreased from 23.3 to 11.4%, from first to 10
week. The proportion of vitamin E in the boar sperm no changed (P>0.05) for
all treatments. In E2, the objective was to evaluate the adding oil sources and
dietary supplementation of the vitamin E on the fatty acid composition of raw
boar sperm. The volume, total motile sperm, HOST, percentage of live cells
and morphology not differ (P<0.05) between all treatments. There was effect
of the salmon oil (P<0.05) on the sperm vigor. The level vitamin E added in
the diet changed (P<0.05) the sperm concentration, however, no difference
was observed between the oil sources (P>0.05). Salmon oil treatment
showed the smallest (P<0.05) concentration of total antioxidants in the
semen. Vitamin E and concentration of total antioxidant presented linear
effect (P<0.05). In E3, the objective was to evaluate the adding oil sources

and dietary supplementation of the vitamin E on seminal characteristics of
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boar sperm cooled at 17 and 5 °C. The motility and HOST of the animals
sperm treated with salmon oil at 17 and 5°C was superior (P<0.05) that
animals treated with soy oil, after 24, 48 and 72 hours. The treatment with
salmon oil increased (P<0.05) the sperm vigor in both temperatures
evaluated after 24 and 48 hours. The motility, vigor and HOST of sperm at 17
and 5 °C differed (P<0.05) during all period that were preserved, where
24>48>72 hours. The total abnormal morphology increased (P<0.05) in the
semen of the animals treated with soy oil and cooled at 17 °C while the
semen at 5 °C no difference was presented (P>0.05) among the all
treatments. The abnormal morphology was bigger (P<0.05) in the semen at 5
°C that at 17 °C, after 24, 48 and 72 hours. The semen at 5 °C presented
viability parameters (motility, morphology and Host) inferior (P<0.05) for the
semen at 17 °C. And E4, the objective was to evaluate the adding oil sources
and dietary supplementation of the vitamin E on the fatty acid composition of
boar sperm. The frozen process of semen reduced (P<0.05) the sperm
quality when compared this results with fresh sperm, independent of
treatment. After thawing, the semen of the animals treated with soy oil in the
diet reduced (P<0.05) the total motile sperm, sperm vigor, percentage of live
sperm and HOST. The motility of the semen after dilution and during
cryopreservation process was 85 and 84% for all animals treated with salmon
and soy oil, respectively. Therefore thawing, the motility of the animals
treated with salmon and soy oil was 30 and 24%, respectively (P<0.05). For
the percentage of sperm died and morphology, the sperm of the animals
treated with soy oil presented higher values (P<0.05) that animals treated
with salmon oil in the diet. In second study, the objective was realized to
compare the effect of adding other cholesterol conjugates, which should
incorporate into and increase membrane fluidity at low temperatures thereby
increasing cryosurvival. In this study ejaculates from four bulls were divided
in three experiments (E). Ejaculates from each of four bulls were diluted to
120 million cells in a Tris diluent. In E1 and E2, the sperm diluted were sub-
divided into four treatments: No additive (control); 1.5 mg CLC/120 million
sperm (positive control); and 1.5 mg/120 million sperm of cyclodextrin pre-
loaded with cholestanol or desmosterol. In E3, the sperm diluted were sub-
divided into 10 treatments: T1: no additive (control); T2: 0.75 mg and T3: 1.5
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mg (Heptanoate); T4: 0.75 mg and T5: 1.5 mg (Palmitate); T6: 0.75 mg and
T7: 1.5 mg (Pelargonate); T8: 0.75 mg and T9: 1.5 mg (stearate), and T10:
1.5 mg CLC/mL (positive control). For all experiments, the sperm treated
were incubated for 15 min at 22 °C to allow for incorporation of cholesteryl
conjugates. After this period, in E1 samples from each treatment were used
to determine the motility and osmotic tolerance and, ability of fresh sperm to
bind to the zona pellucida (ZP) using a Hamilton Thorne Motility Analyser
(CASA), and chicken egg periviteline membrane (CEPM) using a
epifluorescence microscopy. And in E2 and E3, the sperm were diluted 1:1
(v:v) in Tris with 20% Egg Yolk EY) and cooled to 5 °C. After dilution 1:1 (v:v)
with Tris containing 10% EY and 16% glycerol for final concentration 30
million sperm and allowed to equilibrate for 15 minutes before packaging into
0.5 mL French straws, freezing in static liquid nitrogen vapor for 20 minutes
and plunging into liquid nitrogen for storage. Samples were thawed to
determine the motility (E2 and E3), ability of sperm to bind to the ZP (E3) and
the CEPM (E2), and viability (E3) using Epics V Flow Cytometer. Treatment
differences for all parameters were determined using analysis of variance.
For E1, treating fresh sperm with CLC resulted in more binding to the ZP and
compared to all other treatments (P<0.05). No differences were observed
between ZP and CEPM binding (P>0.05). The percentages of motile sperm
were higher for fresh samples treated with cholesterol, cholestanol or
desmosterol loaded cyclodextrin than control cells (P<0.05) when sperm
were exposed to anismotic conditions, and then returned to isosmolality. For
E2, after cryopreservation the percentages of motile sperm and number of
sperm binding to each CEPM were similar for sperm treated with CLC and
cholestanol compared to sperm treated with desmosterol (P>0.05). All
treatments provided higher motility and binding efficiency than control sperm
(P<0.05). And for E3, higher percentages of motile sperm and viable cells
were maintained after thawing sperm treated with CLC and cholesteryl-
pelargonate compared to all other treatments (P<0.05). The percentage of
motile sperm and number sperm binding to CEPM was higher for CLC-
treated cells (P<0.05). Therefore, adding cholesterol or cholesteryl-
pelargonate or cholestanol to bull sperm membranes improved cell

cryosurvival. Third study, the objective was to compare the effect of adding
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cholesterol and cholestanol loaded cyclodextrins in stallion sperm prior to
cryopreservation to optimize sperm cryosurvival. Ejaculates from each of 8
stallions were diluted to 120 million cells in a STALP diluent. The sperm
diluted were sub-divided into three treatments: No additive (control); 1.5 mg
CLC/120 million sperm (positive control); and 1.5 mg/120 million sperm of
cyclodextrin pre-loaded with cholestanol. For all experiments, the sperm
treated were incubated for 15 min at 22 °C to allow for incorporation of
cholesteryl conjugates. After this period, the semen was diluted 1:5 (v/v) with
Lactose-Egg Yolk diluent and cooled to 5 °C over a 2 hours period. Loaded
into 0.25 mL polyvinylchloride straws, frozen in liquid nitrogen vapor for 10
min, and then plunged into liquid nitrogen until further use. Treatment
differences for all parameters were determined using analysis of variance.
Higher percentages of motile sperm were maintained after thawing when 1.5
mg CLC was added to sperm from stallions whose sperm do not survive
freezing well, compared to cholestanol and control sperm from those same
stallions (P<0.05). Addition of CLC also resulted in more sperm binding to the
zona pellucida of bovine oocytes after cryopreservation than cholestanol and
control sperm (P<0.05). In conclusion, CLC improved the percentage of post-
thaw motility in equine sperm as well as increased the number of sperm that
bind to zona pellucida. Addition of CLC to stallion sperm prior to
cryopreservation is a simple procedure that increases the cryosurvival of

cells.
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INTRODUCAO GERAL

A membrana plasmatica exerce um papel fundamental na
sobrevivéncia do espermatozoide no trato reprodutivo feminino e na
manutencao da sua capacidade fertilizante, visto que, garante a homeostase
celular, sendo essencial para manter a sua viabilidade (Celeghini, 2005). A
membrana plasmatica é mais fragil que a membrana acrossomal externa e a
membrana mitocondrial, sendo assim, sua preservacao € o ponto critico para
0 sucesso do resfriamento e criopreservagao (Harrison e Vickers, 1990;
Valcarcel et al., 1997).

Os lipidios que compdéem a membrana plasmatica dos
espermatozdoides mamiferos sao preferencialmente os insaturados que
conferem a ela uma consisténcia fluida. Seu rearranjo pode ser induzido
pelas mudancas de temperatura e pode ser causado pela afinidade dos
lipidios a certas glicoproteinas transmembranas (Wolfe et al., 1998).

A desestabilizacdo da membrana plasmatica do espermatozoide pode
ocorrer quando as membranas celulares lipidicas sofrem a transicao da fase
liquida cristalina para a fase gel devido a diminuicdo da temperatura
(Barrera-Compean et al., 2005). Sendo assim, parte dos danos espermaticos
induzido pelo choque térmico é atribuida a transi¢cao de fase lipidica (Moce e
Graham, 2006). Se a temperatura na qual ocorre a transicdo de fase
pudesse ser diminuida ou eliminada completamente, as membranas
poderiam permanecer fluidas a baixas temperaturas e o dano que ocorre
nessa transi¢cao poderia ser reduzido (Purdy e Graham, 2004).

A fluidez da membrana é modulada pelo nivel de colesterol, grau de
insaturacao da cadeia acil dos fosfolipidios, composi¢cao dos fosfolipidios e
pelas proteinas de membrana (Darin-Bennett e White, 1977). Portanto, a
adaptabilidade da membrana aos efeitos danosos do congelamento e
descongelamento € superior nos espermatozdides com elevada fluidez de
membrana (Giraud et al., 2000). Buscando isso, algumas substancias tém
sido incorporadas ao sémen, seja por uma via direta (adigdo no ejaculado)
ou indireta (adicdo na ragdo dos animais), com o objetivo de diminuir os
danos provocados pela criopreservacao dos espermatozéides em varias

espécies. Lipidios como o colesterol (Zahn, 2002; Purdy e Graham, 2004;
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Moore et al., 2005), colestanol (Amorim et al., 2007) e desmosterol (Nimmo e
Cross, 2003; Moce e Graham, 2006; Amorim et al., 2008), e acidos graxos
poliinsaturados (Paulenz et al., 1999; Cerolini et al., 2001; Mitre et al., 2004)
foram testadas apresentando beneficios na manutencdo da viabilidade,
funcao e status de acrossoma dos espermatozoéides criopreservados.
Embora as técnicas utilizadas para estocar o sémen de bovino,
equino e suino foram melhoradas durante os anos, a preservacao a baixa
temperatura ainda traz com isto efeitos desfavoraveis na sobrevivéncia e
capacidade fertilizante dos espermatozdides. Objetivou-se alterar a
membrana espermatica do sémen de suinos, bovinos e equinos buscando
avaliar adicional melhoria nos métodos de preservagdao dos

espermatozoides.
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REVISAO DE LITERATURA

A CELULA ESPERMATICA
Estrutura do espermatozoide

Espermatozoides sédo células hapldides especializadas que tem uma
habilidade limitada para biossintese e regeneragdo celular (Amann e
Graham, 1993). Os espermatozoides completamente desenvolvidos s&o
células alongadas, consistindo de uma achatada cabe¢a contendo o nucleo
e de uma cauda contendo o aparelho necessario para a motilidade celular. O
espermatozoide é recoberto pela plasmalema, ou membrana plasmatica. A
célula espermatica possui cinco regides estruturais: cabecga, colo, pega
intermediaria, pega principal e peca terminal (Fawcett, 1975), tendo cada
regido importancia funcional na fertilizacdo dos odcitos.

A cabeca de espermatozdide de suino possui 0 nucleo, acrossoma,
regido pds acrossoma, e a membrana plasmatica. A forma da cabecga é
determinada pela forma de nucleo. O nucleo do espermatozdoide possui um
DNA altamente condensado que €& rodeado por um envelope nuclear
(Amann e Graham, 1993). O acrossoma € uma organela altamente
especializada que se assemelha a um lisossoma celular e cobre a porgéo
anterior da cabeca (Amann e Graham, 1993; Abou-Haila e Tulsiani, 2000). O
acrossoma € rodeado pela membrana acrossomal interna e externa, e
contem granulos secretérios derivados do complexo de Golgi que secretam
enzimas hidroliticas incluindo pré-acrosina, hialuronidase, esterases, e
hidrolases acidas. Estas enzimas hidroliticas sao responsaveis pela
penetragcao dos odcitos (Fawcett, 1975; Amann e Graham, 1993; Abou-Haila
e Tulsiani, 2000).

A cauda do espermatozdide é composta de colo, pecga intermediaria,
principal e terminal. O colo conecta a cabecga a peca intermediaria, e forma
uma placa basal que se ajusta dentro de uma depressdao na superficie
posterior do nucleo. O colo também contém o centriolo proximal que é
responsavel pela contratilidade necessaria para o movimento da cauda do
espermatozoide (Amann e Graham, 1993). A placa basal do colo é continua

com nove fibras que posteriormente se projetam, na maior parte da cauda.



MitocoOndria, fibras densas exteriores, axonema, e annulus sdo os
componentes estruturais da pecga intermediaria. Mitocondria fornece a
energia responsavel pela motilidade dos espermatozdides com a produgao
de ATP. As nove fibras densas exteriores, originadas na pega intermediaria
e estendendo a porgao caudal da pega principal, provéem rigidez a cauda
(Amann e Graham, 1993). O axonema € composto de nove pares de
microtubulos envolvendo 2 filamentos centrais. O axonema estende da
regido de colo a pega terminal com as fibras que ficam progressivamente
mais finas e sado responsaveis pela motilidade de espermatozoides. O
annulus prové uma clara distingdo da porgcédo caudal da peca intermediaria e
0 comecgo da peca principal (Fawcett, 1975).

A peca principal € composta centralmente do axonema e sua
associagao de fibras grosseiras. As fibras provéem a rigidez precisa para
movimento da cauda (Amann e Graham, 1993). A peca terminal possui

apenas o axonema recoberto pela membrana plasmatica (Fawcett, 1975).

Membrana plasmatica

A membrana plasmatica ao redor dos espermatozoides é formada
basicamente por uma bicamada lipidica com proteinas integrais e
periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios organizados em um
mosaico fluido (Singer e Nicholson, 1972). As proteinas integrais e
periféricas sao aproximadamente 50% do peso da membrana, e estdo
entremeadas ao longo da bicamada lipidica. Proteinas integrais sdo canais
através da membrana e estdo situadas na bicamada lipidica. Ja as proteinas
periféricas podem ser removidas faciimente da membrana (Amann e
Graham, 1993).

Os fosfolipidios estdo em um arranjo lamelar que organiza a cadeia
de acido graxo em uma barreira hidrofébica, prevenindo a entrada de agua
ou outras moléculas. A temperatura corporal, a membrana plasmatica esta
no estado fluido e o arranjo lamelar permite aos fosfolipidios se moverem
livremente ao longo da bicamada (Amann e Pickett, 1987; Amann e Graham,
1993). Como a temperatura das células diminui, durante um processo de
resfriamento, a membrana passa por uma fase de transicdo do estado

liquido para o estado cristalino. As proteinas se agregam ao longo da



membrana, ficando instavel. Os danos desta fase de transicao séao
frequentemente irreversiveis (Holt e North, 1984; Amann e Pickett, 1987;
Amann e Graham, 1993).

A relagao de colesterol para fosfolipidios é responsavel pela fluidez da
membrana (Darin-Bennet et al., 1977). Regides da membrana com alto teor
de colesterol sdo menos fluidas que porgdes com maior proporgcdo de
fosfolipidios (Amann e Pickett, 1987). Darin-Bennett et al. (1977) verificaram
que espécies com maior concentracdo de colesterol apresentam menor
danos causados a membrana durante o processo de resfriamento.

A presenca de colesterol e de proteinas integrais fornece um arranjo
lamelar de fosfolipidios que € responsavel por manter a bicamada. Quando a
relagdo de colesterol para fosfolipidios € alterada, para uma relagcdo menor
que 1:2, o processo de resfriamento causa um rearranjo devido a fase de

transicao do estado liquido para o cristalino (Amann e Pickett, 1987).

ACIDOS GRAXOS
Estrutura, sintese e fungéo

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos alifaticos obtidos,
geralmente, da hidrolise das gorduras e 6leos naturais. A estrutura quimica
de um acido graxo é dado por 3 numeros: (1) numero de atomos de carbono
na cadeia, (2) numero de duplas ligacées e (3) numero 6mega (o), que
indica a posigao da primeira dupla ligacdo a partir do grupo metila, por
exemplo no caso da série ®3 a primeira dupla ligagaéo ocorre entre o terceiro
e quarto carbono e no caso da familia 6 a primeira dupla ligagdo ocorre
entre 0 sexto e sétimo carbono. Os acidos graxos que possuem 0 mesmo
numero 6mega pertencem a mesma familia. Os acidos graxos linoléico e a-
linolénico (familias w6 e ®3, respectivamente) sdo considerados essenciais
por ndo serem sintetizados no organismo animal, somente por vegetais, e,
portanto, devem ser fornecidos junto a dieta (McDowell, 1989). Os
hepatdcitos de mamiferos podem introduzir rapidamente duplas ligagdes na
posicdo A° dos acidos graxos, mas ndo podem introduzir duplas ligacdes
adicionais na cadeia do acido graxo entre C-10 e a extremidade metila

terminal. As dessaturases vegetais responsaveis pelas ligagbes duplas nas



posicdes A'? e A'® estdo localizadas no reticulo endoplasmatico (Lehninger
et al., 1995).

O palmitato (C16:0) é o precursor de outros acidos graxos de cadeia
longa. Pode ser aumentado para formar tanto o estearato (C18:0) quanto
acidos graxos ainda maiores, por adigbes de grupos acetila, pela agdo dos
sistemas de alongamento dos acidos graxos presentes no reticulo
endoplasmatico liso e na mitocondria. O palmitato e o estearato servem
como precursores dos dois acidos graxos monoinsaturados mais comuns
nos tecidos animais: o palmitoleato (C16:1) e o oleato (C18:1) (Lehninger et
al., 1995).

Nos mamiferos, os acidos graxos de uma mesma familia podem ser
metabolicamente convertidos em outros acidos graxos que possuem numero
maior de carbonos por meio de processos de elongacéo e dessaturagéo de
suas cadeias. As séries ®9 e o7 podem ser derivadas da sintese enddgena
a partir do acido oléico (18:1®9) e do acido palmitoléico (16:1w7),
respectivamente. Assim, o acido oléico (C18:1®9) pode dar origem ao acido
eicosatriendico (C20:3m9). Na série w6, o acido araquiddnico (C20:4w6) &
derivado do &cido linoléico (18:2w6) e na série ®3, o acido eicosapentandico
(C20:5m3; EPA), o acido docosahexandico (C22:6w3; DHA) e o &acido
docosapentandico (C22:5»3; DPA) sdo derivados do acido alfa-linolénico
(18:3w3) (McDowell, 1989).

Assim, cada um destes acidos graxos origina uma série de acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs), cada vez mais insaturados, mas nao entre
familias, visto que, o metabolismo animal ndo é capaz de dessaturar
(adicionar duplas ligagdes) em direcédo a extremidade do radical metila do
acido graxo (McDowell, 1989). Dentro de cada familia, o processo de
elongacdo e dessaturacdo ocorre sem alteracdo do grupo metila final
(Neuringer et al., 1988) e sim, a dessaturagdo vai em dire¢cdo do grupo
carboxilico (Conn e Stumpf, 1980). O sistema enzimatico que promove a
elongacdo da cadeia (elongase), dessaturacdo (A-6 dessaturase, A-5-
dessaturase, A-4 dessaturase) e insergédo de acidos graxos dentro de varias
moléculas lipidicas, € o mesmo, havendo por isso uma competicdo pelas

mesmas enzimas para formagao de PUFAs (C20-22), principalmente acido



araquidénico (20:4»-6) e DHA (Neuringer et al., 1988; McDowell, 1989; Briz,
1997). A familia ®3 suprime efetivamente o metabolismo da familia ®6,
assim também, a familia w6 é capaz de suprimir o metabolismo da familia
®3, mas, menos efetivamente (McDowell, 1989). Portanto, um excesso de
®6 na dieta, por exemplo, limita a formagdo dos ®3. As dessaturases
animais (A-6 dessaturase e A-5- dessaturase) tém maior afinidade pela série
®3, seguida da w6 e, por ultimo, pela ®9 (Nunes, 1995).

Segundo Marshal et al. (1994) o papel dos PUFAs no organismo
humano € muito importante. O acido linoléico e o araquidbénico ajudam a
promover a integridade da hipofise e o transporte de vitaminas lipossoluveis.
Esta série w6 € encontrada nos ftrigliceridios de reserva. A série ®3
predomina nos fosfolipidios das membranas celulares e regulam sua
permeabilidade e flexibilidade (Sirri et al. 1995). O DHA é encontrado

particularmente no cérebro, na retina, nos espermatozoides.

Fontes de acidos graxos 6mega-3

As fontes de acidos graxos 3 (a-linolénico, EPA, DPA e DHA) sao
oleos de origem animal e vegetal. O acido a-linolénico pode ser encontrado
nas folhas de diversas plantas e nas sementes de linho e canola. Os acidos
EPA e DHA sao encontrados em 6leos de origem animal e também podem
ser sintetizados pelo homem e pelos animais via dessaturacédo e
alongamento da cadeia do acido o-linolénico da dieta. Assim, a
concentragaéo dos diversos w3 € muito variavel, em fungédo das fontes e de
seu nivel na dieta (Briz, 1997).

Os teores em »3 em 6leo de peixe variam de acordo com a espécie
de origem, seu estado fisiolégico e época de pesca (Briz, 1997). As espécies
de maior interesse sao as de aguas frias, pois se alimentam de fito e
zooplancton ricos em »3, particularmente o atum, bonito, menhaden, cavala,
anchova e sardinha. Os métodos de processamento e refinamento desses
Oleos afetam seu conteudo de 03, que pode variar entre 30 e 50%, deste
modo, técnicas modernas mais seguras, estdo baseadas no emprego de
lipases, vsto que, os tratamentos térmicos aumentam a oxidagdo dos PUFAs

(Briz, 1997). Ja na farinha de peixes ha pouco teor de acido graxo linoléico e



a-linolénico. A proporgao de 3 oscila entre 20-35%, predomina o EPA (15-
18%) nas farinhas de sardinha e menhaden. O conteudo de DHA é elevado
(13-15%) nas farinhas de sardinha, anchoveta e arenque, mas é preciso
incorporar niveis elevados para alcancar concentragcdes de o3, comparaveis
as dos o6leos de peixe (Briz, 1997).

Nas fontes vegetais de ®3, a mais conhecida é a linhaga (semente
de linho) e, a espécie de linho mais rica em ®3 & Linum usitatissimum. Os
Oleos vegetais, como o de canola resultam em uma menor riqueza de ®3 e
a-linolénico, mas seu teor em DHA é bastante similar com 6leo de linhaca
(Farrel, 1994 citados por Briz, 1997). A relagdo ®6:»3 obtida com o éleo de
linhaca € de 1-1,2 (Cherian et al., 1996) e de 2,6 na mistura com canola
(Farrel, 1994 citados por Briz, 1997), ambos os 6leos sdo boas fontes de
acido linoléico e a mistura resulta em um menor enriquecimento em acido
a-linolénico e DHA (Farrel, 1994 citados por Briz, 1997). Os dleos vegetais
tém vantagens, pois custam menos e possuem maior estabilidade oxidativa
(Briz, 1997), portanto, sua inclusdo na dieta, em substituicdo a uma fonte
animal, como por exemplo, 6leo de peixe, tem a vantagem de evitar o

aparecimento de sabores atipicos nas carnes.

Converséao dos acidos graxos w3

A conversdo de um acido graxo o3 de cadeia curta para um outro da
série ®3 de cadeia longa é possivel (Figura 1), entretanto, em humanos esta
transformacao é muito lenta, tendo como passo limitante a enzima delta-6-
dessaturase. Consequentemente, o acido a-linolénico ndo € considerado
uma fonte para sintese dos acidos EPA e DHA, embora seja o seu
precursor. Dieta enriquecida com acido a-linolénico ndo produz os mesmos
efeitos clinicos quando comparado aos EPA e DHA (Barlow et al. 1990

citados por Barlow e Pike, 1991).
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Figura 1 — Biossintese de acidos graxos poliinsaturados.
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Acidos graxos essenciais na composi¢édo das membranas

Os acidos graxos essenciais de cadeia longa no testiculo sdo de
grande importancia, visto que, ha evidéncias de seu papel importante na
integridade das membranas testiculares (Stubbs e Smith, 1984).

Acredita-se que mudangas na composic¢ao lipidica das membranas
plasmaticas levam a alteracdo de suas fungdes, visto que, receptores
envolvidos nos sinais celulares, transportadores e enzimas estdo na
bicamada lipidica, e qualquer mudanga na composigédo de acidos graxos das
membranas pode afetar sua fungdo (Sudheera et al., 1997). A atividade da
enzima Ca*’/Mg"™?ATPase do reticulo sarcoplasmatico, adenilciclase &
marcadamente influenciada pelos niveis de acidos graxos poliinsaturados m6

e ®3 nos lipidios da membrana.

Acidos graxos essenciais no desempenho reprodutivo animal

A quantidade e o tipo de acidos graxos presentes na dieta tém efeito
marcante no metabolismo lipidico dos suinos. A concentracdo espermatica &
maior quando se usa Oleo de soja como fonte de acidos graxos
(Mascarenhas, 2001).

Miescher (1897) citado por Mann (1964) observou a presenga de
quantidades significativas de lipidios no espermatozoéide; demonstrando sua
concentracdo na cauda e na porgdo mediana do espermatozoide. Analises
histoquimica mostraram que os lipidios da por¢ao mediana estao associados
principalmente com a bainha mitocondrial, que circunda o filamento axial e,
da cauda do espermatozoéide ocorrem como constituintes de lipoproteinas.

De modo geral, o conteudo de lipidios em espermatozéides maduros
€ de aproximadamente 6 a 7% do peso seco da célula; os fosfolipidios
representam aproximadamente 60% do total de lipidios (Howarth et al.,
1977, Howarth, 1981b citado por Lake (1984). O colesterol € o segundo
principal componente da membrana plasmatica e ocorre principalmente nas
formas nao-esterificadas (Scott, 1973). Os fosfolipidios s&o as principais
fontes de substrato energético, a partir da oxidacéo de lipidios intracelulares,
para respiracao do espermatozoide (Mann, 1964, Scott, 1973). Assim, a

capacidade do espermatozoide de sintetizar estes lipidios a partir de
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substratos externos deve aumentar sua habilidade de sobrevivéncia no trato
reprodutivo do macho e da fémea (Scott, 1973).

No final da espermatogénese e espermiogénese, o espermatozdide
torna-se uma célula com capacidade metabdlica simples. A entrada de
nutrientes € limitada pela permeabilidade da membrana sendo permeaveis
as hexoses (glicose e frutose) e acidos de trés e quatro carbonos (lactato,
piruvato e/ou B-hidroxibutirato) que irdo participar do ciclo glicolitico e
tricarboxilico para gerar ATP e produtos finais acidos e gases. Na presenca
de oxigénio (O2) o metabolismo mitocondrial gera a maioria do ATP celular;
neste caso as reservas enddgenas (provavelmente lipidios) podem ser
usadas. Na auséncia de O, o espermatozdide pode utilizar substratos
glicoliticos (mas n&o acidos) para produzir ATP e produtos finais acidos
(lactato); as reservas endogenas n&o podem ser usadas. A motilidade do
espermatozoide consome uma grande fragdo de ATP (Hammerstedt, 1993).

Os fosfolipidios presentes no espermatozoide fazem parte do
complexo lipoprotéico da membrana plasmatica (Scott, 1973) e séao
caracterizados por conterem maior proporcdo de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) quando comparado aos verificados nos trigliceridios
dos depdsitos de gordura. Portanto, qualquer mudanca na proporgcéo de
fosfolipidios individuais ou na composigcdo de acidos graxos deve ter efeito
na estrutura e na fun¢cdo da membrana do espermatozoéide (Scott, 1973).

Veenheuvel (1971) citado por Scott (1973) observou que o aumento
na propor¢ao de acidos graxos poliinsaturados no espermatozoide, durante
a maturacido no epididimo, melhorou as propriedades fisicas e quimicas da
membrana celular.

Por outro lado, os fosfolipidios e ésteres de colesterol com alta
propor¢do de acidos graxos saturados tendem a serem mais rigidos ou
menos fluidos que os componentes de membrana similares com elevadas
propor¢gdes de PUFAs, com fungdo de fornecer lipidios que sejam fluidos a
temperatura corporal (McDowell, 1989).

Nos sistemas biolégicos, as membranas possuem uma variedade de
funcdes, entre elas, pode se citar: transporte de ions e de solutos
moleculares para o interior e exterior da célula; barreira seletiva em torno da

célula; sitios de receptores para a interagdo com agentes metabdlicos de
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controle e, como uma base para fungéo opcional das enzimas. Deste modo,
as mudancgas que ocorrem no perfil de lipidios do espermatozéide durante
seu periodo de maturagdo no epididimo devem influenciar alguma, se nao
todas, as suas fungdes. O mecanismo de influencia sobre a longevidade e a
capacidade de fertilizacdo de espermatozéides maduros por diferencas na
composi¢cao dos lipidios é desconhecido, mas, inevitavelmente reflete a
reorganizagao da membrana (Scott, 1973).

Scott (1973) observou que os acidos graxos ligados aos fosfolipidios
presentes no espermatozoide de suinos foram os saturados: o palmitico
(16:0) e o estearico (18:0), e os insaturados mais abundantes: o DPA (w6) e
DHA.

Segundo Kelso et al. (1997) a suplementagcdo de acido
docosahexandico (6leo de peixe) na composigdo de acidos graxos dos
fosfolipidios nos espermatozoides de galos reprodutores pesados, induziu
um aumento na proporgao de acidos graxos 22:603 e também de 18:1w9,
20:503 e 22:503 e uma reducdo nas proporgdes de 18:2w6, 20:4w6 e
22:4%6, que resultaram numa diminui¢cdo da relacdo w6:m3. Esta diferenca
no perfil de acidos graxos presentes nos espermatozoides de aves e dos
mamiferos pode representar uma adaptacao a temperatura corporal.

Blesbois et al. (1997) verificaram que o sémen fresco de galos
reprodutores alimentados com 6leo de salmao apresentou maior taxa de
fertilidade (96%) que os tratados com 6éleo de milho (91,6%). Zanini et al.
(2003) observaram que galos alimentados com diferentes fontes de oleos
apresentaram o conteudo de &acidos graxos dos espermatozoides, as
caracteristicas seminais e a taxa de fertilidade foram influenciadas pela fonte
de dleo utilizada. Nos suinos, Murgas et al. (1999) observaram um aumento
do volume do ejaculado em animais suplementados com 3,5% de 6leo de

soja como fonte de acidos graxos essenciais.

Antioxidantes
A vitamina E compreende a classe de substancias quimicas derivadas
do deidrocromanol, sintetizada pelos vegetais e, pela posigdo dos grupos

metil no anel, os tocoferdis sdo denominados alfa (a), beta (B), gama (y) e
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sigma (8), observados em altas concentragbes nos Oleos vegetais e
praticamente ausentes na gordura animal. Com o refinamento de dleos
vegetais ocorre redugado no teor de tocoferdis (31 a 47%). A atividade
antioxidante em condigdes fisiologicas (37°C) segue a ordem: o > > y > 9,
similar a atividade biolégica. O a-tocoferol € o mais abundante dos
tocoferdis, e sua atividade bioldgica € duas vezes maior que o B e y e 100
vezes o0 6 (Araujo, 1999). A bio-atividade dos tocoferdis para a prevengao de
miopatias nas aves é: a-tocoferol = 100; B-tocoferol = 12; y-tocoferol = 5.

O o-tocoferol € um excelente antioxidante natural, que protege
caroteno e outros materiais oxidaveis, presentes no alimento e no organismo
(Mcdowell, 1989). Entre os materiais oxidaveis no organismo incluem-se
acidos graxos poliinsaturados presentes nos fosfolipidios das membranas
celulares e subcelulares (mitocondrial, endoplasmatica e reticular) e as
proteinas de membrana celular (Hoppe, 1988). No alimento, os principais
fatores que influenciam a estabilidade das vitaminas sdao a umidade,
presenca de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), peroxidos e elementos
tracos.

Os acidos graxos poliinsaturados de configuragdo -CH=CH-CH,-
CH=CH- possuem o hidrogénio no atomo de carbono central facilmente
abstraido, resultando na formagao de um radical livre. Os elétrons no radical
reajustam-se e sdo adicionado ao oxigénio, proveniente do metabolismo
normal, para formar um perdxido, que rompendo formam dois radicais livres,
resultando numa reagdo em cadeia auto-propagadora. Os antioxidantes,
como a vitamina E, atuam fornecendo hidrogénio para o radical livre,
estabilizando-o. O antioxidante torna-se um radical livre, mas tem a
propriedade de poder reajustar-se em um composto estavel e dessa maneira
interromper a reagao de propagacao (Swenson e Reece, 1996).

De acordo com Parker (1992) citado por Surai et al. (1997), a
concentragdo maxima de a-tocoferol observado nas membranas celulares é
geralmente muito baixa, havendo, portanto, uma limitacdo biolégica de seu
aumento. A suplementacgao de a-tocoferol na dieta de galos resultou em um
aumento nas proporgbes de acidos graxos poliinsaturados (C20-22) nos

fosfolipidios dos espermatozdides principalmente de 20:4w6 e 22:4w6 devido
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a uma redugao significativa na suscetibilidade dos espermatozoéides a
peroxidagao de lipidios.Estes autores concluiram que o aumento na ingestéo
de o-tocoferol melhora o perfil de lipidios do sémen e sua capacidade
antioxidante, podendo melhorar a viabilidade e funcdo espermatica e, assim
a fertilidade dos machos.

Surai et al (2000) determinaram o conteudo de vitamina E, a
susceptibilidade a peroxidagao de lipidios e a composi¢ao de acidos graxos
de fosfolipidios presentes nos espermatozéides de patos. Os fosfolipidios
foram caracterizados pela alta concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados representados pelos acidos araquidénico (C20:4w6),
docosatetrandico (C22:4»3), DPA (w6) e DHA. A elevada propor¢cao de DHA
nas fracoes de fosfolipidios dos espermatozdides e baixos niveis de vitamina
E poderia predispor a peroxidagdo de lipidios. Foi sugerido entdo que, o
aumento da atividade da superdxido dismutase, da glutationa peroxidase e
da atividade antioxidante do plasma seminal pdde compensar os baixos
niveis de vitamina E a fim de proteger as membranas dos espermatozéides

que exibem alto nivel de insaturacao.

Radicais livres

Entende-se por radical livre qualquer atomo, molécula ou ion que
possui um ou mais elétrons livres na sua 6rbita externa. Engloba o atomo de
hidrogénio, a maior parte de ions metalicos de transicdo e a molécula de
oxigénio na forma, por exemplo, de superoxido (O°), oxigénio singlete
(O-0), triplete (:0-0), peroxido de hidrogénio (H20) etc. Ha formacéo de
radicais livres no processo de respiracao celular que ocorre nas mitocéndrias
para gerar ATP (Swenson e Reece, 1996).

Os efeitos danosos dos radicais livres comegcam a aparecer quando
ha um desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes, isto &,
quando por excesso de producido de radicais livres ou por deficiéncia dos
sistemas antioxidantes, comeca a predominar um excesso de radicais livres.
A reatividade dos radicais livres causa extensa lipoperoxidacao nas
membranas celulares, lisossomas e mitocdndrias e destruicdo de varias

enzimas. Existem dois sistemas naturais de eliminacdo dos radicais livres
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constituindo os “varredores de radicais livres”, que atuam eliminando os
oxidantes ou impedindo a sua transformacdo em produtos mais toxicos
(Siegel et al., 1986). Estes sistemas podem ser divididos em enzimaticos e
nao enzimaticos. As principais enzimas antioxidantes responsaveis pela
inativacao dos radicais livres sdo: as catalases, a glutationa peroxidade e o
superoxido dismutase. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo de natureza
exdgena e precisam ser ingeridos na dieta como antioxidante em si ou como
precursores. Podendo ser: a) vitaminas lipossoluveis: beta-caroteno ou pro-
vitamina A e vitamina E; b) vitaminas hidrossoluveis: vitamina C; c)
Oligoelementos: zinco, cobre, selénio e magnésio; d) outros: taurina,
glutationa, tidis (Swenson e Reece, 1996).

A peroxidagdo de lipidios destr6i a estrutura da matriz lipidica,
resultando em instabilidade da membrana. Mesmo danos minimos alteram a
viscosidade da membrana e estimula a atividade da fosfolipase A;
(Hammerstedt, 1993). Uma vez que o espermatozdide ndo pode realizar
reparos, qualquer alteracdo irreversivel altera sua funcdo do
espermatozoide. As reacdes de radicais livres sdo autocataliticas, e uma vez
iniciada, muitas duplas ligacbes (C=C), susceptiveis, eventualmente serao
danificadas. Este processo de peroxidagcdo envolve pelo menos dois moles
de O, (Hammerstedt, 1993).

Anteriormente, Froman e Thurston (1981) citados por Hammerstedt
(1993) compararam o conteudo de superdxido dismutase presentes nos
espermatozoides de galos e perus e concluiram que diferengas nesta
enzima podem resultar em maior susceptibilidade a toxidade do O, para os
espermatozdéides de perus armazenados in vitro, que para o0s
espermatozoides de galos.

Aitken e Clarkson (1988) citados por Hammerstedt (1993) testaram
antioxidantes a partir de sua capacidade de minimizar danos a membrana.
Tanto o beta-hidroxi-tocoferol (BHT) quanto a vitamina E reduz os danos
causados pela peroxidagcao. O BHT também reduz a motilidade espermatica;
mas, a vitamina E parece ser potencialmente util aos espermatozdides.

Sabe-se que a perda da atividade de enzimas ligadas a membrana
plasmatica é causada pela subsequente perda da estrutura de membrana

(Wills, 1971 citados por Nissen e Kreysel, 1983). Resultados de May e
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Mccay (1968) citados por Nissen e Kreysel (1983) mostram que 50% da
inativacdo das enzimas resultam da destruicdo de apenas 8% do conteudo
de DHA.

Relacao entre peroxidagéo de lipidios e caracteristicas fisicas seminais

O espermatozoéide humano foi o primeiro tipo celular relacionado com
a geragdo de produtos reativos ao oxigénio (Macleod, 1943 citados por
Aitken, 1994). Acredita-se que 0 mecanismo pelo qual os produtos reativos
ao oxigénio interfram na fungdo do espermatozoide seja por meio da
peroxidagdo dos acidos graxos insaturados da membrana dos
espermatozoides. De acordo com Paulenz et al. (1999) os espermatozoides
de suinos apresentam grandes quantidades de PUFAs nas membranas
celulares.

Nissen e Kreysel (1983) avaliaram em sémen humano, a relagao
entre acidos graxos poliinsaturados e motilidade do espermatozoide. Os
resultados indicaram correlag&o linear entre a quantidade de DHA (ug/ml do
ejaculado) e a concentragdo de espermatozéides (10°mL) e entre o
conteudo de DHA (ug/mL do ejaculado) e o numero de espermatozdides
normais moveis. Foi também observado que os espermatozdides com baixa
motilidade mostraram maior taxa de peroxidagdo de lipidios enddgenos,
obtidos a partir da producdo de malonaldeido (nmol/10® espermatozéides).
Assim, concluiram que a peroxidacao de lipidios é provavelmente uma das
causas bioquimicas do baixo conteudo de DHA nos espermatozodides
imoveis.

Wishart (1984) verificou associagado entre altas concentragcbes de
malonaldeido e perda parcial ou total da capacidade de fertilizagcao,
mensurada a partir da porcentagem de ovos férteis. Relatou também que os
espermatozoides de galos que mostrou tendéncia a apresentar elevadas
concentragcdes de malonaldeido ndo foram identificados como anormais pela
motilidade, morfologia e conteudo de ATP. Desta forma concluiram que a
producdo de perdoxidos € um importante indicador de fertilidade porque os
espermatozoides dos grupos que diferiram na taxa de peroxidacdo nao

diferiram em outras anadlises laboratoriais (conteudo de ATP, motilidade e
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morfologia). Entretanto, de acordo com Hammerstedt (1993) danos

peroxidativos alteram a motilidade espermatica, a morfologia e a fertilidade.

Relacéo entre lipidios e criopreservacao do sémen

As membranas plasmaticas do espermatozdide frente a congelagéo,
aquelas em que predominam lipidios de cadeia curta e com maior numero
de insaturagdes, sdo menos resistentes, em razdo da menor tendéncia das
caudas hidrocarbonadas interagirem e as duplas ligagdes dificultarem o seu
agrupamento (Alberts et al., 1989).

Em membranas celulares, acidos graxos sédo os elementos estruturais
e bioativos. O testiculo tem mostrado conter um alto conteudo de atomos de
carbono 20 (C20) e 22 (C22) de PUFAs (Mazur, 1985).

Os fosfolipidios de membranas celulares do espermatozdide de
mamiferos contém caracteristicamente altas proporcbes de PUFAs de
cadeia longa (C22), particularmente da série de w3. Na maioria dos
mamiferos, DHA &€ o PUFA dominante, embora, o DPA (22:5w6) também
seja um componente principal das membranas celulares do espermatozoide
(Blesbois et al., 1997; Kelso et al., 1997).

A importancia de PUFAs de C22 em relagao a fertilidade masculina
tem sido ilustrado por estudos em humanos que demonstram que a quantia
de DHA em espermatozdides é correlacionado positivamente com motilidade
espermatica (Stubbs e Smith, 1984). Um estudo prévio mostrou que a
reducao na motilidade e no numero de espermatozdide ejaculado de touros
velhos foi acompanhado por uma diminuigdo em DHA (Ganong, 1993).

A peculiar sensitividade do espermatozéide de suinos ao
resfriamento, especialmente ao congelamento rapido de 15°C para
temperaturas abaixo do ponto de congelamento (“choque térmico”),
apresenta ser um intrigante problema cientifico bem como uma pratica dificil
para tornar possivel a criopreservacdo do sémen de suinos (Watson e
Plummer, 1985; Weitze, 1991). Choque térmico resulta em injurias
irreversiveis na célula espermatica de suinos, particularmente na membrana
celular (De Leeuw et al., 1990; Paulenz, 1993).
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Membranas celulares mudam de um estado liquido para um estado
cristalino rigido quando a temperatura alcanga certo ponto transitivo
caracteristico (T¢) (Alberts et al., 1994). Um Tc baixo € associado com baixa
sensibilidade ao choque frio (Drobnis et al., 1993). O Tc depende
principalmente de dois fatores. O primeiro destes € a composi¢ao dos acidos
graxos dos fosfolipidios. O Tc € mais baixo se as cadeias de hidrocarboneto
forem mais curtas ou tiverem mais duplas ligagdes cis. Supde-se que as
ligagdes cis produzem dobras nas cadeias de hidrocarboneto que torna mais
dificil de empacotar (Stubbs e Smith, 1984). O segundo fator e
provavelmente o mais importante é a quantidade presente de colesterol. Um
alto conteudo de colesterol abaixa o Tc. Sémen de suino tem baixo conteudo
de colesterol que poderia ser a razado principal para a alta sensibilidade do
sémen de suino ao choque frio (Drobnis et al., 1993).

Organismos pecilotérmicos cuja temperatura flutua com o ambiente
alteram sua composi¢cdo de acido graxo da membrana para manter uma
fluidez relativamente constante. Os peixes tém um maior conteudo de
PUFAs w3 que os mamiferos. Estas observacgdes, e os fatos acima sugerem
que os PUFAs w3 que contém um maior numero de dupla ligagbes cis,
podem favorecer na resisténcia da membrana celular ao frio.

Criopreservagao de sémen de suino ndo € comum, pois 0os danos
causados a célula sado extensos. A composicdo de &cidos graxos do
espermatozoide suino é interessante, desde que eles contenham uns 25%
DPA e 30% de DHA (Rooke et al., 2001). Isto levanta uma questdo de como
estd composicdo especifica de acido graxo pode contribuir para o
congelamento do gameta. Um dos componentes fundamentais de todos os

diluentes usados durante o resfriamento e congelamento sao os lipidios.

CRIOPRESERVACAO ESPERMATICA
Aspectos basicos da criopreservacao

Para adquirir uma boa taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides
apos a congelagédo é necessario estabelecer velocidades de resfriamento e
reaquecimento adequadas (Mazur, 1984). As relagbes entre o tempo e a
temperatura durante o resfriamento implicam em mudangas no volume

celular que estdo também relacionadas com a estrutura e fungdo das
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membranas plasmaticas e com o metabolismo celular (Hammerstedt, et al.,
1990; Caiza De La Cueva et al., 1997; Gilmore et al., 1998). O resfriamento
dos espermatozoides a temperaturas acima de 0° C causa perdas
prematuras e irreversiveis na motilidade, altera as propriedades fisicas da
membrana, aumento da sua permeabilidade e perda de moléculas e ions
intracelulares (Watson, 1981).

A adicao do crioprotetor extra-celular ao meio de congelagao provoca
saida de agua das células diminuindo seu volume, devido a exposi¢do a um
ambiente hiperosmoético. A medida que o crioprotetor penetra dentro das
células ocorre entrada de agua e aumento do volume celular. Durante a
remogao do crioprotetor do meio, apés a descongelagdo, ocorre o reverso,
pois quando este sai do interior das células ocorre concomitante saida de
agua provocando diminui¢do do volume celular. As mudangas no volume
celular, induzidas pela adicdo e remogao do crioprotetor no meio, sao
distintas daquelas ocorridas durante o resfriamento e o reaquecimento,
portanto, estas duas etapas do processo de criopreservacdo podem ser
potencialmente prejudiciais as células (Gilmore et al., 1998).

Muitos compostos séo utilizados como crioprotetores intracelulares,
tais como, glicerol, metanol, etileno-glicol, 1-2, propanodiol e o dimetil
sulféoxido (MeSO). Entretanto, o glicerol € o mais utilizado na
criopreservagao da célula espermatica de varias espécies (Holt, 2000).
Quando o glicerol penetra na célula espermatica parece alterar a
viscosidade do citoplasma e os processos de difusdo da membrana
plasmatica (Hammerstedt et al., 1978). O glicerol quando penetra na
bicamada lipidica da membrana plasmatica provoca alteragdes na estrutura
lipidica, na estabilidade e permeabilidade da membrana celular. Outras
alteragdes ocorrem ainda, tais como interferéncia nas respostas das vias
enzimaticas e na capacidade de fusdo da membrana do espermatozodide
acelerando o processo de capacitacao, o que contribui para a reducao na
viabilidade do espermatozoide (Watson, 1995).

Um dos problemas mais evidentes na congelagdo do sémen € a
perda da motilidade espermatica. Embora o resfriamento do sémen a
temperaturas de 20 a 15 °C causa redugdo na porcentagem de

espermatozoides modveis, uma maior queda desta motilidade pode ser
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observada apds a descongelacdo. A criopreservagao e a descongelagao
promovem a cristalizagdo da agua e mudangas osmoticas no meio
extracelular, resultando em alteracbes nos componentes da membrana
plasmatica, aumentando a sua permeabilidade, provocando uma redugao na
atividade metabdlica, danos no acrossoma e em outras estruturas,
alteracbes nas concentragdes de eletrdlitos intracelulares com consequente
perda da capacidade fertilizante (Hofmo e Almlid, 1992).

Pursel e Johnson (1970) reportaram o aumento de enzimas no meio
extracelular apds o resfriamento entre 15 e 0 °C, talvez devido a alteragbes
prematuras na permeabilidade da membrana plasmatica, enzimas
metabdlicas tais como: lactato desidrogenase e glutamato oxaloacetato
transaminase. Harrison e White (1972) registraram a liberagdo de glicose
fosfato isomerase de espermatozdéides suinos e Johnson e Pursel (1974)
observaram mudangas no acrossoma com posterior perda de proteinases
destas estruturas.

A cristalizagdo do meio extracelular ocorre dependendo da velocidade
de congelamento e dos crioprotetores utilizados. Durante a cristalizagdo as
células ficam expostas a solugdes hiperosméticas, resultando na saida de
agua de seu interior e influxo de ions; ja na descongelagao acontece o efeito
inverso, com influxo de agua para o meio intracelular podendo acarretar
ruptura da membrana plasmatica. No intuito de obter-se uma boa
sobrevivéncia das células espermaticas apdés a descongelagdo faz-se
necessario o controle osmaético e quimico do meio extracelular. A escolha da
composicao do diluidor, natureza dos crioprotetores e outros nutrientes como
agucares, quelantes, calcio, antioxidantes e proteinas da gema de ovo ou do
leite, vém demonstrando ter influéncia na sobrevivéncia da célula

espermatica (Holt, 2000).

Diluentes crioprotetores

Os meios diluidores sao constituidos de substancias que permitem a
preservacdo da membrana plasmatica do espermatozdide por meio da
estabilizacdo do pH do meio, neutralizacdo de produtos téxicos produzidos
pelos espermatozoides, protegcdo contra o choque térmico, manuteng¢ao do

equilibrio  eletrolitico e, pressdo osmoética compativel com os
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espermatozoides e inibicdo do crescimento bacteriano, além de atuarem
como fonte energética (Linde-Fosberg, 1991, Engle, 1993).

Os crioprotetores sao substancias capazes de promover a
sobrevivéncia celular durante o resfriamento, congelamento e
descongelamento, apesar do seu mecanismo de agao na criopreservagao
ainda ndo estar completamente elucidado. Massip et al. (1986) citam que
estas substancias interagem com a membrana celular proporcionando uma
estabilizacao, evitando a lesdo da mesma. Entretanto, os crioprotetores néo
garantem a sobrevivéncia de 100% das células por possuirem efeitos toxicos
sobre as mesmas, dependendo da concentracdo do crioprotetor no meio
diluidor (Fahy, 1986).

Os crioprotetores podem ser classificados de acordo com a
permeabilidade da membrana celular a sua penetracdo: ndao permeantes,
que sdao macromoléculas impermeaveis a membrana plasmatica como as
proteinas presentes no leite e na gema de ovo, sacarose, glicose, lactose,
manose, rafinose, trealose dentre outros e permeantes, que sao aqueles que
atravessam a membrana do espermatozoide e atuam no meio intra e
extracelular e incluem pequenas moléculas como glicerol, etilenoglicol e
dimetilsulfoxido (Me2SO), 1,2 propanodiol, acetamidas e outras amidas
(Mckinnon, 1996; Leibo e Bradley, 1999).

Acredita-se que o glicerol liga-se fortemente aos ions de hidrogénio
na molécula de agua, tornando assim, mais lenta a desidratacdo celular
durante o congelamento (Doebbler, 1966). Este efeito ndo esta totalmente
elucidado; porém, ha evidéncia de que este crioprotetor se liga aos
fosfolipidios da membrana, diminuindo a sua fluidez e interferindo na sua
permeabilidade (Parks e Graham, 1992).

A gema de ovo tem sido utilizada rotineiramente, em protocolos de
criopreservagao de sémen de varias espécies, embora a acao difere da acao
do glicerol, visto que a gema confere uma protecdo extracelular a célula
espermatica. Os fosfolipidios presentes na gema de ovo sdo os principais
responsaveis pela agao protetora sobre a membrana celular, resultando em
maior protegdo das membranas do espermatozoide contra o choque térmico
pelo frio (Engle, 1993). Acredita-se haver interagdo dos fosfolipidios

presentes na gema de ovo com os constituintes das membranas do
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espermatozoide por meio da ocupacdo de sitios especificos das
membranas, tornando-as mais resistentes (Quinn et al., 1980). Dessa forma,
as lesbes primarias associadas ao choque térmico, principalmente aquelas
que alteram a permeabilidade da membrana, podem ser prevenidas (Engle,
1993).

O calcio (Ca+2) possui importante papel no controle da motilidade
espermatica (Watson, 1981). Aumento na concentragao intracelular de Ca*?
resulta em disfuncdo e morte celulares (Watson, 1981; Amann e Pickett,
1987). A presenga dos fosfolipidios da gema de ovo, evita o aumento de
Ca*? intracelular durante o resfriamento do sémen (White, 1993).

Visando minimizar o efeito deletério do Ca* durante o processo de
congelamento, a partir de 1973, alguns autores passaram a empregar o
etileno diaminotetraacetatodissédico (EDTA) em meios diluidores para
congelamento de sémen equino. Segundo Watson, (1981) a principal funcéo
do EDTA é quelar o calcio no meio extracelular, diminuindo seu influxo para
o0 meio intracelular. Esta acédo € extremamente importante durante a faixa de
temperatura onde o espermatozoéide € mais susceptivel ao choque térmico
(Watson, 1981; Jasko et al., 1992).

Martin et al. (1979) associaram ao diluente de criopreservagdo uma
substancia emulsificante Orvus-es-paste que aumenta a capacidade
protetora dos fosfolipidios. O sémen apresentou uma motilidade espermatica
superior apos o descongelamento (53,4%) em relagao ao diluente sem o
agente emulsificador (42,3%), atuando como um importante protetor da

membrana acrossomal durante o congelamento.

Efeito da criopreservacdo nas membranas celulares

Durante os processos de criopreservagao do sémen deve-se levar em
consideragao a complexidade bioquimica da membrana plasmatica do
espermatozoéide, a interagdo de seus componentes e a influéncia do
resfriamento, da congelagcdo e descongelacdo nessas interacbes. Nao foi
completamente elucidada ainda, a natureza dos danos causados a
membrana durante o resfriamento, mas evidéncias sugerem que elas sejam

lesadas devido a reorganizagao dos lipidios durante o resfriamento e o

24



reaquecimento, comprometendo as associagdes lipidio-lipidio e lipidio-
proteina (Parks e Graham, 1992).

A membrana plasmatica de cada espécie varia na composi¢cao dos
seus constituintes moleculares, proteinas, lipidios e carboidratos. Cada
constituinte por sua vez é caracteristico para cada tipo celular. O modelo de
mosaico da membrana € fluido pelo fato das interagcdes entre os lipidios e as
proteinas ndao serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais
dos lipidios e proteinas movam-se lateralmente no plano da membrana
(Nelson e Cox, 2000).

Estas interagbes complexas sdo a base para a ordenagdo em
dominios, formando compartimentos na membrana plasmatica, que sao
diferenciados pela distribuicdo dos lipidios e das proteinas. A membrana
plasmatica do espermatozéide é tipicamente polarizada em dominios na
cabecga, peca intermediaria e na cauda. Estas regides especializadas
diferem cada uma na composi¢cdo de suas moléculas. Por exemplo, o sub-
dominio apical na cabeca do espermatozoide, é especificamente envolvido
na ligacdo a zona pelucida do oécito enquanto a reagéo acrossomal € uma
fusdo entre as membranas plasmatica e acrossomal externa, que depende
apenas das regides sub-apicais e pré-equatoriais da célula espermatica
(Parks e Graham, 1992; Gadella et al., 1999).

As fungdes da membrana sao determinadas pelas interagdes de seus
componentes (lipidios, proteinas) e qualquer evento que altere as interacdes
entre estes componentes podera comprometer qualquer uma destas
fungdes. Embora a estrutura da bicamada seja estavel, as moléculas de
fosfolipidios e esterdis apresentam grande liberdade de movimentagao na
membrana plasmatica. A desestabilizacdo da membrana ou a sua fusao seja
ela proporcionada por eventos fisioldgicos, tais como a reagdo acrossomal
ou por rupturas causadas por estresse, requer o rearranjo dos seus
componentes que induzem a agregagdes alternativas dos lipidios da
membrana (Hammerstedt et al., 1990)

Os lipidios que compdem a membrana plasmatica dos
espermatozdoides mamiferos sao preferencialmente os insaturados que
conferem a ela uma consisténcia fluida. Seu rearranjo pode ser induzido

pelas mudancas de temperatura e pode ser causado pela afinidade dos
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lipidios a certas glicoproteinas transmembranas (Wolfe et al., 1998). Os
lipidios de membrana sao assimétricos na sua distribuicdo nas duas faces
da bicamada, embora essa assimetria ndo seja absoluta. Na membrana
plasmatica alguns lipidios sao tipicamente encontrados na face externa da
bicamada e outros na face interna, citoplasmatica. A formacdo de uma
bicamada estavel requer que os fosfolipidios sejam localizados metade na
camada interna e a outra metade na camada externa. Entretanto, cada tipo
de fosfolipidio tem uma preferéncia por uma orientagao especifica dentro da
bicamada. Alguns destes lipidios sdo agregados preferencialmente ao redor
de proteinas integrais da membrana e influenciam diretamente na fungao
destas proteinas (Hammerstedt et al., 1990; Wolfe et al., 1998; Gadella et
al., 1999).

Os lipidios com carga neutra ou positiva, tais como fosfatidilcolina e
esfingomielina preferencialmente residem na face externa da bicamada.
Fosfolipidios anibnicos tais como, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e
fosfatidilinositol tém preferéncia pela face citoplasmatica da bicamada.
Diferencas entre o tamanho da cadeia de acidos graxos, as interagbes com
o colesterol e com proteinas, também afetam as interacbes entre as duas
camadas.

O grau de fluidez da membrana depende da composicéo lipidica e da
temperatura. Em temperaturas mais baixas, ocorre pouca movimentacao
lipidica e a bicamada assume uma forma quase cristalina. Quanto maior a
proporgao dos acidos graxos saturados, maior € a temperatura de transigéo
solido-fluido da membrana (Nelson e Cox, 2000).

Quando a célula é submetida ao resfriamento, os lipidios que estao
associados as proteinas de membrana podem se agregar, desordenado o
arranjo molecular e as caracteristicas fisicas destas membranas
(Hammerstedt, et al., 1990). O resfriamento causa transicbes nos lipidios,
favorecendo a uma reducdo da fluidez da membrana e impedindo a
funcionalidade de proteinas necessarias para a integridade e metabolismo
destas membranas. Estas mudancas podem levar a perda da estabilidade
da bicamada lipidica, deformag¢des estruturais das organelas celulares e
desnaturagao de proteinas, podendo acarretar em morte celular (Oehninger
et al., 2000; Holt, 2000).
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As membranas dos espermatozodides devem resistir a uma variedade
de estresses durante a congelagao e a descongelagao, incluindo a adigéo de
crioprotetores antes da congelagdo, as mudangas no volume celular e
desidratacido devido a alta concentracao de solutos e a formacao de cristais
de gelo.

Os espermatozdides nao podem modificar ou recompor seu conteudo
lipidico por possuirem pouca capacidade de biossintese, ndo apresentando
mecanismos enddgenos para reparar os danos causados pelos processos
de criopreservacao, pois nao sao adaptados a mudancas bruscas de
temperatura (Holt, 2000).

As proteinas de membrana também s&o alteradas durante o
resfriamento, congelacdo e descongelagdo. Ollero et al. (1998), relataram
queda na motilidade e na viabilidade dos espermatozoides de touro, apos a
remocgao de proteinas da membrana pela agao de detergentes e ainda, que
a membrana plasmatica do espermatozdide apdés a descongelagéo
apresenta composicao protéica diferente daquela visto no sémen in natura.

Apds o resfriamento as proteinas integrais da membrana sao
agrupadas em consequéncia da separagao dos lipidios, alterando as
funcbes destas proteinas, principalmente daquelas que formam canais
ibnicos e daquelas que estéo relacionadas com a ligacdo do espermatozoide
a zona pelucida. Estas alteracbes parecem implicar no aumento da
permeabilidade da membrana. A regulacdo do calcio é claramente afetada
pelo resfriamento podendo impedir completamente a viabilidade celular. A
assimilacdo de calcio durante o abaixamento da temperatura induz
mudancgas na membrana, semelhantes aos processos de capacitacao dos

espermatozadides in vivo ou in vitro (Watson, 1995; Ollero et al., 1998).

Osmolaridade da célula espermatica

Quando uma solucao é submetida a temperaturas abaixo do ponto de
congelagao, cristais de gelo sao formados fora da célula, o que aumenta a
pressdo osmotica extracelular pela concentragdo de solutos na agua né&o
congelada. No caso de temperatura baixa, havera pouco liquido ndo
congelado e alta pressdo osmoética, tornando o ambiente ndo apropriado

para a célula. Como consequéncia de tudo isso deve ser utilizada uma
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rapida taxa de resfriamento entre 15 a 60 °C/minuto, o que tem sido
estabelecido empiricamente como responsavel por melhores taxas de
sobrevivéncia (Watson, 2000).

Watson (1995) propbde que o6tima taxa de resfriamento pode ser
determinada segundo a sensibilidade do espermatozdide ao estresse
osmotico. Acredita-se que o importante ndo seja a permeabilidade a agua,
mas sim a taxa de deslocamento da agua requerida pela membrana para se
adaptar a mudancga de volume e isto pode afetar as ligagbées com o cito-
esqueleto.

Fraser et al. (2001) avaliaram a relagdo entre a motilidade
espermatica de sémen de suinos e integridade de membrana seguida a
exposicao a meios anisosmoticos e constataram queda nas concentragdes
de ATP e consequente diminuicdo da motilidade espermatica sob essas
condigdes. Gao et al. (1995) também observaram diminuicdo da motilidade e
perda da integridade da membrana em espermatozoides humanos
submetidos a meios anisosmaéticos. A quantidade de ATP no sémen de
touros a fresco e apdés a criopreservagcao tem sido correlacionada
positivamente com a porcentagem de motilidade (Januskauskas e
Rodriguez-Martinez, 1999).

O limite de tolerancia osmadtica (OTL) que a célula espermatica
suporta, ou seja, o quanto a célula pode encolher ou expandir segundo as
mudancas de osmolaridade, varia entre as espécies, sendo o
espermatozoide do homem o que apresenta maior capacidade de OTL,
quando comparado aos espermatozoides de suinos, bovino e camundongo.
E possivel utilizar o OTL como limiar para determinar a quantidade e o
tempo requerido para a adicdo e a remogao do crioprotetor de modo a
manter as células dentro de sua margem de tolerancia de volume (Agca e
Crister, 2002).

Colesterol

A relacao entre niveis de colesterol da membrana plasmatica dos
espermatozdides e susceptibiidade ao choque térmico esta bem
estabelecida. Como previamente discutido, a fluidez da membrana é

dependente da relagdo de colesterol e fosfolipidios. Espécies com
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intermediario teor de colesterol, como bovinos e cordeiros, sdo altamente
susceptiveis ao choque térmico. Espermatozoides de coelho e humano séo
relativamente resistentes ao choque térmico.

O colesterol é unico em reduzir a fluidez da membrana acima da
temperatura de transicdo, mas aumenta a fluidez da membrana quando
resfria para temperatura abaixo da fase de transigdo (Rottem et al., 1973;
Cullis e Hope, 1985). Sabe-se que o colesterol altera a membrana
espermatica, protegendo a célula durante o resfriamento. Portanto, a adigao
de colesterol pode ajudar a minimizar ou eliminar a fase de transi¢do durante
o processo de resfriamento (Graham e Foote, 1987).

Perda de colesterol da membrana plasmatica de células
criopreservadas tem sido observada em suinos (50%) e garanhdes (28%)
(Cerolini et al., 2001; Moore et al., 2005). Esta perda de colesterol pode
causar uma capacitagdo pré-matura em células criopreservadas.
Capacitacdo pré-matura € uma razdo para reduzir a viabilidade de
espermatozoides criopreservados na reproducao de fémeas (Watson, 1995).
Moore et al. (2005) demonstraram que a adi¢cao de ciclodextrina carreadas
com colesterol (CCC) durante o processo de criopreservagao permitiu as
células de manter um elevado teor de colesterol. A alta concentragao de
colesterol pode impedir as células de sofrer pré maturacdo para a

capacitagcdo, aumentando a viabilidade (Moore et al., 2005).

Ciclodextrinas

Ciclodextrinas sdo agucares circulares, oligossacarideos ciclicos, que
sdo capazes de incorporar um lipidio (colesterol) no centro do circulo que
compde sua estrutura, desta forma, o colesterol € colocado em um formato
que permite prontamente a sua incorporacdo a membrana plasmatica do
espermatozoide. As ciclodextrinas sdo um preciso e conveniente método
para alterar o conteudo de colesterol da célula (Ohvo et al., 1997; Atger et
al., 1997). Complexos de drogas e ciclodextrina foram usados durante anos
na industria quimica que utiliza as ciclodextrinas como uma droga veiculo,
pois sdo amorfas, tém boa solubilidade, sao atoxica, e capazes de formar

inclusdo de complexos cristalinos com drogas (Pitha et al., 1988).
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Numa incubagao com células em cultura, a ciclodextrina transfere o
colesterol abaixo de gradiente de concentragdo, da membrana plasmatica da
célula para dentro da sua regido hidrofébica. Esta retirada de colesterol
causa alteragbes da estrutura e funcionalidade da membrana (Ohvo et al.,
1997; Atger et al.,, 1997). Quando ciclodextrinas sao incubadas com
espermatozoides, elas medeiam a remocado de colesterol que induz
capacitacédo espermatica (Choi e Toyoda, 1998; Cross, 1999; Visconti et al.,
1999). Alternativamente, se as mesmas sdo carregadas com colesterol, as
ciclodextrinas transferem colesterol abaixo de gradiente de concentragao
para a membrana plasmatica do espermatozdide, resultando num aumento
dos niveis de colesterol na membrana (Klein et al., 1995; Purdy e Graham,
2004; Moore et al., 2005).

As ciclodextrinas existem em multiplas formas, todas s&o
oligossacarideos ciclicos com outras seis (a), sete (B), ou oito (y) unidades
de glicopiranose (Choi e Toyoda, 1998; Hu et al., 2005). B-ciclodextrinas sao
heptassacarideos ciclicos com wunidades de glicopiranose ((1-4). A
superficie externa da [-ciclodextrina é hidrofilica, fazendo entao soluvel em
agua, e elas tém uma cavidade interna hidrofébica. As propriedades
hidrofébicas permitem as ciclodextrinas encapsular compostos insoluveis
hidrofébicos que se tornam soluveis em solugdes aquosas. A estrutura delas
permite encapsular moléculas naturais e sintéticas como horménios,
vitaminas e compostos lipidicos. B-ciclodextrinas tém mais alta afinidade dos
trés citados por compostos lipidicos, especialmente o colesterol (Yancey et
al., 1996; Ohvo et al., 1997; Christian et al., 1997; Choi e Toyoda, 1998;
Cross, 1999).

B-ciclodextrina tem uma maior eficiéncia de aceitar o colesterol e
aumentar a solubilidade da agua quando metilada (Yancey et al., 1996).
Metil-B-ciclodextrinas removem o colesterol mais eficazmente diminuindo a
energia de ativagao necessaria para saida de colesterol. Ciclodextrinas tém
uma diminuigcdo na energia de ativagao porque moléculas de colesterol da
membrana s&o incorporadas na ciclodextrina sem formar uma fase
intermediaria aquosa. O colesterol pode passar diretamente da membrana

plasmatica para o nucleo hidrofébico sem entrar na fase aquosa. Esta
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propriedade permite as ciclodextrinas serem eficientes doadoras e

receptores de colesterol (Christian et al., 1997; Cross, 1999).

Ciclodextrina e colesterol vs criopreservacdo espermatica

Como descrito acima, as ciclodextrinas tém sido utilizada para retirar
colesterol de varias membranas celulares e células somaticas (Kilsdonk et
al.,, 1995; Yancey et al., 1996; Christian et al., 1997), incluindo
espermatozoides (Visconti et al., 1999; Iborra et al., 2000; Shadan et al.,
2004). Combes et al. (2000) reportaram que a adicdo de CCC em
espermatozoides de garanhao resultou numa alta porcentagem de células
viaveis e moveis apos criopreservacao e descongelamento. Estes resultados
tem-se repetido em garanhdes (Moore et al., 2005), bovinos (Purdy e
Graham, 2004; Mocé e Graham, 2006; Amorim et al., 2007 e 2008b,c).

A saida de colesterol da membrana plasmatica € o passo inicial para
a capacitacao, um evento necessario para os espermatozoides adquirirem
habilidade para fertilizagdo (Langlais e Roberts, 1985; Ehrenwald et al.,
1988). Iborra et al. (2000) observaram que espermatozodides de bodes
tratados com [B-ciclodextrinas foram capazes de sofrer reagdo acrossdmica.
Espermatozoides de ratos e bovinos sofrem fosforilagdo da proteina tirosina,
um indicador da capacitacdo, quando tratados com varias ciclodextrinas
(Visconti et al, 1999). Parinaud et al. (2000) observaram que
espermatozoides de humanos incubados com 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina
tem maior afinidade de ligagcdo com zona pelucida do que espermatozoides
nao tratados. Este aumento da afinidade de ligacdo foi atribuido pelo
aumento do numero de espermatozoéides capacitados devido a saida de
colesterol da membrana plasmatica (Parinaud et al., 2000).

A ciclodextrina carregada com colesterol tem sido utilizada para
aumentar a crio-sobrevivéncia em bovinos (Purdy e Graham, 2004; Mocé e
Graham, 2006) e garanhdes (Moore et al., 2005). Purdy e Graham (2004)
reportaram que espermatozoide fresco de bovino tratado com ciclodextrina
carregada com colesterol retarda a habilidade deles sofrerem capacitagao e

reacao acrossébmica.
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AVALIACAO DO SEMEN
Motilidade espermatica e fertilidade

Diversos estudos comparam diluentes e métodos de resfriamento e
de diluicdo tendo a motilidade espermatica como principal variavel para
avaliagao da preservagao dos espermatozoides. A estimativa da motilidade
continua sendo um elemento importante na avaliacdo da fungao espermatica
(Pickett, 1993). Considerando que a motilidade € um componente
indispensavel do mecanismo de fertilizacdo, a perda irreversivel de
motilidade pode ser considerada uma perda de fungao celular. Por outro
lado, a manutencdo da motilidade ndo implica integridade celular completa
(Varner et al., 1988) e ndo tem correlacdo absoluta com a fertilidade (Pace e
Sullivan, 1975).

Alguns métodos foram descritos para estimar objetivamente a
motilidade dos espermatozoides: fotomicrografia (Van Huffel et al., 1985
citados por Keller, 1998), videomicrografia (Varner et al.,, 1991),
espectrofotometria (Jasko et al., 1989 citados por Keller, 1998) e analise
computadorizada (Amann e Pickett, 1987). O método subjetivo de exame
visual, utilizando microscopio Optico com contraste de fase e platina
aquecida, é aceitavel quando realizado por pessoa experiente (Varner et al.,
1991).

Morfologia espermatica

Quanto maior a porcentagem de células espermaticas
morfologicamente anormais, menor a fertilidade do sémen. Em particular,
células com defeitos de cabeca e acrossoma estdo associadas com
infertilidade. As caracteristicas morfolégicas do sémen suino séao
semelhantes as de outras espécies domésticas, com excegao para a gota

citoplasmatica distal, que ndo é considerada defeito (CBRA, 1998).

Testes de integridade e funcionalidade de membrana
Coloragéao supra-vital

O teste supra-vital avalia a integridade fisica da membrana, consiste
da utilizacdo de corantes derivados da fluoresceina em combinacado ou nao

com outros corantes de fundo, permitindo distinguir espermatozéides vivos
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de mortos. A agcdo de corantes, como eosina ou nigrosina, depende da
integridade da membrana espermatica de forma a impedir ou ndo a
penetracdo dos mesmos no compartimento nuclear dos espermatozodides
(Garner et al., 1986).

Teste Hiposmatico

A analise-padrao do sémen baseia-se na concentragdo, numero total
de espermatozoides, motilidade e morfologia espermatica. E possivel avaliar
a qualidade da espermatogénese por meio desses parametros, mas ha
limitacgbes quanto predizer da capacidade de fertiizacdo dos
espermatozoides (Kumi-Diaka, 1993; Correa e Zavos, 1994).

O teste hiposmotico, desenvolvido por Jeyendran et al. (1984) em
sémen humano, visa avaliar a integridade funcional da membrana
espermatica. Uma das propriedades da membrana plasmatica € sua
capacidade de permitir o transporte de moléculas seletivamente. Quando a
célula espermatica € exposta a um meio hipotdnico, ocorre a passagem de
agua pela membrana plasmatica para o interior da célula, numa tentativa de
restabelecer o equilibrio osmético entre o meio intra e extra-celular. O
aumento de volume ou “edemaciamento” do espermatozdide ¢é
particularmente visivel na cauda, pois a membrana plasmatica que a envolve
parece ser mais frouxamente aderida que a membrana que envolve a
cabeca, por isso a regiao enrola-se com facilidade. Segundo Jeyendran et al.
(1984) pode-se relacionar o enrolamento da cauda com uma boa
funcionalidade da membrana da cabega, ja que no seu trabalho houve
correlacao positiva entre caudas enroladas e penetracao do espermatozoide
em oocitos de hamster.

O meio hiposmotico ideal deve exercer estresse suficiente para
causar um aumento de volume observavel ao microscopio Optico, sem
causar a lise da membrana espermatica. A solugdo a base de frutose e
citrato de sddio a 150 mOsmol/kg resultou no niumero maximo de caudas
enroladas em amostras de sémen humano (Jeyendran et al., 1984). Correa
e Zavos (1994) testaram varias solugdes a base de frutose e citrato de sodio
com osmolaridades variando de 50 a 300 mOsmol/kg em amostras de

sémen bovino e 0 numero maximo de caudas enroladas ocorreu na solugao
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a 100 mOsmol/kg. Kumi-Diaka (1993) registrou o maximo de caudas
enroladas em sémen canino na solugdo com frutose a 60 mOsmol/kg.
Lagares (1995) testou a resisténcia osmotica dos espermatozoides de
garanhao em solugdes hiposméticas que variavam de 50 a 300 mOsmol/kg,
observando que na faixa de 50 a 100 mOsmol/L o espermatozdide eqlino
sofreu o maior estresse osmatico.

O teste hiposmoético tem sido usado para avaliar a qualidade
espermatica em humanos (Jeyendran et al., 1984 ; Fazano et al., 1993;
Engel e Petzoldt, 1994), bovinos (Correa et al., 1997), suinos (Vazquez et
al., 1997); caninos (Kumi-Diaka e Badtram, 1994); coelhos (Amorim et al.,
2008a) e equinos (Zavos, 1991; Noiles et al., 1992; Caiza de la Cueva et al.,
1997a; Caiza de la Cueva et al., 1997b).

Alguns autores relatam correlagao positiva entre a porcentagem de
espermatozoides que enrolam a cauda no teste hiposmético e motilidade
espermatica em sémen humano (Jeyendran et al., 1984), canino (Kumi-
Diaka, 1993; Kumi-Diaka e Badtram, 1994), coelhos (Amorim et al., 2008a) e
bovino (Correa e Zavos, 1994).

Correa e Zavos (1994) verificaram boa correlagao (r=0,81) entre
espermatozoides bovinos nao corados pela eosina e caudas enroladas no
HOST. Ja Kumi-Diaka e Badtram (1994) n&o obtiveram correlagdo entre
espermatozoéides ndo corados por eosina e caudas enroladas em sémen
canino. Da mesma forma, Vasquez et al. (1997) estudando o sémen suino,
verificaram diferenga significativa entre a porcentagem de espermatozoides
com cauda enrolada (61,845,2%) no HOST e a porcentagem de
espermatozoides nédo corados pela eosina (86+2,0%) ou fluorescentes pelo
diacetato de carboxifluoresceina (76,6+1,3%). Segundo esses autores, a

membrana fisicamente intacta pode n&o ser bioquimicamente funcional.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo permite analisar simultaneamente e com
precisdo muitas células em pouco tempo. Esta tecnologia imparcial e
objetiva permite analisar milhares de espermatozdides (8.000 a 20.000s™)
mostrando ser sensivel esta analise. Este método de analise é, no entanto

caro e requer um operador treinado (Graham, 2001; Gillian et al, 2005).
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A analise de espermatozéides por citometria de fluxo tem crescido e
incluiu parametros como a Vviabilidade das células, integridade do
acrossoma, funcionalidade das mitocOndrias e capacitacdo. Células viaveis
sao fluorescentemente marcadas e passam através do laser. As células que
incorporam o fluorescente sao excitadas num comprimento de onda
especifico pertinente ao fluorescente, e entdo uma emissao de fluorescéncia
é observada (Gillan et al., 2005).

A viabilidade da célula é determinada na citometria de fluxo avaliando
as células que tem uma membrana plasmatica intacta versus células que
nao tem membrana intacta. Dupla coloragdo € um método comum de avaliar
a integridade do acrossoma de espermatozoides. Na dupla coloragdo, um
corante acrossomal e um corante nuclear sdo combinados por permitir um
contraste na regido posterior da cabeca e também reduz a quantidade de
corante acrossomal levado para cima pelo nucleo (Cross e Meizel, 1989). O
método mais comum de mensurar a integridade do acrossoma com uma
planta lectina marcada por uma sonda fluorescente (Gillan et al, 2005). As
lectinas se ligam a glicoconjugados da matriz acrossomal ou a membrana
acrossomal externa para descobrir a integridade do acrossoma (Farlin et al.,
1992).

Isotiocianato de fluoresceina (FITC) € uma sonda fluorescente
geralmente utilizada que analisa o status acrossomal do espermatozéide
para muitas espécies (Cross et al., 1986; Farlin et al., 1992; Sukardi et al.,
1997; Pena et al., 1999). FITC é prendido a uma lectina, isolada da semente
de plantas que especificamente liga aos residuos de agucar (Trowbridge,
1974). Aglutinina de Pisum sativum (PSA, aglutinina da ervilha) e aglutinina
de Arachis hypogaea (PNA, aglutinina do amendoim) sdo usadas para
determinar a integridade do acrossoma (Graham, 2001). A lectina de
amendoim € um corante PNA e cora o acrossoma com uma maior
intensidade e com uma ligagdo menos especifica que outras lectinas como a
PSA (Graham, 1996).

A diferenga entre os corantes padrées (FITC-PSA e FITC-PNA) é
devido a afinidade a diferentes agucares (Trowbridge, 1974). PSA se liga
aos glicoconjugados da matriz acrossomal, e tem afinidade para as

terminagdes a-D-glicosil e residuos a-D-manosil de gliocoproteinas, se liga
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especificamente ao agucar a-manosidase e a-galactosidase encontrado no
conteudo acrossomal, na matriz acrossomal de espermatozoides
danificados, causando fluorescéncia na parte acima da cabega e no
segmento equatorial (Farlin et al., 1992; Graham, 2001). FITC-PSA marca
com sucessO O acrossoma espermatico em verde amarelado, facilita a
visualizacdo e identifica acrossomas lesados, podendo ser aplicado aos
espermatozoides bovinos (Graham et al., 1990) equinos (Arruda et al., 2003)
e suinos (Mattioli et al., 1996). PNA se tornou mais popular para avaliar a
integridade acrossomal por se ligar menos em regides nao especificas do
espermatozoide. PNA liga-se a [(-galactose da membrana acrossomal
externa e as partes danificadas do acrossoma fluorescem quando avaliada
pela citometria de fluxo (Graham, 2001).

FITC-PNA é também um corante popular devido aos multiplos corante
padrées que demonstram as varias fases do acrossoma (Graham, 2001).
FITC-PSA tem apenas dois corantes padrdes, identifica acrossoma intacto
ou danificado e é incapaz de classificar se o espermatozoide teve reacao
acrossbmica (Cheng et al.,, 1996; Kawamoto et al., 1999). FITC-PNA
identifica acrossoma intacto e reagao acrossémica. Espermatozéide com um
brilho fluorescente em cima do capus acrossomal indica acrossoma intacto,
ou vesiculacdo da membrana plasmatica ou a membrana acrossomal
externa, tendo reagao acrossdmica. Espermatozéides com fluorescéncia em
cima do segmento equatorial representam que os espermatozdides tiveram
reacao acrossOmica (Cheng et al., 1996).

Existe uma alta correlagcdo (r=0,68) para a porcentagem de células
vivas detectadas com a citometria de fluxo com a fertilidade de garanhdes,
indicando que quanto maior a viabilidade celular mais alta € a fertilidade,
além de apresentar maior crio-sobrevivéncia. O aumento da viabilidade dos
espermatozoides de garanhdes de fertilidade alta aumentara o numero de

células viaveis no local da fertilizagao (Wilhelm et al., 1996).

Ensaios de Ligacao
Zona Pelucida e Membrana Perivitelina da Gema de Ovo
A zona pelucida é uma matriz extracelular transparente que envolve o

oocito e embridao jovem. A zona pelucida (ZP) de muitas espécies de
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mamiferos esta compreendida de trés glicoproteinas: ZP1, ZP2 e ZP3. A
zona pelucida €& um receptor espécie-especifico de espermatozoides
capacitados e induz a reacdo acrossOmica. Remocdo da zona pelucida
elimina especificidade de espécies para espermatozoides e as interagdes da
zona pelucida. Ensaios in vitro com odcitos desnudados permitiram observar
a ligacao de heterologos (Sinowatz et al., 2003)

Métodos padrées de anadlises de espermatozdides utilizam a
concentragdo, motilidade e morfologia como um indicativo do potencial de
fertilidade do macho (Pantke, 1995). Embora, andlises basicas do sémen
sejam incapazes de mensurar a capacidade fecundante dos
esppermatozdides ou os eventos bioquimicos relacionados da fertilizacao.
Ensaios de ligagdo da zona pelucida in vitro podem ser utilizados como uma
ferramenta para determinar a habilidade do espermatozodide a ter reacao
acrossOmica, ligar a zona pelucida e penetrar na oolemma (Brackett et al.,
1982; Pantke et al., 1995; Carrell, 2000). Brackett et al. (1982) sugeriram que
se 0 espermatozodide ndo pode penetrar no odcito, entdo ele sera incapaz de
sofrer capacitacdo e reagao acrossOmica in vivo.

Penetracdo da zona pelucida € um método de avaliar a fungcédo do
espermatozoide em termos de capacitacdo e reacdo acrossOmica. Varias
espécies tém uma correlagdo entre ligacdo da zona pelucida e potencial
fertilizante do macho. Ensaios de ligagdo da zona pelucida de homdlogos e
heterologos tém sido incorporados em ensaios de laboratério como um
método para predizer a fertilidade em varias espécies (Brackett et al., 1982;
Fazeli et al., 1993; Pantke, 1995; Sinowatz et al., 2003; Braundmeier et al.,
2003). Ensaio in vitro em que o numero de espermatozdides que se liga a
zona pelucida apos incubagdo por um periodo de tempo tem sido
desenvolvido para espermatozdides de humanos, bovinos, suinos,
garanhdes e outras espécies. Parte das dificuldades conduzidas nestes
ensaios advem de obter suficientes nimeros de zona pelucida.

Similaridade molecular entre a zona pelicida e a membrana
perivitelina da gema de ovo de galinha permite a ligagdo dos
espermatozoides de outras espécies, incluindo espermatozoides de touro.
Ensaio de ligagdo com membrana perivitelina é simples, além de facil

obtencdao (Graham e Mocé, 2005; Amorim et al., 2007). Nestes estudos,
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espermatozoides ou criopreservados se ligam a membrana perivitelina da
gema de ovo de galinhas, mostrando que esta possui receptores onde o
espermatozoide bovino possa ligar.

Ensaio de ligagdo da zona pelucida e membrana perivitelina in vitro
devem ser utilizados para determinar as interagcdes espermatozéide com o
oocito ou membrana. Esta tecnologia pode ser utilizada para avaliar
simultaneamente os espermatozoides como um indicador da taxa de
fertilidade (Graham, 1996; Amorim et al., 2007).
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FONTE DE OLEO E NIVEIS DE SUPLEMENTACAO DE VITAMINA E NA
RACAO SOBRE A COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DE
ESPERMATOZOIDES DE SUINOS REPRODUTORES

(Oil sources and vitamin E in the diet on the fatty acid composition of boar sperm)

Elenice Andrade Moraes e Amorim, Ciro Alexandre Alves Torres
Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adigcdo de fontes de dleo e niveis de
suplementacdo de vitamina E na racdo sobre a composi¢cdo de acidos
graxos em espermatozoides de suinos. Foram utilizados 24 suinos machos
reprodutores Dalboard 85, com idades entre 12 e 18 meses, distribuidos
num delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com
duas fontes de dleo (soja e salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300
e 450 mg de vitamina E/kg). As amostras de sémen para determinagéo da
composicao de acidos graxos nos espermatozoides foram feitas na semana
0, 18, 42 72 e 102 semana. A ragdo com o6leo de salmao reduziu (P<0,05) o
teor de acidos graxos w6, especificamente do acido docosapentandico
(C22:5w6; DPA) e aumentou (P<0,05) o teor do acido docosahexanoico
(C22:6w3; DHA). Nenhuma alteragédo foi observada nos espermatozéides
dos animais tratados com 6leo de soja. Com excecgao destes acidos graxos
que apresentaram diferenga, nenhuma alteragao foi observada nos demais
acidos graxos analisados (P>0,05). O aumento do teor do acido DHA
(P<0,05) nos espermatozdides dos animais tratados com 6leo de salméao foi
de 34,67 para 45,50%, ao contrario do acido DPA, que diminuiu de 23,30
para 11,40%, considerando da 12 para a 102 semana. O teor de vitamina E
nos espermatozoéides de suinos nao foi alterado (P>0,05) em relagéo a fonte
de dleo e aos niveis de vitamina E nas ragdes. A suplementagdo com oleo
de salmdo altera a composicdo de acidos graxos da membrana de

espermatozoides de suinos reprodutores.
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Palavras-chaves: acidos graxos, cromatografia, perfil lipidico, sémen, 6leo

de salmé&o e soja, varrdes.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the addition of oil sources
and dietary vitamin E supplementation on the boar sperm fatty acid
composition. Twenty-four mature Dalboard 85 boars, of proven fertility and in
routine semen production for artificial insemination, were randomly divided, in
factorial arrangement 2 X 3, with two oil sources (soy and salmon) and three
levels of antioxidants (150, 300 and 450 vitamin E mg/kg). The sperm
samples for fatty acid composition determintation in spermatozoa were
realize in the weeks 0, 12, 42, 72 and 102. The dietary supplementation with
salmon oil reduced (P<0.05) the proportion of w6 fatty acid, specifically of
docosapentaenoic acid (22:5w6; DPA) and it increased (P<0.05) the
proportion of docosahexanoic acid (22:6w3; DHA). No alteration was
observed in the sperm of the animals treated with soy oil (P<0.05). Except for
these fatty acids, no other difference was observed (P>0.05). The DHA
increased level (P<0.05) in the sperm of salmon oil treated was from 34.67 to
45.5%, and DPA decreased from 23.3 to 11.4%, from first to 10 week. The
boar sperm vitamin level did not change (P>0.05) by the treatments. The
fatty acid composition of the boar spermatozoa membranes was changed by

salmon oil supplementation.

Keywords: fatty acid, chromatography, lipid composition, semen, salmon

and soy oil, boars, alpha-tocopherol.

INTRODUCAO

Os o6rgaos reprodutivos dos machos sao influenciados pelos niveis de
acidos graxos essenciais da dieta (Leathem, 1970). O significado fisiologico
dos acidos graxos no metabolismo dos espermatozoides esta relacionado a
dois aspectos: fontes de substratos enddégenos para metabolismo oxidativo,
podendo elevar a capacidade de sobrevivéncia nos orgados reprodutivos
masculino e feminino; e fazer parte da constituicdo dos fosfolipidios,

podendo influenciar nas propriedades funcionais das membranas bioldgicas.
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A maioria das células degrada e substitui continuamente os lipideos de sua
membrana (Lehninger et al. 1995) que s&o oxidados para produgdo de
energia (Mann, 1964).

Os fosfolipidios dos espermatozdides de mamiferos tém uma
composi¢cao de acidos graxos caracteristica, sendo uma concentragao
elevada de acidos graxos altamente poliinsaturados de cadeia longa. Em
muitos mamiferos, o acido docosahexandico (DHA) & o acido graxo
poliinsaturado (PUFA) mais dominante, como um importante componente da
membrana espermatica (Penny et al., 2001).

Os lipideos também sdo componentes celulares de membranas
biolégicas, e os principais componentes lipidicos dos espermatozoides, que
contém grande quantidade de PUFAs (Scott, 1973). Os PUFAs da série
Omega 3 (w3) e 6mega 6 (wW6) sdo acidos graxos essenciais, visto que, nao
podem ser sintetizados pelos animais e precisam ser fornecidos pela ragao.
Com relagao a constituicdo da membrana celular, o aumento na proporgao
de PUFA nos espermatozéides, durante sua maturagao no epididimo, pode
ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas da membrana.
Desse modo, a inclusdo de 6leos na ragao pode modificar o perfil de acidos
graxos dos espermatozodides (Scott, 1973). Mas apesar dos efeitos benéficos
dos acidos graxos w3, altas concentragdes de PUFAs dentro das fragdes
lipidicas dos espermatozoides torna-os altamente susceptiveis a
peroxidagao com consequente risco de danos a estrutura celular (Niki et al.,
1993). Portanto, é necessario um sistema antioxidante para protegé-los
contra danos peroxidativos (Aitken, 1994). Objetivou-se avaliar o efeito da
adicao de diferentes fontes de 6leo e niveis de suplementacao de vitamina E
sobre a composicdo de acidos graxos em espermatozoides de suinos

machos reprodutores.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O experimento foi conduzido de setembro de 2005 a janeiro de 2006,
a 27°00'30” de latitude sul e 51°09'06” de longitude oeste, altitude média de
750 m, clima Cfa, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger (verao quente)

com temperatura média anual de 17 °C e precipitacao pluviométrica média

58



anual de 1.800 mm, nas dependéncias do Centro de Difusdo Genética da
Perdigdo Agroindustrial S/A (Videira/SC).

Analises para determinagdo da composi¢cao dos acidos graxos foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia

da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte/MG).

Animais e manejo

Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores Dalboard 85, com
idades de 12 a 18 meses, alojados em baias individuais com agua ad libitum
e suplementagao concentrada diaria, segundo exigéncias estabelecidas pelo
NRC (1998).

Os animais foram distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas fontes de déleo (soja e
salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg
de ragdo), durante um periodo experimental de 10 semanas. Foram
adicionados 3,5% de dleo, independente da fonte utilizada. A composicéo
centesimal foi baseada nas exigéncias nutricionais do NRC (1998) que se

encontra na Tabela 1.

Coleta e avaliacdo do sémen

Antes de cada coleta foi realizada a higienizagdo externa do prepucio
com agua e sabao neutro e interna com solucao fisiolégica, para evitar
possiveis contaminag¢des do sémen.

As amostras de sémen coletadas para determinacdo do teor de
acidos graxos nos espermatozoéides de suinos foram realizadas na primeira,
quarta, sétima e décima semana, sendo uma coleta por macho, pelo método
da mao enluvada (King e Macpherson, 1973), em sala apropriada com um
manequim. O sémen foi coletado em copo plastico de 700 mL contido em
um copo térmico, com agua previamente aquecida a 37 °C. Imediatamente,
apos a coleta do sémen, o ejaculado foi analisado quanto a sua motilidade e

vigor espermatico, conforme normas do CBRA (1998).
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Tabela 1 — Composi¢ao centesimal da racdo experimental disponibilizada

para reprodutores suinos

Ingredientes Quantidade (kg)
Milho 66,05
Farelo de Soja 19,40
Casca de Soja 7,38
Oleo' 3,50
Foscalcio 1,63
Calcario 0,87
Sal 0,45
Premix Vitamina e Mineral® 0,40
Adsorvente Mycofix 0,20
Lisina 0,13
Total 100,00
Composicéao calculada

Matéria seca (%) 87,53
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.555
Proteina bruta (%) 17,3
Fibra (%) 4,60
Célcio (%) 0,79
Fosforo disponivel (%) 0,45
Gordura (%) 6,59
Metionina (%) 0,237
Metionina + Cistina (%) 0,503
Lisina (%) 0,799

'Oleos de soja e salméo foram adicionados na mesma proporcao.

Premix vitaminico e mineral suino reproducao 0,4% (Perdigao S/A).

Determinacéo de acidos graxos e vitamina E

Nos oleos e racdes

Os acidos graxos presentes nos 6leos e ragdes foram extraidos pela
técnica preconizadas por Folch et al. (1957) e a composicdo de acidos
graxos identificados nos 6leos e ragdes foi determinada por cromatografia

gasosa segundo Firestone (1998). As amostras foram transmetiladas com
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base na metodologia de Hartman e Lago (1973), que consiste de
saponificagdo e conversdo dos acidos graxos em eésteres metilicos. Foi
utilizado um cromatégrafo gasoso (Pye Unicam PU 4550, Philips), equipado
com detector por ionizagdo em chama, injetor split vazao de 100:1; coluna
capilar de silica fundida, 50 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno, com 0,2 mm de polietileno glicol (CP-Sil 88, Chrompack WCOT,
Holanda), acoplado a um software (Borwin, JMBS Developments). As
condigbes cromatograficas foram: temperatura da coluna, 180 °C
(isotérmica); gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 2,0 mL/min e
temperatura do detector de 300 °C e do injetor de 270°C. A identificacdo dos
acidos graxos foi feita por comparagao dos tempos de retencdo dos padroes
de ésteres metilicos com os da amostra, e a quantificacdo feita por
normalizacao.

A metodologia utilizada para determinagao do conteudo de vitamina E
nas diversas fontes de Oleo e ragdes experimentais foi proposta por
Brubacher et al. (1985).

Nos espermatozoides

A avaliagdo do perfil de acidos graxos e teor de vitamina E nos
espermatozoides foram realizados na 12, 42, 72 e 102 semana do periodo
experimental. A determinagéo dos diversos acidos graxos foi feita a partir de
um total de 96 amostras distribuidas entre os tratamentos.

O protocolo utilizado no preparo do sémen para extracdo de acidos
graxos foi descrito por Rooke et al. (2001). Consistiu da retirada de 20 mL da
fracdo rica em espermatozdide do ejaculado. Os espermatozoéides foram
separados do plasma seminal por centrifugacao a 700 g por 20 minutos.
Depois foram re-suspendidos em igual volume (1:1) de solugdo de NaCl
0,9% e novamente centrifugado. Este processo foi repetido duas vezes. O
plasma seminal foi descartado. Os espermatozoides foram estocados a
temperatura de -20 °C para posterior analise.

Para analise do perfil de acidos graxos foi utilizado o protocolo
recomendado por Blesbois et al. (1997). Consistiu de um rapido
descongelamento e posterior extracdo de lipideos presentes nas amostras

de espermatozoides, com utilizagdo de cloroférmio/metanol (2:1, v/iv). A

61



técnica adotada quanto a extracao e a esterificagdo dos lipideos foi descrita
por Hulan et al. (1989). Ap6s sua obtencdo os ésteres de acidos graxos
foram analisados em um cromatografo gasoso GC-17A Shimadzu, dotado de
detector de ionizagdo em chama de injegdo automatico, coluna capilar
(Carbowax), sendo utilizado H, como gas de arraste. Os calculos foram
feitos por integragdo com um computador ligado ao detector. Os picos dos
acidos graxos foram identificados pela comparagdo com um padré&o.

O teor de vitamina E presente nos espermatozéides foi mensurado

segundo a metodologia proposta por Ueda e Igarashi (1990) e expressa em

ppm.

Analises estatisticas

As analises dos parametros avaliados foram realizadas com utilizagao
do programa SAEG (UFV, 1997). As variaveis foram submetidas aos testes
de normalidade e homocedacidade. Posteriormente, foram submetidas a
analise de variancia dos dados e utilizadas o teste de Student Newman-
Keuls (SNK) para comparagao de médias entre as fontes de 6leo, com nivel
de significancia de 5% e andlise de regressdo para o0s niveis de
antioxidantes usados. Quando houve interacado foi determinado o efeito do

nivel de antioxidante dentro de cada fonte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao dos principais acidos graxos identificados nos 6leos e
nas ragcoes podem ser observados, respectivamente, nas Tabelas 2 e 3.

Nenhum efeito dos niveis de vitamina E e de sua interacdo com a
fonte de 6leo foi observado (P>0,05).

O oleo de salmao apresentou o teor de acidos graxos poliinsaturados
de 49,34%, dos quais 37,14% (Tabela 2) foram representados pelo acido
graxos alfa-linolénico (5,36%, C18:2w3) e derivados, eicosapentandico
(10,0%, EPA; C20:5w3) docosapentandico (4,99%, DPA; C22:5w3) e
docosahexanoico (16,79%, DHA; C22:6w3). O dleo de soja e a respectiva

ragao nao apresentaram acidos graxos EPA, DPA e DHA da série 6mega 3.
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Tabela 2 — Composicao de &cidos graxos (%) identificados nos 6leos
adicionados as ragdes experimentais disponibilizadas para

reprodutores suinos

Oleos

Acidos Graxos Soja (%) Salmao (%)
C14:0 (Ac. Miristico) ND 4,21
C16:0 (Ac. Palmitico) 10,93 15,94
C16:1 (Ac. Palmitoléico) 0,07 5,33
C18:0 (Ac. Estearico) 5,67 4,85
C18:1w9 (Ac. Oléico) 24,44 18,99
C18:2w6 (Ac. Linoléico) 52,65 12,2
C18:3w3 (Ac. Linolénico) 6,90 5,36
C20:0 (Ac. Araquidico) 0,59 0,01
C20:4w9 (Ac. Araquidénico) ND ND
C20:5w3 (EPA) ND 10,0
C22:1w9 (Ac. Erucico) 0,01 1,97
C22:5w3 (DPA) ND 4,99
C22:6w3 (DHA) ND 16,79
Saturados 17,19 25,01
Monoinsaturados 24,52 26,29
Poliinsaturados 59,55 49,34
Omega 6 52,65 12,20
Omega 3 6,90 37,14
Omega 6:0mega 3 7,63 0,33
Insaturados:Saturados (I:S) 4,89 3,02

ND = nao detectado.
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Tabela 3 — Composicao de acidos graxos (%) identificados nas ragdes

experimentais disponibilizadas para reprodutores suinos

Racodes com 6leos

Acidos Graxos Soja (%) Salmao (%)
C14:0 (Ac. Miristico) ND 2,54
C16:0 (Ac. Palmitico) 13,1 16,54
C16:1 (Ac. Palmitoléico) 0,21 3,06
C18:0 (Ac. Estearico) 5,22 4,39
C18:1w9 (Ac. Oléico) 28,74 26,81
C18:2w6 (Ac. Linoléico) 46,8 31,03
C18:3w3 (Ac. Linolénico) 5,33 1,89
C20:0 (Ac. Araquidico) 1,89 0,46
C20:4w9 (Ac. Araquiddnico) 0,35 0,23
C20:5w3 (EPA) ND 4,86
C22:1w9 (Ac. Erucico) 0,37 0,3
C22:5w3 (DPA) ND 2,28
C22:6w3 (DHA) ND 7,63
Saturados 20,19 23,93
Monoinsaturados 29,32 30,17
Poliinsaturados 52,48 47,92
Omega 6 4715 31,27
Omega 3 5,33 16,65
Omega 6:0mega 3 8,85 1,88
Insaturados:Saturados (I:S) 4,05 3,26

ND = nao detectado.

Os valores de vitamina E analisados nos Oleos e nas racdes
experimentais podem ser observados nas Tabelas 4 e 5. Os acidos graxos
poliinsaturados necessitam de uma protecdao oxidante para o melhor

resultado quanto as suas fungdes metabdlicas especificas.
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Tabela 4 — Concentragao de vitamina E (%) identificados nos 6leos utilizados

nas ragdes experimentais disponibilizadas para reprodutores

suinos
Fontes de dleo
Soja Salmao
Alfa-tocoferol (mg/100g) 14,31 9,98
Beta-tocoferol (mg/100g) ND < 0,01 1,87
Gama-tocoferol (mg/100g) 56,77 59,78
Delta-tocoferol (mg/100g) 13,11 15,06
Tocoferol total (mg/100g) 84,19 86,69
Vitamina E (U1/100g) 25 19

ND = nao detectado.

Tabela 5 — Concentragado de vitamina E (mg/kg) identificados nas racgdes

experimentais

Ragbes experimentais Niveis de vitamina E (mg/kg)

150 300 450
Dieta base + Soja 149,9 300,1 398,6
Dieta base + Salméo 150,1 302,0 397,3

Composicao de acidos graxos identificados nos espermatozéides

A suplementagao com 6leo de salmao alterou (P<0,05) a composigao
de acidos graxos da membrana de espermatozoides de suinos reprodutores
(Tabela 6). Similar as pesquisas que descrevem a composi¢cao de acido
graxos da membrana de espermatozodides de suinos (Johnson et al., 1969;
Nikolopoulou et al., 1985; Poulos et al, 1986). Entretanto, o estudo da fragcéao
rica em espermatozoides do sémen suino foi avaliado por outros (Johnson
et. al., 1972; Paulenz et al., 1995 e 1999; Strzezek et al., 2004).
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Tabela 6 — Fontes de 6leo e niveis de suplementacio de vitamina E sobre a

composicdo de &cidos graxos (%) de espermatozéides de

suinos

Fontes de dleo Nivel de Vitamina E (mg/kg)

150 300 450 Média CV (%)

C18:1w9 — Acido Oléico
Soja 17,17 17,15 17,15 17,16
Salméo 17,2 17,17 17,17 17,18
Média 17,18 17,16 17,16 37,5
C18:2w6 Acido Linoléico
Soja 2,75 3,75 5,82 4,11
Salméo 2,57 2,77 5,52 3,42
Média 2,66 3,26 5,67 17,9
C18:3w3 - Acido Linolénico
Soja 3,8 3,25 3,25 3,43
Salmao 3,75 3,25 3,18 3,39
Média 3,77 3,25 3,21 47,5
C20:4w6 - Acido Araquidénico
Soja 10,75 10,55 10,0 10,43
Salmao 9,50 9,55 9,40 9,48
Média 10,15 10,05 9,7 44,2
C22:5w6 — Docosapentanoico (DPA)
Soja 24,85 25,03 24,85 24,912
Salmé&o 17,94 17,56 17,46 17,65°
Média 21,40 21,30 21,16 19,6
C22:6w3 — Acido Docosahexansico (DHA)
Soja 31,70 33,37 31,32 32,13°
Salméo 38,25 42,25 41,37 40,62°
Média 34,97 37,81 36,35 19,7
Acidos Graxos Saturados
Soja 61,70 63,37 64,32 63,13
Salméo 48,55 50,50 47,75 48,93
Média 55,12 56,93 56,03 27,4
Relagao w6:w3

Soja 0,87 0,85 0,91 0,872
Salmao 0,60 0,55 0,55 0,57°
Média 0,73 0,70 0,73 15,9

?PMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).
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Foram avaliados os seguintes acidos graxos nos espermatozoides:
oléico, linoléico, linolénico, araquidénico, DPA e DHA. Os acidos graxos
poliinsaturados da série w3 nao foram identificados no dleo de soja,
provavelmente em fungao de sua baixa concentragdo. De acordo com Penny
et al (2000) os principais acidos graxos presentes nos espermatozéides de
suinos sao C18:2w6, C20:4w6, C22:4w6, C22:5w6 (DPA) e C22:6w3 (DHA),
sendo estes dois ultimos em maior porcentagem que os demais.

A composigdo de acidos graxos dos espermatozdides de suinos
foram similares aos reportados em estudos anteriores em suinos (Paulenz et
al., 1995; 1999; Rooke et al. 2001), com aumento na propor¢cao de DHA e
reducdo de DPA (Tabela 6). Nestes estudos, os espermatozoides de suinos
incorporaram mais DHA que DPA, e isto pode ser em fungcdo de duas
razoes: primeiramente, o DHA pode ter uma importancia especial para as
funcdes dos espermatozoides e o tecido testicular pode portanto ter uma alta
afinidade pelo DHA. Em segundo, o tecido testicular pode ter um
requerimento mais alto para PUFAs. Desde que a dieta contenha alta
quantidade de DHA, a necessidade € coberta pelo acido graxo, sendo
facilmente disponibilizado (Spector e Moore, 1996 citados por Paulenz et al.,
1999).

Dentro das semanas avaliadas, constatou-se a redugéo (P<0,05) do
teor de DPA para os animais tratados com 6leo de salm&o, enquanto que
para DHA houve um aumento na composicédo (P<0,05) quando comparado
com o 6leo de soja. Com excecgado do teor de DPA e DHA que alteraram
quando foi utilizado 6leo de soja e salméo (P<0,05), o uso destes 6leos na
racado nao alterou (P>0,05) o teor dos outros acidos graxos observados. O
aumento do teor do acido DHA (P<0,05) nos espermatozoéides dos animais
tratados com 6leo de salmao foi de 34,67 para 45,50%, ao contrario do acido
DPA, que diminuiu de 23,36 para 11,39% (Figura 1), considerando da 12
para a 102 semana.

Comportamento semelhantes para ambos &acidos graxos foram
reportados em varias pesquisas onde se estudou a composicdo de acido
graxos em espermatozdides de suinos apds a suplementagdo da dieta com
fontes ricas em &acidos graxos w3, tais como, 6leo de figado de bacalhau
(Paulenz et al., 1995 e 1999), d6leo de atum (Rooke et al., 2001),
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PROSPERMP® (dleo de peixe; Strzezek et al., 2004) e 6leo de peixe (Silva et
al., 2005).

Variagdes entre os estudos na quantidade dos acidos graxos DHA e
DPA, tem sido observados em espermatozéides de suinos em funcédo da
dieta: 23 e 34% (Johnson et al., 1972), 29 e 11% (Paulenz et al., 1995), 41 e
13% (Rooke et al., 2001). A idade e a dieta dos varrées, quando o sémen foi
utilizado, podem ser importantes fatores que influenciam a composicao de
fosfolipidios da membrana espermatica. Mudancas na composi¢cao de
lipidios dos espermatozdides relacionado a idade foi observado em galos
(Kelso et al., 1997b) e bovinos (Kelso et al., 1997a). Entretanto, no presente
estudo, a relacdo inversa entre as propor¢des de DHA e DPA nos acidos
graxos dos espermatozoides no inicio do experimento ndo foi relacionado
com a idade dos varrbes (P>0,05). Quanto a deposi¢cao do tipo de acido
graxo nos espermatozodides, sabe-se que a manutengdo de uma relagao
balanceada w6:w3, na ragado, evita a supressao do metabolismo de uma
série w por outra série.

O 4&cido eicosapentandico (20:5w3; EPA) néo foi encontrado na
composicao de acidos graxos dos espermatozdides, em nenhum dos
tratamentos. Esta auséncia de EPA, embora o o6leo de salm&o tenha
apresentado conteudo alto de EPA, corrobora com os resultados reportados
por Johnson et al. (1972), Paulenz et al. (1995 e 1999), sendo dificil de
interpretar. Pode ser o resultado da existéncia da barreira hemato-testicular
(Ganong, 1993), embora seja quase impossivel esta barreira impedir a
passagem de um unico acido graxo. Outra explicagdo possivel seria que o
EPA é completamente metabolizavel durante a maturacido espermatica na
rede testicular.

Como n&o houve efeito na composicdo de acidos graxos dos
espermatozoides com relagdo a fonte de 6leo de soja e ao nivel de
suplementacao de vitamina E, avaliou-se o teor dos acidos graxos DPA e
DHA para os animais antes (semana 0) e apds receberem a dieta com 6leo

de salmao na 12, 42, 72 e 102 semana (Figura 1).
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Figura 1 — Teor de acidos graxos DPA e DHA (%) em espermatozoides de
suinos antes (semana 0) e apds suplementagdao com o6leo de

salmao na racao de suinos machos reprodutores. ***#°p<0,05.

Foi avaliada a correlagdo do conteudo de DHA e DPA na membrana
dos espermatozdides de suinos suplementados com oleo de salmao, e
verificou-se uma correlagdo negativa de r = -0,83. O que foi constatado na
Figura 1, onde a redugéo (P<0,05) no teor de DPA nos espermatozoides e
aumento (P<0,05) no teor de DHA. O teor de DHA aumentou (P<0,05) nos
espermatozoides tratados com 6leo de salmao de 30,33 para 45,50%, ao
contrario do DPA, que reduziu de 19,69 para 11,39% (Figura 1). Estes
resultados corroboram aos reportados por Paulenz et al. (1995 e 1999; 6leo
de figado de bacalhau), Cerolini et al. (2001; PROSPERM®), Rooke et al.
(2001; 6leo de atum), e Silva et al. (2005; PUFA e d6leo de peixe) apos

suplementarem as dietas de varrdes com fontes ricas de acido graxo w3.
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De acordo com Rooke et al. (2001), mudancas na composi¢cao de
acidos graxos em resposta a suplementagao na dieta com 6leo de salmao,
envolvendo principalmente a substituigdo de DPA por DHA na membrana
espermatica, provavelmente envolve mudangas nos acidos graxos
esterificados da posicao 2 de ambos acidos graxos ligados a éter e ésteres.
Esta relacdo muito préxima entre DPA e DHA é constatada pela alta

correlagao inversa entre as proporgdes destes dois acidos graxos (P<0,05).

Teor de vitamina E nos espermatozoéides
Nao foi observado efeito (P>0,05) da interagao entre a fonte de 6leo e
niveis de vitamina E sobre o teor de vitamina E nos espermatozodides de

suinos (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentragcdo de vitamina E nos espermatozdéides de suinos
suplementados com diferentes fontes de d6leo e niveis de

suplementacao de vitamina E

Fonte de dleo Niveis de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
TEOR DE VITAMINA E (ppm)
Soja 7,50 8,75 10,50 8,92
Salmao 6,25 8,00 11,50 8,58
Média 6,87 8,37 11,00 57,50

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

CONCLUSAO
Apenas a adi¢cao de 6leo de salmao na ragao de suinos reprodutores
promoveu alteracdo da composicdo de acidos graxos da membrana

espermatica.
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FONTE DE OLEO E NIVEIS DE SUPLEMENTACAO DE VITAMINA E NA
RACAO SOBRE AS CARACTERISTICAS FiSICAS E MORFOLOGICAS
DO SEMEN IN NATURA DE SUINOS REPRODUTORES

(Oil sources and vitamin E in the diet on the physics and morphologic characteristics of raw

boar semen)

Elenice Andrade Moraes e Amorim, Ciro Alexandre Alves Torres
Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
36570-000, Brasil

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de diferentes fontes de dleo e
niveis de suplementacao de vitamina E na ragcédo sobre as caracteristicas do
sémen in natura de suinos reprodutores. Foram utilizados 24 suinos machos
reprodutores Dalboard 85, com idades entre 12 e 18 meses, distribuidos
num delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com
duas fontes de 6leo (soja e salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300
e 450 mg de vitamina E/kg). O volume, motilidade espermatica total, HOST,
porcentagem de espermatozoéides vivos e morfologia espermatica néo
diferiram (P>0,05) entre os tratamentos. Houve efeito do dleo de salmao
(P<0,05) sobre o vigor espermatico. O nivel de vitamina E adicionado na
racgao influenciou (P<0,05) a concentragcdo espermatica, no entanto, nao foi
observada diferenca entre as fontes de d6leo (P>0,05). Os animais tratados
com Oleo de salmao apresentaram menor (P<0,05) concentracédo de
antioxidantes totais no sémen que os animais tratados com 6leo de soja.
Efeito linear da vitamina E na concentracdo de antioxidantes totais foi
observado (P<0,05). A fonte de éleo da ragéo influencia o vigor espermatico
e a concentracdo de antioxidantes totais no sémen. A concentracio

espermatica foi influenciada apenas pelo nivel de vitamina E na racao.

Palavras-chaves: acidos graxos, antioxidantes, sémen, varrées
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the addition of oil sources
and dietary vitamin E supplementation physics and morphologic
characteristics of raw boar sperm. Twenty-four mature Dalboard 85 boars, of
proven fertility and in routine semen production for artificial insemination,
were randomly divided, in factorial arrangement 2 X 3, with two oil sources
(soy and salmon) and three antioxidants levels (150, 300 and 450 vitamin E
mg/kg). The volume, total motile sperm, HOST, percentage of live cells and
morphology did not differ (P<0.05) between the animals from treatments. The
sperm vigor was affected by salmon oil (P<0.05). The vitamin E level added
to the diet changed (P<0.05) the sperm concentration, however, no
difference was observed between the oil sources (P>0.05). Salmon oll
treatment showed the smallest (P<0.05) concentration of total antioxidants in
the semen. Vitamin E and concentration of total antioxidant showed a linear
effect (P<0.05). The semen vigor and concentration of total antioxidants were
affected by oil sources, but the sperm concentration was dependent on the

levels of vitamin E.

Keywords: fatty acid, total antioxidant, semen, boars

INTRODUCAO

Na membrana das células, os acidos graxos sao elementos
estruturais e compostos bioativos. Em muitas espécies, os fosfolipidios sdo
os principais componentes lipidicos dos espermatozodides, caracterizados
por conterem grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados. Em
alguns mamiferos, o acido docosahexandico € o acido graxo poliinsaturado
dominante, embora, em outras espécies o acido docosapentandico € o
principal componente da membrana espermatica (Penny et al., 2001). Com
relagdo a constituicio da membrana celular, o0 aumento na propor¢cao de
poliinsaturados nos espermatozoides, durante sua fase de maturagdo no
epididimo, pode ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas
da membrana. Desse modo, a inclusdo de 6leos na racdo pode modificar o
perfil de acidos graxos dos espermatozoides e, consequentemente, melhorar

a qualidade espermatica (Scott, 1973). Os acidos graxos poliinsaturados da
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série 6mega 3 (w3) predominam nos fosfolipidios das membranas celulares
cuja permeabilidade e a flexibilidade deles dependem (Sirri et al. 1995).
Apesar dos efeitos benéficos dos acidos graxos w3, a presencga de
altas concentragcbes de acidos graxos poliinsaturados dentro das fragoes
lipidicas dos espermatozoides torna-os altamente susceptiveis a
peroxidagdo com consequente risco de danos a estrutura celular (Niki et al.,
1993). Portanto, ha necessidade de um sistema antioxidante para protegé-
los contra danos peroxidativos e wuma possivel disfuncdo dos
espermatozoides (Cecil e Bakst, 1993; Aitken, 1994). Acredita-se que os
danos causados pela peroxidagao dos lipideos dos espermatozdides seja a
principal causa de sub-fertilidade dos machos (Hammerstedt, 1993). Assim,
objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fontes de dleo e niveis de
suplementacao de vitamina E sobre as caracteristicas do sémen in natura de

suinos reprodutores.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O experimento foi conduzido de setembro de 2005 a janeiro de 2006,
a 27°00'30” de latitude sul e 51°09'06” de longitude oeste, altitude média de
750 m, clima Cfa, segundo a classificagao de Koppen-Geiger (verdo quente)
com temperatura média anual de 17 °C e precipitacao pluviométrica média
anual de 1.800 mm, nas dependéncias do Centro de Difusdo Genética
(CDG) da Perdigao Agroindustrial S/A (Videira/SC).

As analises do sémen in natura foram realizadas no Laboratério do
CDG.

Animais e manejo

Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores Dalboard 85 de
fertilidade conhecida, com idades entre 12 e 18 meses, alojados em baias
individuais com agua ad libitum e suplementacdo concentrada diaria,
segundo as exigéncias estabelecidas pelo NRC (1998).

Os animais foram distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas fontes de déleo (soja e

salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg
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de racado), durante um periodo experimental de 10 semanas. Foram
adicionados 3,5% de dleo, independente da fonte utilizada. A composicao
centesimal foi baseada nas exigéncias nutricionais do NRC (1998) que se

encontra na Tabela 1, do capitulo 1.

Determinacgédo de &cidos graxos e vitamina E
Nos 6leos, racbes e espermatozdides

A extracdo de lipidios, a identificacdo da composicdo de acidos
graxos e a quantificacdo do teor de vitamina E nos dOleos e ragdes, bem
como nos espermatozoides foram baseadas na metodologia descrita no

capitulo 1.

Coleta e avaliacdo do sémen in natura

Antes de cada coleta foi realizada a higienizagdo externa do prepucio
com agua e sabdo neutro e a interna com solugéo fisioldgica, para evitar
possiveis contaminagdes do sémen.

As amostras de sémen foram coletadas, semanalmente (1
coleta/macho/semana), pelo método da méao enluvada (King e Macpherson,
1973), em sala apropriada com um manequim. O sémen foi coletado em
copo plastico de 700 mL contido em um copo térmico, com &agua
previamente aquecida a 37 °C.

Imediatamente apds a coleta do sémen o ejaculado foi analisado
quanto ao seu volume (mL), concentracdo espermatica (x10%/mL), motilidade
espermatica total, vigor espermatico, porcentagem de espermatozoéides
vivos e mortos, morfologia espermatica e teste hiposmaético, conforme
normas do CBRA (1998).

Volume

O volume espermatico foi determinado por meio da pesagem (1 mL
do ejaculado pesa aproximadamente 1g) no copo coletor, sendo acoplado
em sua extremidade uma gase (4 dobras) para a filtragem do ejaculado,

separando o gel.
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Concentracao espermatica

A concentragdo espermatica foi determinada pelo aparelho
espectrofotdmetro SpermaCue® da MINITUB do Brasil Ltda, que utiliza um
filtro de 570 nm para medir o grau de opacidade da amostra e também foi
desenvolvido para determinar a densidade espermatica dos ejaculados. Para
a analise, 20 yL da amostra do sémen foram retirada e colocada na micro-
cuveta que possui a superficie interna revestida com um reagente seco, e a
contagem realizada pelo numero de células por unidade de volume estimado
pela opacidade do ejaculado, a qual foi medido pela porcentagem de

transmissao ou absorbancia da amostra.

Motilidade espermatica total

A avaliacdo da motilidade total dos espermatozdides foi expressa em
porcentagem, e examinada em microscopia de contraste de fase em
aumento de 200x, utilizando uma aliquota de 10 pL de sémen, depositada

entre lamina e laminula, ambas mantidas a 37 °C.

Vigor espermaético

O vigor espermatico, que € caracterizado pela intensidade da
velocidade do movimento dos espermatozdides, foi avaliado em microscopia
Optica de contraste de fase, em aumento de 200x. O vigor foi classificado de
acordo com Ferreira Neto et al. (1977), variando de zero (0) a cinco (5),
sendo o escore 0 equivalente a total imobilidade espermatica e o escore 5, a

movimentagao intensa, vigorosa, progressiva e com formagao de ondas.

Coloracao eosina-nigrosina

A coloragdo foi realizada imediatamente apos a coleta. Foram
misturadas sete gotas de corante eosina-nigrosina com trés gotas de sémen
in natura em um tubo pequeno (Murgas et al., 2001). O esfregaco foi feito
em lamina aquecida e examinado em microscopio de 400x para identificar os
espermatozoides vivos (aparecendo sem coloragdo) e os mortos que
absorveram o corante e se tornaram vermelhos, segundo metodologia de
Barth e Oko (1989). Foram contadas 100 células espermaticas de cada

amostra.
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Morfologia esperméatica

Para a avaliagcdo da morfologia espermatica utilizou-se a técnica de
preparacdo umida. Aliquotas de 10 uL de sémen foi adicionado em 1 mL de
formol-salino tamponado e estocado a temperatura ambiente até analises.
Foram contadas 100 células no microscopio 6ptico de contraste de fase no
aumento de 1000x para a determinacdo do percentual de anormalidades
espermaticas classificadas segundo CBRA (1998) dividindo as

anormalidades em defeitos maiores e menores.

Teste hiposmébtico (HOST)

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada no sémen in
natura, conforme a técnica da preparacido umida. Na solucdo a base de
citrato de sodio e frutose (0,9 mL) com osmolaridade de 150 mOsmol/L
(Vazquez et al., 1997) foi adicionado 10 uL de sémen diluido, e incubado por
30 minutos, em banho-maria a 37 °C. Apds esse periodo, aliquotas de 15 uL
da mistura foram colocadas entre lamina e laminula, para a contagem de
100 células de cada solugdo em microscopia de contraste de fase com
aumento de 400x. As células foram classificadas quanto a presenca ou nao

da cauda enrolada, segundo descrito por Kumi-Diaka (1993).

Determinacéo da concentracao de antioxidantes totais

A avaliacdo in vitro da concentragao de antioxidantes totais (AOT) no
sémen foi feita em ejaculados de suinos na 12 42 72 e 102 semanas,
utilizando kits apropriados (Randox Limited, Crumlin). O principio da analise
foi: ABTS O (2,2- Azino-di-[3-etilbenzotiazolina sulfonato]) é incubado com a
peroxidase (metamioglobina) e H,O, para produzir o radical cation ABTS ©*.
Este radical representa uma coloragao verde-azulada relativamente estavel,
mensurada em espectrofotdmetro num comprimento de onda de 600 nm. A
presenca de antioxidantes na amostra produz uma supressdo desta
coloracéo, que é proporcional a AOT (Zanini, 2001b). Foram avaliadas 100

amostras, distribuidas entre os varios tratamentos.
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Andlises estatitsticas

As analises dos parametros avaliados foram realizadas com utilizagao
do programa SAEG (UFV, 1997). As variaveis foram submetidas aos testes
de normalidade e homocedacidade. Posteriormente, foram submetidas a
analise de variancia dos dados e utilizadas o teste de Student Newman-
Keuls (SNK) para comparagao de meédias entre as fontes de 6leo, com nivel
de significancia de 5% e analise de regressdao para os niveis de
antioxidantes usados. Quando houve interacado foi determinado o efeito do
nivel de antioxidante dentro de cada fonte. As variaveis que ndo atenderam
as premissas para a analise de variancia, mesmo apos as transformacoes,

foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Wilcoxon (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicgao dos &cidos graxos e vitamina E identificados nos 6leos e ragdes
experimentais

Os principais acidos graxos identificados nos oOleos e nas ragdes
podem ser observados, respectivamente, nas Tabelas 2 e 3, e os valores de
vitamina E analisados nos 6leos e nas ragdes experimentais podem ser

observados nas Tabelas 4 e 5, do capitulo 1.

Caracteristicas seminais e concentracdo de antioxidantes totais do sémen in
natura

Os efeitos da suplementacao da dieta com fontes de 6leo e niveis de
vitamina E sobre a qualidade do sémen de suino encontram-se nas tabelas
1 a 7, e os resultados relacionados com a concentracdo de antioxidantes
totais (AOT) no sémen sao apresentados na Tabela 8. Os valores médios
das caracteristicas seminais observadas aproximam-se dos padrdes de
normalidade considerados para a espécie (CBRA, 1998).

N&o foi observado efeito da fonte de dleo, dos niveis de vitamina E
nem de sua interagdo sobre o volume do sémen (Tabela 1), motilidade
espermatica total (Tabela 2), porcentagem de espermatozoides vivos
(Tabela 3), porcentagem de espermatozdides reativos ao teste hiposmatico
(HOST; Tabela 4), e morfologia espermatica anormal (Tabela 5) (P>0,05).

Zanini et al. (2001a e 2003a) testaram diferentes fontes de 6leo na dieta de
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galos, cuja membrana espermatica € rica em 6mega 6, e observou aumento
no volume do sémen dos galos suplementados na dieta com 6leo de soja,
nao diferindo dos tratados com éleo de peixe.

Os resultados de motilidade espermatica total, porcentagem de
espermatozoides vivos e a morfologia anormal ndo corroboram com os de
Maldjian et al. (2005), que verificaram o efeito da suplementag&o na racao

de suinos com acido docosahexanaoico (DHA) versus outra sem DHA.

Tabela 1 — Fontes de 6leo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre o

volume do sémen in natura de espermatozoide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Volume de sémen (mL)
Soja 200,6 2497 205,9 218,7
Salmao 223,9 227,5 219,4 223,6
Média 212,3 238,6 212,7 38,3

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

Tabela 2 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
motilidade espermatica total do sémen in natura de

espermatozoide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Médias CV (%)
Motilidade espermatica (%)
Soja 83,7 85,0 85,1 84,6
Salmao 85,0 84,4 85,2 84,9
Média 84,4 84,7 85,2 3,63

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

Foi avaliada a correlagao da motilidade espermatica da fonte de 6leo
de soja (r=0,61) e salmao (r=0,53) com o teor de DHA nos espermatozoides,
sendo uma correlacdo ndo muito alta. Conquer et al. (2000), Gulaya et al.
(1993) e Nissen and Kreysel (1983) reportaram que o teor de DHA nos

espermatozdéides humanos estd correlacionado com a motilidade
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espermatica. Nao se sabe como o DHA pode estar envolvido na regulagao
da motilidade espermatica em humanos, talvez por estar envolvido na
regulagdo de acidos graxos livres utilizados pelo espermatozoide (Jones e
Plymate, 1988; 1993) ou na metabolizagdo de outros compostos lipidicos
(Oliw e Sprecher, 1991). Mas esta claro que as propriedades biofisicas do
DHA contribuem na fluidez e flexibilidade da membrana necessaria para a
motilidade da cauda (Connor et al., 1998).

Tabela 3 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
porcentagem de espermatozodides vivos no sémen in natura de

espermatozoide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Espermatozoides Vivos (%)
Soja 85,3 86,1 85,7 85,7
Salméo 85,8 85,9 85,7 85,8
Média 85,5 86,0 85,7 2,26

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

O HOST avalia a integridade funcional da membrana plasmatica
(baseado nas propriedades osmoéticas da membrana plasmatica), enquanto
que o teste de coloragdo mostra a integridade estrutural da membrana
espermatica (baseado na impermeabilidade de grandes moléculas de
corantes). Espermatozodides vivos podem ter uma membrana ndo funcional,
incapaz de reagir (dobramento da cauda) ainda que suas estruturas estejam
intactas. Por isso, o HOST pode ser um teste mais sensivel que com o teste
de coloragcdo. Em ambas as fontes de 6leo adicionadas as ragdes, os
espermatozoides foram altamente reativos ao teste hiposmaético, mostrando
que nao ha perda da funcionalidade na membrana plasmatica com o uso
destes 6leos na ragao (Tabela 4).

Os valores registrados para o HOST (Tabela 4) corroboram com os de
Vazquez et al. (1997) que adaptaram o HOST para espermatozdides de
suinos, e reportaram ser este um teste de alta sensibilidade e repetibilidade

para avaliar a integridade funcional da membrana plasmatica de suinos.
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Segundo Pérez-Llano et al. (2001) valores de HOST abaixo de 60%
aumenta a probabilidade de ocorrer baixas taxas de fecundagao, pois

apresenta moderada, mas correlagéo positiva com a taxa de gestagéo.

Tabela 4 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
porcentagem de espermatozoéides reativos ao HOST no sémen

in natura de espermatozdéide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
HOST (%)
Soja 82,8 86,0 83,9 84,2
Salméo 83,5 86,2 88,8 86,2
Média 83,2 86,1 86,4 14,4

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

Para vitaminas lipossoluveis, a vitamina E pode estar envolvida na
protecdo direta das células espermaticas de danos morfologicos
(Brzezinska-Slebodzinska et al., 1995). De fato, a morfologia e a motilidade
espermatica total dos espermatozdides podem ser preservados por meio da
ligacdo destas vitaminas a endoperdxidos (Marin-Guzman et al.,, 1997;
2000). A porcentagem maxima de anomalias espermaticas em
espermatozoides de reprodutores suinos € de 20% (CBRA, 1998), portanto,
a adicao de o6leo de soja e salmdo na racdo nao afetou a qualidade do
sémen a ponto de promover indiretamente reducéo nas taxas de fertilidade.

Nenhum efeito foi observado da fonte de 6leo e dos niveis de vitamina
E sobre a morfologia espermatica (defeitos maiores e menores) (P>0,05;
Tabela 5).
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Tabela 5 — Fontes de 6leo e niveis de suplementacéo de vitamina E sobre a

morfologia anormal no sémen in natura de espermatozoéide de

suinos
Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)

Defeitos maiores (%)

Soja 2,56 2,50 2,62 2,56

Salmao 2,62 2,56 2,87 2,68

Média 2,59 2,53 2,75 15,0
Defeitos menores (%)

Soja 1,87 1,81 1,06 1,58

Salmao 1,87 1,12 1,00 1,33

Média 1,87 1,46 1,03 8,4

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

Foi observado efeito apenas da fonte de 6leo (P<0,05) sobre o vigor
espermatico (Tabela 6). sendo maior (P<0,05) no sémen dos animais
suplementados com 6leo de salmao na ragao do que nos tratados com 6leo
de soja.

Tabela 6 — Fontes de 6leo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre o

vigor espermatico no sémen in natura de espermatozoide de

suinos
Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Vigor espermatico
Soja 3,92 3,70 4,00 3,87°
Salmao 4,00 4,00 4,07 4,02°
Média 3,96 3,85 4,04 8,75

2PMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

Houve efeito (P<0,05) do nivel de vitamina E adicionado na ragao
sobre a concentragédo espermatica (Tabela 7), no entanto, n&do foi observada

diferenca entre as fontes de d6leo suplementadas na dieta (P>0,05). As
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maiores concentragdes observadas foram quando se utilizou-se nos 6leos os
niveis de 150 e 450 mg de vitamina E/kg de ragao (Tabela 7). Em suinos, o
efeito de micronutrientes sobre o desempenho reprodutivo ndo esta
esclarecido. Entretanto, os resultados registrados neste estudo corrobora
com os de Marin-Guzman et al. (1997) que observaram melhora na
qualidade espermatica apds a suplementacdo da dieta de suinos com
selénio e vitamina E. Também Brzezinska-Slebodzinska et al. (1995)
observaram aumento da concentracdo espermatica no sémen de suino
suplementados com vitamina E, este foi um efeito possivelmente ligado as
propriedades antioxidantes da vitamina E.

Vale ressaltar que, a vitamina E € lipossoluvel e absorvida no intestino
delgado juntamente com os lipidios da dieta e outras vitaminas lipossoluveis.
E a principio, ela tem o papel de protecdo do epitélio germinativo dos
testiculos contra uma degeneracdo, entretanto, a suplementacdo desta
vitamina pode ocasionar na reducdo de reservas de outras vitaminas
lipossoluveis, por reduzir sua absorgdo e, consequentemente prejudicar o

desempenho reprodutivo animal (Zanini, 2001).

Tabela 7 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
concentragdo espermatica no sémen in natura de

espermatozoide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Concentracéo espermatica (x10° células/mL)

Soja 424,62 401,52 439,22 4217

Salmao 468,3° 393,12 457,3? 439,6

Média 446,5"  397,3° 448,2" 21,04

aABMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

N&o houve efeito da fonte de O6leo, mas verificou-se efeito da
suplementagcédo da vitamina E, que talvez possa ter dado a protegao
antioxidante aos espermatozoides de ambos os tratamentos. Os resultados
verificados corrobora aos de Maldjian et al. (2005) reportaram aumento da

concentragdo espermatica do sémen cujos animais foram suplementados
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com DHA na racdo, sem qualquer adicdo extra de antioxidante, quando
comparado com o sémen dos animais que nao receberam suplementagao.

As caracteristicas do sémen, observadas neste estudo sao
satisfatérias, visto que, coincidem com os resultados reportados por
Owsianny et al. (1998) e considerados normais para suinos adultos.

Com relag&o a concentracao de antioxidantes totais (AOT) no sémen
foi constatado efeito das fontes de 6leo e dos niveis de vitamina E (P<0,05;
Tabela 8). Ap6s o desdobramento da interagdo, constatou-se que nao houve
diferenca dos contrastes observados dentro da interagcéo (P>0,05).

Os animais suplementados com 6leo de salmao apresentaram menor
(P<0,05) concentragao de antioxidantes totais no sémen que os animais
tratados com oleo de soja (Tabela 8). Os resultados corroboram com os
registrados por Zanini (2003b) trabalhando com diferentes fontes de 6leo na
dieta de galos, onde constatou que o uso de racdo com Oleo de peixe

apresentou menor AOT no sémen.

Tabela 8 — Fontes de 6leo e niveis de suplementacio de vitamina E sobre a
concentracao de antioxidantes totais (AOT) no sémen in natura

de espermatozdide de suinos

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Concentragéo de antioxidantes totais (mmol/l)
Soja 21,66 21,79 22,24 21,892
Salmé&o 21,18 21,14 21,12 21,14°
Média’ 21,42° 21,46° 21,68" 11,54

aPBMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

'Efeito linear (P<0,05).

O fornecimento de diferentes fontes de o6leo vegetal e animal
mostraram diferencas na AOT no sémen. Oleos de origem animais, como
oleo de peixe, contém elevado teor de PUFAs e baixo teor de vitamina E
(tocoferol), e isto faz com que seja mais dificil a conservagao deste 6leo

mesmo em condicdes de refrigeracao (Araujo, 1999).
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Bell et al. (1993) reportaram existir uma correlagdo negativa entre a
motilidade espermatica total e peroxidagao lipidica. Foi verificada uma
correlagdo negativa da motilidade com AOT nos espermatozoides para a
fonte de d6leo de soja (r=-0,39) e salmao (r=-0,45). Isto demonstra que
realmente os espermatozoides dos animais tratados com oleo de salmao,
por serem ricos em PUFA e mais susceptiveis a peroxidagao, apresentaram
maior grau de peroxidacéo, consequentemente menor AOT (Tabela 8).

Maldjian et al. (2005) reportaram que nenhuma melhora na qualidade
dos pardmetros analisados dos espermatozéides de sémen in natura havia
sido observada apds a suplementagdo com oleo de peixe na ragao de
suinos, sem qualquer adicdo extra de antioxidantes. Contudo, observaram-
se resultados significativos do sémen in natura e com isso pode-se aferir que
parece existir um sinergismo entre antioxidantes e 6leos de origem animal
quando sao adicionados na ragao, e que por isso, significantes melhorias da
qualidade dos espermatozoides no sémen in natura tem sido reportadas
(Maldjian et al., 2003; Speake et al., 2003).

Desta forma, embora os efeitos ndo tenham sido muito expressivos
na qualidade do sémen in natura, o fornecimento de 6leo de salmao na
racao de suinos reprodutores promoveu o aumento do teor de DHA na
membrana espermatica dos espermatozoides do sémen in natura (Tabela 6,
capitulo 1). Portanto, as membranas plasmaticas dos espermatozoides dos
animais suplementados com oleo de salmao, devido ao aumento do teor de
DHA, precisam de maior protegdo antioxidante em virtude da relagéo entre
AOT e DHA. Apesar disso, as concentracdes de antioxidante suplementadas
nas ragdes protegeram os espermatozoéides ricos em DHA, visto que a
motilidade dos mesmos nao reduziu comparada as dos animais tratados
com O6leo de soja (Tabela 2). A motilidade espermatica de suinos reduz
quando os animais sao inadequadamente suplementados na dieta com

vitamina E e selénio (Marin-Guzman et al., 1997).

CONCLUSAO
A adicdo de Oleo de salm&o na racdo de suinos reprodutores nao
alterou os parametros fisicos e morfolégicos do sémen in natura, com

excecao do vigor.
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Os niveis de vitamina E de 150 e 450 mg/kg de ragdao aumentou a

concentracao espermatica.
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FONTE DE OLEO E NiVEIS DE SUPLEMENTAGCAO DE VITAMINA E NA
RACAO SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN SUINOS ACONDICIONADOS
A17E5°C

(Oil sources and vitamin E in the diet on the boar semen quality preserved at 17 and 5 °C)

Elenice Andrade Moraes e Amorim, Ciro Alexandre Alves Torres
Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
36570-000, Brasil

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adigcdo de fontes de dleo e niveis de
suplementacado de vitamina E na ragao sobre as caracteristicas do sémen
suino resfriado a 17 e 5 °C. Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores
Dalboard 85, com idades entre 12 e 18 meses, distribuidos num
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas
fontes de 6leo (soja e salm&o) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450
mg de vitamina E/kg). A motilidade e o HOST dos espermatozdides dos
animais tratados com 6leo de salmo a 17 e 5 °C foi superior (P<0,05) aos
tratados com 6leo de soja, apds 24, 48 e 72 horas. O tratamento com 6éleo
de salmdo aumentou (P<0,05) o vigor espermatico em ambas as
temperaturas avaliadas apos 24 e 48 horas. A motilidade, vigor e HOST a 17
e 5 °C diferiram (P<0,05) em relagdo ao periodo em que foram
acondicionados, onde os valores de 24 horas foi superior aos de 48 horas, e
estes superior aos de 72 horas. A morfologia anormal total aumentou
(P<0,05) no sémen dos animais tratados com oleo de soja e resfriados a 17
°C, enquanto que o sémen a 5 °C nao apresentou diferenga (P>0,05) entre
os tratamentos. A morfologia espermatica anormal foi maior (P<0,05) no
sémen a 5 °C que a 17 °C, apos 24, 48 e 72 horas. O sémen a 5 °C
apresentou parametros de viabilidade (motilidade, morfologia e HOST)
inferior (P<0,05) ao sémen a 17 °C. A fonte de 6leo de salmdo melhorou as
caracteristicas espermaticas avaliadas do sémen suino resfriado a 17 e 5 °C

durante o periodo de acondicionamento de 24 a 48 horas.
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Palavras-chaves: acidos graxos, espermatozoéides, motilidade, o6leo de

salmao, resfriamento, varroes

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the addition of oil sources
and dietary supplementation of the vitamin E on boar sperm characteristics
cooled at 17 and 5 °C. Twenty-four mature Dalboard 85 boars, of proven
fertility and in routine semen production for artificial insemination, were
randomly divided, in factorial arrangement 2 X 3, with two oil sources (soy
and salmon) and three levels of antioxidants (150, 300 and 450 vitamin E
mg/kg). The motility and HOST of the animals sperm treated with salmon oil
at 17 and 5°C was superior (P<0.05) that animals treated with soy oil, after
24, 48 and 72 hours. The treatment with salmon oil increased (P<0.05) the
sperm vigor in both temperatures evaluated after 24 and 48 hours. The
motility, vigor and HOST of sperm at 17 and 5 °C differed (P<0.05) during the
period which were preserved, where the values of 24 hours was superior 48
hours and their were superior 72 hours. The total abnormal morphology
increased (P<0.05) in the semen of the animals treated with soy oil and
cooled at 17 °C mean while the semen at 5 °C did not show any difference
(P>0.05) among the animals from the treatments. The abnormal morphology
was bigger (P<0.05) in the semen at 5 °C that at 17 °C, after 24, 48 and 72
hours. The semen at 5 °C showed decreased viability parameters (motility,
morphology and Host) (P<0.05) than the semen at 17 °C. The salmon oil
source improved the sperm characteristics of the boar semen cooled at 17

and 5 °C during the 24 and 48 hours of preservation time.

Keywords: fatty acid, sperm, motility, salmon oil, cooling, boars

INTRODUCAO

A membrana espermatica apresenta uma composicdo mista de
fosfolipidios que pode diferir de espécie para espécie, além da temperatura
de transicdo de fase ser variavel para cada tipo de fosfolipidio (Buhr et al.,
1994). Durante o resfriamento, a separagao lateral de fases pode ocorrer e

as proteinas ficam agrupadas e excluidas dos arranjos hexagonais dos

94



lipidios gelificados, permanecendo em locais onde ha lipidios ainda em
estado fluido. Em funcdo da separacédo de fases, ha aumento da
permeabilidade da membrana com perda de cations e enzimas, reducido da
atividade enzimatica e perturbagdes nos processos de difusdo controlados
pela membrana (De Leeuw et al., 1991). Além disso, durante o resfriamento,
o desequilibrio id6nico intra e extracelular pode reduzir a motilidade
espermatica (Watson, 1996).

A temperatura de armazenamento do sémen suino, entre 15 e 18 °C,
nao interrompe totalmente o metabolismo dos espermatozoides, que
continuam produzindo metabdlitos, os quais se acumulam e interferem na
motilidade espermatica. Além disso, essa temperatura ndo impede a
multiplicagdo bacteriana, a qual pode afetar a qualidade do sémen (Weitze,
1990). Teoricamente, quanto mais baixa a temperatura de armazenamento,
menor sera o metabolismo e maior podera ser o tempo de armazenamento
do sémen. O armazenamento do sémen suino em temperaturas proximas a
5 °C seria uma vantagem, visto que, o mesmo poderia permanecer estocado
em refrigeradores domeésticos (Landsverk, 2000), de conveniéncia para a
maioria dos produtores. No entanto, o espermatozoide suino € sensivel a
temperaturas inferiores a 15 °C, abaixo da qual ha significativa redugao da
motilidade (De Leeuw et al., 1990). Sabe-se que na faixa de temperatura de
25 a 5 °C, ocorre a reducado da fluidez dos lipidios da membrana do
espermatozoide suino, 0 que poderia explicar sua maior sensibilidade ao
resfriamento (Buhr et al., 1994).

Weber (1989), ao estudar o armazenamento do sémen suino a 5 °C,
verificou que a colocacéao direta a 5 °C causa queda brusca da motilidade e
do percentual de acrossomas normais. Em outros estudos desenvolvidos
para viabilizar o acondicionamento do sémen suino em temperaturas
inferiores a 15°C foi evidenciado que os efeitos relacionados ao choque
térmico foram amenizados quando o sémen permanecia por certo periodo
incubado em temperaturas acima de 15 °C (Pursel et al., 1972; Tamuli e
Watson, 1994). Além disto, foi verificado que o resfriamento gradual resulta
em maior viabilidade espermatica que o resfriamento direto (Weitze et al.,

2000). Assim, objetivou-se avaliar o efeito de fontes de dleo e niveis de
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suplementacao de vitamina E sobre as caracteristicas do sémen resfriado a

17 e 5 °C apos 24, 48 e 72 horas de acondicionamento.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O experimento foi conduzido de setembro de 2005 a janeiro de 2008,
a 27°00'30” de latitude sul e 51°09'06” de longitude oeste, altitude média de
750 m, clima Cfa, segundo a classificagao de Koppen-Geiger (verdo quente)
com temperatura média anual de 17 °C e precipitacao pluviométrica média
anual de 1.800 mm, nas dependéncias do Centro de Difusdo Genética da
Perdigdo Agroindustrial S/A (Videira/SC).

As analises de motilidade espermatica total e o vigor espermatico
foram realizados no Laboratério do CDG. Demais anadlises (teste
hiposmotico e morfologia anormal espermatica) foram realizadas no
Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da

Universidade Federal de Vigosa.

Animais e manejo

Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores Dalboard 85, com
idades entre 12 e 18 meses, alojados em baias individuais com agua ad
libitum e suplementagdo concentrada diaria, segundo exigéncias
estabelecidas pelo NRC (1998).

Os animais foram distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas fontes de dleo (soja e
salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg
de ragao), por um periodo experimental de 10 semanas. Foram adicionados
3,5% de dleo, independente da fonte utilizada. A composi¢céo centesimal foi
baseada nas exigéncias nutricionais do NRC (1998) que se encontra na

Tabela 1, do capitulo 1.

Determinacéo de lipidios e vitamina E

Nos 6leos, racdes e espermatozoides

A extracdo de lipidios, a determinagcdo da composicido de acidos

graxos e a quantificacdo do teor de vitamina E nos dOleos e ragdes, bem
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como nos espermatozoides foram baseadas na metodologia descrita no

capitulo 1.

Coleta do sémen

Antes de cada coleta foi realizada a higienizagdo externa do prepucio
com agua e sabdo neutro, e interna com solugéo fisiologica, para evitar
possiveis contaminagdes do sémen.

As amostras de sémen foram coletadas, semanalmente (1
coleta/macho/semana, pelo método da méao enluvada (King e Macpherson,
1973), em sala apropriada com um manequim. O sémen foi coletado em
copo plastico de 700 mL contido em um copo térmico, com agua

previamente aquecida a 37 °C.

Avaliacdo e processamento do sémen

Imediatamente apds a coleta do sémen o ejaculado foi analisado
quanto ao seu volume (mL), concentracdo espermatica (x10%/mL),
motilidade, vigor, porcentagem de espermatozdides vivos e mortos,
morfologia e teste hiposmotico, conforme normas do CBRA (1998), e

descrito no capitulo 2.

Diluicdo e envase do sémen

Antes da coleta do sémen o diluente Beltsville Thawing Solution (BTS)
foi mantido a temperatura de 37 °C. Depois da coleta e avaliagdo do sémen,
o ejaculado foi diluido com BTS, com 3 bilhdes de espermatozoides totais
em 100 mL, sendo envasado em garrafas plasticas, rotineiramente utilizadas
na inseminagao artificial e fechadas com tampas de plastico. Logo apds o
processo da diluicdo e envase, Trés garrafas (doses) de cada tratamentos
foram acondicionadas em duas diferentes temperaturas: 17 °C (cadmara fria)
e 5 °C (geladeira de 280 L), sem ter sido realizado anteriormente uma curva
de resfriamento para o sémen mantido a 5 °C.

Apds 0 armazenamento, a cada intervalo de 24 horas, num total de 72
horas, uma garrafa plastica de cada tratamento era retirada e desta uma
amostra de 2 mL foi retirada e transferida para um tubo de ensaio

previamente aquecido e mantido em banho-maria a 37 °C por 10 minutos,
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antes de sua avaliagao (motilidade, vigor, morfologia e submetido ao teste

hiposmotico).

Avaliacdo do sémen resfriado

Motilidade espermética total, vigor espermatico e a morfologia espermaética

As avaliacbes dessas variaveis foram realizadas conforme descrito no

capitulo 2.

Teste hiposmatico

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada no sémen diluido
resfriado, conforme a técnica da preparagao umida. Na solucéo a base de
citrato de sodio e frutose (0,9 mL) com osmolaridade de 150 mOsmol/L
(Vazquez et al., 1997) foi adicionado 10 yL de sémen diluido, e incubado por
30 minutos, em banho-maria a 37 °C. Apds esse periodo, aliquotas de 15 uL
da mistura foram colocadas entre ldmina e laminula, para a contagem de
100 células de cada solugdo em microscopia de contraste de fase com
aumento de 400x. As células foram classificadas quanto a presenca ou nao

da cauda enrolada, segundo descrito por Kumi-Diaka (1993).

Andlises estatitsticas

As analises dos parametros avaliados foram realizadas com utilizagao
do programa SAEG (UFV, 1997). As variaveis foram submetidas aos testes
de normalidade e homocedacidade. Posteriormente, foram submetidas a
analise de variancia dos dados e utilizadas o teste de Student Newman-
Keuls (SNK) para comparagao de médias entre as fontes de 6leo, com nivel
de significancia de 5% e andlise de regressdo para o0s niveis de
antioxidantes usados. Quando houve interacado foi determinado o efeito do
nivel de antioxidante dentro de cada fonte.

As variaveis que ndo atenderam as premissas para a analise de
variancia, mesmo apos as transformacgdes, foram submetidas ao teste nao

parameétrico de Wilcoxon.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicdo dos acidos graxos e vitamina E identificados nos 0Oleos, ragfes
e espermatozoides do sémen in natura

Os principais acidos graxos identificados nos 6leos, nas ragdes e
espermatozoides sdo mostrados, respectivamente, nas Tabelas 2, 3 e 6, do
capitulo 1.

Os valores de vitamina E analisados nos 6leos, nas ragdes e nos
espermatozoides podem ser observados nas Tabelas 4, 5 e 7,

respectivamente, do capitulo 1.

Caracteristicas do sémen in natura
As caracteristicas fisico-morfoldgicas espermaticas, como motilidade,
vigor, morfologia, HOST e a porcentagem de espermatozdides vivos

realizados no sémen in natura foram monstrados e discutidos no capitulo 2.

Caracteristicas seminais do sémen suino acondicionado a 17 e 5 °C

Os efeitos da suplementacao da dieta com fontes de 6leo e niveis de
vitamina E sobre a qualidade do sémen suino resfriado encontram-se nas
tabelas 1, 2, 3 e 4. Os valores médios das caracteristicas observadas neste
estudo aproximam-se dos padroes de normalidade considerados para a
espécie (CBRA, 1998).

No presente estudo observou-se que o acondicionamento do sémen a
17 e 5 °C reduziu (P<0,05) a qualidade espermatica do sémen suino,
independente do tratamento, quando comparado com os resultados do
sémen in natura (capitulo 2).

O uso de sémen suino resfriado a 17 °C é rotina na suinocultura, mas
nao é o resfriamento a 5 °C, em geral, limitado por estar associado a menor
fertiidade e prolificidade devido a reducdo da motilidade e perda da
integridade da membrana apd6s o acondicionamento (De Leeuw et al., 1990),
além de perdas de funcgdes celulares, ligadas a motilidade (Watson e Green,
2000). Por isso, avaliou-se os efeitos das fontes de 6leo adicionadas nas
ragcdes sobre a motilidade (Tabela 1), vigor (Tabela 2), HOST (Tabela 3) e
morfologia anormal total (Tabela 4) do sémen resfriado a 17 e 5 °C apos 24,

48 e 72 horas de acondicionamento.
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Neste estudo, nao foi observado efeito (P>0,05) do nivel de vitamina

E e de sua interacdo com a fonte de dleo.

Tabela 1 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a

motilidade espermatica (%) do sémen acondicionado a 17 e 5 °C

Fonte de dleo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)

Motilidade a 17 °C apds 24 horas

Soja 72,2 70,2 72,7 71,7°

Salmao 74,2 74,4 76,0 74,8°

Média 73,2 72,3 74,4 11,2
Motilidade a 5 °C apds 24 horas

Soja 65,2 63,2 65,7 64,7°

Salmao 67,2 67,4 70,0 67,8°

Média 66,2 65,3 67,4 12,4
Motilidade a 17 °C apds 48 horas

Soja 68,2 66,2 68,7 67,7°

Salmao 70,2 70,4 72,0 70,8°

Média 69,2 68,3 70,4 11,9
Motilidade a 5 °C apds 48 horas

Soja 55,2 53,2 55,7 54,7°

Salmao 61,2 61,4 63,0 61,8°

Média 58,2 57,3 59,3 14,1
Motilidade a 17 °C apds 72 horas

Soja 65,2 63,2 65,7 64,7°

Salmao 67,2 67,4 70,0 67,8°

Média 66,2 65,3 67,4 12,4
Motilidade a 5 °C apds 72 horas

Soja 442 422 447 43,7°

Salmao 50,2 50,4 52,0 50,8°

Média 47,2 46,3 48,4 17,4

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

A motilidade espermatica do sémen dos animais tratados com 6leo de
salmao e resfriado a 17 e 5 °C foi superior (P<0,05) aos animais tratados

com Oleo de soja, para todos os periodos em que foram acondicionados

100



(Tabela 1). Os resultados corroboram os de Corréa et al. (2005) que
avaliaram o efeito do diluente PIGPEL-5 e BTS a 5 °C apo6s 24 horas de
acondicionamento e, foram maiores que os valores reportados pelos autores
apoés acondicionamento de 48 horas. Vale ressaltar que os valores
comparados aos de Corréa et al. (2005) vém de amostras de sémen diluidas
com diluente BTS, porém tratados com diferentes fontes de acidos graxos
poliinsaturados, logo os resultados superaram os valores obtidos com um
diluente desenvolvido especificamente para a temperatura de 5 °C.

Os valores observados por Roner et al. (2005) que avaliaram a
capacidade de preservagdo do sémen suino acondicionado a 17 e 5 °C
durante 72 horas, foram inferiores ao obtidos, para ambas as temperaturas.
Os autores verificaram motilidade de 63,7 e 55,7%; 50,6 e 40,0%, e 28,1 e
10,6% para as temperaturas de 17 e 5 °C, respectivamente, apos 24, 48 e
72 horas de acondicionamento.

Observou-se valores de motilidade superiores aos reportados por
Katzer (2002), 43% de motilidade, nas 48 horas de acondicionamento, apds
colocar o sémen suino diretamente a 5 °C com diluente BTS. Este valor de
43% seria inaceitavel para seu uso na inseminagao, e pode ser resultado da
rapida velocidade de resfriamento utilizada. Entretanto, verificou-se no
capitulo 1, que a adicdo de d6leo de salméo (DHA) na ragdo promoveu
alteracdo na composicdo da membrana espermatica que pode ter
contribuido para que a motilidade do sémen resfriado a 5 °C, nas 24 e 48
horas, n&o reduzisse a valores muito baixos.

A motilidade espermatica é considerada um parametro importante na
qualidade do sémen de suino, pois ejaculados com motilidade < 60% fertiliza
poucos ovocitos (Britt et al., 1999; Johnson et al., 2000). Na tabela 1,
verificou-se maior motilidade no sémen dos animais tratados com oleo de
salmao e acondicionado a 5 °C até 48 horas que os animais tratados com
Oleo de soja.

O tratamento com d6leo de salmdao aumentou (P<0,05) o vigor dos
espermatozoides resfriado nas temperaturas estudadas apds 24 e 48 horas
de acondicionamento, nao diferindo (P>0,05) apds 72 horas (Tabela 2).

Os valores observados para o vigor espermatico, corroboram com 0s

de Corréa et al. (2005) nos periodos de acondicionamento de 24 e 48 horas

101



(3,4 e 3,2; respectivamente, 17 e 5 °C), mas sio superiores aos encontrados

pelos autores a 72 horas (1,9 e 0,7; respectivamente, 17 e 5 °C). Baseado
nos critérios de Britt et al. (1999) e Johnson et al. (2000), a motilidade de

60% e o vigor 3,0 sdo considerados indices limites para qualidade seminal.

Neste estudo, a motilidade total e o vigor espermatico foram dependentes do

periodo de acondicionamento.

Tabela 2 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre o

vigor espermatico do sémen suino acondicionado a 17 e 5 °C

Fonte de d6leo

Nivel de Vitamina E (mg/kg)

150 300 450 Média CV (%)
Vigor a 17 °C apoés 24 horas
Soja 4,47 4,17 4,25 4,30
Salmao 4,40 4,42 4,45 4,427
Média 4,43 4,29 4,35 14,1
Vigor a 5 °C apds 24 horas
Soja 3,40 3,17 3,25 3,30°
Salmao 3,40 3,42 3,45 3,42°
Média 3,40 3,30 3,35 20,0
Vigor a 17 °C apds 48 horas
Soja 4,14 412 415 2,14°
Salmao 4,24 4,17 4,35 2,25%
Média 4,19 4,14 4,25 20,0
Vigor a 5 °C apos 48 horas
Soja 2,60 2,65 2,64 2,63°
Salmao 2,86 2,71 2,66 2,74%
Média 2,73 2,68 2,65 18,5
Vigor a 17 °C apoés 72 horas
Soja 2,50 2,65 2,50 2,55
Salmao 2,45 2,62 2,55 2,54
Média 2,47 2,64 2,52 19,6
Vigor a 5 °C apds 72 horas
Soja 2,16 2,11 2,16 2,14
Salmao 2,10 2,15 2,14 2,13
Média 2,13 2,13 2,15 26,3

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).
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A porcentagem de espermatozoides reativos ao HOST aumentou
(P<0,05) com a adigao de 6leo de salmé&o na ragdo do sémen resfriado para

ambas as temperaturas nos periodos de armazenamento (Tabela 3).

Tabela 3 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre o

teste hiposmdético (HOST) do sémen suino acondicionado a 17 e

5°C
Fonte de dleo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
HOST a 17 °C apos 24 horas
Soja 79,7 78,6 79,6 79,3°
Salmao 85,5 84,2 83,6 84,42
Média 82,6 81,4 81,6 55
HOST a 5 °C apds 24 horas
Soja 60,3 61,2 60,3 60,6°
Salmao 72,2 72,0 71,7 72,0°
Média 66,3 66,7 66,0 7,3
HOST a 17 °C apds 48 horas
Soja 68,7 67,7 68,6 68,3°
Salmao 74,5 73,2 72,6 73,42
Média 71,6 70,4 70,6 6,41
HOST a 5 °C apds 48 horas
Soja 52,3 53,3 52,3 52,6°
Salmao 64,2 64,0 63,7 64,0°
Média 58,3 58,7 58,0 8,3
HOST a 17 °C apos 72 horas
Soja 62,7 61,6 62,6 62,3°
Salmao 68,5 67,2 66,6 67,4°
Média 65,6 64,4 64,6 7,0
HOST a 5 °C apds 72 horas
Soja 46,3 47,3 46,3 46,6°
Salmao 58,2 58,0 57,7 58,0°
Média 52,3 52,7 52,0 9,2

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).
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Para as caracteristicas espermaticas estudadas (motilidade, vigor e o
HOST) a 17 e 5 °C os valores observados diferiram (P<0,05) em relagéo ao
periodo em que foram acondicionados, onde o periodo de 24 horas foi
superior ao de 48 horas que foi superior ao de 72 horas.

A morfologia anormal total observada neste estudo aumentou
(P<0,05) no sémen dos animais tratados com oOleo de soja e resfriados a
17°C. Nao foi observado diferenga (P>0,05) entre os tratamentos em relagéo
ao sémen resfriado a 5 °C (Tabela 4). Entretanto, a porcentagem de defeitos
totais foi maior (P<0,05) no sémen acondicionado a 5 °C que a 17 °C, para
todos os momentos avaliados. Os resultados registrados corroboram com os
de Roner et al. (2005) para as temperaturas de 17 e 5 °C, respectivamente,
apos 24 e 48 horas.

Nenhuma curva de resfriamento foi realizado para o sémen
submetidos ao resfriamento a 5 °C. Embora se saiba que um resfriamento
mais rapido implica maiores lesbes aos espermatozoides, o sémen mantido
a 5 °C apresentou, de modo geral, indices de viabilidade (motilidade,
morfologia e Host) inferior (P<0,05) ao sémen mantido a 17 °C. Ainda hoje,
nao esta bem definida qual é a velocidade de resfriamento adequada para o
armazenamento do sémen suino em temperaturas abaixo de 17 °C,
pressupbem-se que um resfriamento lento venha a amenizar os efeitos
deletérios do choque térmico pelo frio. Segundo Watson e Plummer (1985),
a velocidade de resfriamento influencia decisivamente no efeito do choque
térmico sobre os espermatozoides.

Comparando os valores registrados no presente estudo, de
motilidade, HOST e morfologia aos de Juliano et al. (2005) que avaliaram a
qualidade do sémen armazenado com BTS e PIGPEL-5 em diferentes
temperaturas (17 e 5 °C), constatou-se valores maiores quanto a motilidade
e morfologia espermatica anormal apenas quando o diluente utilizado foi o
BTS, sendo valores deste estudo inferiores aos do PIGPEL-5. Ha resultados
contraditérios com relagdo ao diluente PIGPEL-5, que foi desenvolvido
especificamente para ser utilizado em sémen suino a ser resfriado a 5 °C.
isto pode estar relacionado a diferengas em relagcédo a fatores genéticos ou
de meio. No entanto, vale ressaltar que os valores alcancados neste estudo

aproximaram-se aos do diluente especifico para a temperaturas de 5 °C.
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Seria interessante avaliar a fertilidade do sémen e estudar qual seria

economicamente mais viavel utilizar.

Tabela 4 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a

morfologia anormal (%) do sémen acondicionado a 17 e 5 °C

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)

Defeitos totais a 17 °C apds 24 h

Soja 4,75 4,62 5,12 4,832

Salméo 3,56 3,75 3,62 3,64°

Média 4,16 4,62 5,12 39,7
Defeitos totais a 5 °C apds 24 h

Soja 9,0 9,62 8,12 8,92°

Salmao 8,5 8,0 8,12 8,20°

Média 8,75 8,81 8,12 26,0
Defeitos totais a 17 °C apds 48 h

Soja 8,75 8,62 9,12 8,83

Salmao 7,56 7,75 7,62 7,64°

Média 8,15 8,19 8,37 20,4
Defeitos totais a 5 °C apds 48 h

Soja 11,0 11,62 10,16 10,93%

Salméao 10,5 9,97 10,0 10,15°

Média 10,75 10,80 10,08 20,6
Defeitos totais a 17 °C apds 72 h

Soja 9,75 9,62 10,12 9,83%

Salméo 8,56 8,75 8,62 8,64°

Média 9,16 9,19 9,37 18,2
Defeitos totais a 5 °C apos 72 h

Soja 13,5 14,31 12,72 13,512

Salméo 13,37 12,97 12,75 13,03%

Média 13,44 13,64 12,73 14,2

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).
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Nao foi observado efeito dos niveis de vitamina E (P>0,05). Visto que,
nao foi verificado perdas na qualidade seminal, nem aumento da morfologia
anormal espermatica, pode-se inferir que os niveis utilizados tiveram a
funcdo antioxidante desejada. Segundo Marin-Guzman et al. (1997 e 2000),
que testaram os niveis de 0 e 220 Ul (unidades internacionais) na ragao de
suinos, sendo o melhor nivel o de 220 Ul para a qualidade animal, pois
verificaram que vitamina E teve um papel de proteger os espermatozoides
contra danos oxidativos.

O fornecimento de 6leo de salm&o na racdo de suinos reprodutores
promoveu o aumento do teor de DHA na membrana espermatica dos
espermatozoides do sémen in natura (Tabela 6, capitulo 1), proporcionando
melhoria na qualidade espermatica para os espermatozdides que sao

acondicionados a temperatura de 17 e principalmente a 5 °C.

CONCLUSAO

A adicao de dleo de salmao melhorou as caracteristicas espermaticas
avaliadas do sémen suino resfriado a 17 e 5 °C durante o periodo de
acondicionamento de 24 e 48 horas, com excegao do vigor que foi melhor no

periodo de 24 e 48 horas.
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FONTE DE OLEO E NIVEIS DE SUPLEMENTACAO DE VITAMINA E NA
RACAO SOBRE A CRIOPRESERVACAO DE SEMEN SUINO

(Oil sources and vitamin E in the diet on the boar semen cryopreservation)

Elenice Andrade Moraes e Amorim, Ciro Alexandre Alves Torres
Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
36570-000, Brasil

RESUMO

Objetivou-se avaliar a adicdo de fontes de d6leo e niveis de
suplementacao de vitamina E na ragao sobre a criopreservaciao de sémen
suino. Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores Dalboard 85, com
idades entre 12 e 18 meses, distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas fontes de déleo (soja e
salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg).
O congelamento do sémen reduziu (P<0,05) a qualidade espermatica
quando comparado com os resultados do sémen in natura, independente do
tratamento. Apds o descongelamento, o sémen dos animais tratados com
Oleo de soja na racao reduziu (P<0,05) a motilidade espermatica total, vigor
espermatico, porcentagem de espermatozoides vivos e HOST. A motilidade
média do sémen apods a diluigdo, e durante as etapas do congelamento foi
de 85 e 84% para os animais tratados com O6leo de salmdo e soja,
respectivamente. Entretanto, apds o descongelamento, a motilidade dos
animais tratados com 6leo de salmao e soja reduziu para de 30 e 24%,
respectivamente (P<0,05). Para a porcentagem de espermatozoides vivos e
morfologia normal espermatica, o sémen dos animais que receberam
suplementacado com 6leo de soja apresentou menores valores (P<0,05) que
os tratados com 6leo de salmédo na ragao. A suplementagdo com 6leo de
salméo na dieta de suinos, rico em acidos graxos poliinsaturados, promove
uma redugdo das caracteristicas negativas observadas no sémen suino

descongelado.

Palavras-chaves: acidos graxos, congelamento, espermatozdides, oleo de

salméao, varroes
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the addition oil sources and
dietary supplementation of the vitamin E on the boar sperm fatty acid
composition. Twenty-four mature Dalboard 85 boars, of proven fertility and in
routine semen production for artificial insemination, were randomly divided, in
factorial arrangement 2 X 3, with two oil sources (soy and salmon) and three
levels of antioxidants (150, 300 and 450 vitamin E mg/kg). The semen frozen
process reduced (P<0.05) the sperm quality when compared to the results of
fresh sperm, independent of treatment. The total sperm motility, vigor,
percentage of live sperm and HOST were reduced (P<0.05) in the semen
thawed of the animals treated with soy oil in the diet. The motility of the
semen after dilution and during cryopreservation process was 85 and 84%
for the animals treated with salmon and soy oil, respectively. After thawing,
the motility of the animals treated with salmon and soy oil were 30 and 24%,
respectively (P<0.05). The percentage of live sperm and normal morphology,
the sperm of the animals treated with soy oil presented lower values (P<0.05)
for animals treated with salmon oil compared to the ones treated with salmon
oil. The rich fatty acid unsaturated salmon oil supplementated to the diet for
boars reduced of the negative characteristics observed in the thawed boars

sperm.

Keywords: fatty acid, frozen, sperm, salmon oil, boars

INTRODUCAO

A criopreservagao do sémen é de grande utilidade nos programas de
melhoramento genético, contribuindo para a preservagao das caracteristicas
de animais de alto valor genético e ainda pode ser utilizada nos casos onde
a inseminagao artificial deve ser realizada em locais de dificil acesso ou
distantes das centrais de inseminacao artificial.

Os processos de congelamento do sémen suino possuem poucas
aplicagdes praticas quando comparados aos de outras espécies de
mamiferos domésticos, particularmente devido a grande variabilidade nos

resultados de fertilidade apds inseminacdo com doses de sémen
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descongeladas (Pursel e Johnson, 1971; Paquignon e Courot, 1975;
Paquignon et al., 1977; Toniolli et al., 2001).

Durante as etapas do congelamento do sémen deve-se levar em
consideragao a complexidade bioquimica da membrana plasmatica do
espermatozoide, a interacdo de seus componentes e a influéncia do
resfriamento, congelamento e descongelamento nessas interagbes. A
membrana plasmatica é uma estrutura altamente dindmica que também
regula o processo de fertilizacdo (Flesch e Gadella, 2000). Diferenga na
composic¢ao de lipidios da membrana espermatica tem sido reportada como
um fator chave na diferenciagcdo da congelabilidade dos espermatozéides
(Parks e Lynch, 1992). Em muitas espécies de mamiferos, mais de 60% dos
acidos graxos sdo PUFAs de cadeia longa da serie 6mega 3 (w3) (Poulos et
al., 1973; Nissen e Kreysel, 1983). Esta especifica composi¢cédo de lipidios
confere uma maior fluidez a membrana plasmatica devido a presenca de
algumas ligagcbes duplas (Erickson, 1998). Esta diferenca fisica especifica
pode dar a membrana uma melhor resisténcia a danos devido a formacao de
cristais de gelo. Os lipidios que compdem a membrana plasmatica dos
espermatozoides de suinos sao particularmente os insaturados, DHA (30%)
e DPA (25%) (Penny et al., 2000). A alteracdo da composic&o de lipidios da
membrana espermatica afeta a criopreservacdo dos espermatozoides. A
criopreservacgao induz muito estresse sobre os espermatozoides, incluindo a
desestabilizacdo da membrana plasmatica, que resulta na perda de
motilidade espermatica e de sua fungéo (Steponkus et al., 1983).

O lipidio € um dos componentes chaves de todos os diluentes usados
durante resfriamento e congelamento. Os lipidios também sdo componentes
celulares de membranas bioldgicas, e os principais componentes lipidicos
dos espermatozoides, caracterizados por conterem grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) (Scott, 1973). Os PUFAs da série w3
e w6 sao acidos graxos essenciais, visto que, nao podem ser sintetizados
pelos animais e precisam ser fornecidos pela ragdo. A possibilidade de
aumentar a congelabilidade de espermatozéides suinos pelo aumento do
conteudo de DHA na membrana plasmatica pela ragdo € considerada.
Aumento deliberado do grau de insaturagbes e, portanto da fluidez da

membrana, poderia aumentar a resisténcia dos espermatozoides suinos aos
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danos causados pelo processo de resfriamento/descongelamento (Paulenz
et al.,, 1999). Mas apesar de haver efeitos benéficos dos acidos graxos w3,
altas concentracbes de PUFAs dentro das fracbes lipidicas dos
espermatozoides torna-os altamente susceptiveis a peroxidagdo com
consequente risco de danos a estrutura celular (Niki et al., 1993). Portanto, é
necessario um sistema antioxidante para protegé-los contra danos oxidativos
(Aitken, 1994). Assim, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fontes de
6leo e niveis de suplementacdo de vitamina E sobre o processo de

congelamento/descongelamento do sémen suino de reprodutores.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O experimento foi conduzido de setembro de 2005 a janeiro de 2006,
a 27°00'30” de latitude sul e 51°09'06” de longitude oeste, altitude média de
750 m, clima Cfa, segundo a classificagao de Koppen-Geiger (verdo quente)
com temperatura média anual de 17 °C e precipitacao pluviométrica média
anual de 1.800 mm, nas dependéncias do Centro de Difusdo Genética da
Perdigao Agroindustrial S/A (Videira/SC).

Todas as analises realizadas no sémen descongelado foram feitas no
Laboratério de Reprodugdo Animal do Departamento de Zootecnia da

Universidade Federal de Vigosa.

Animais e manejo

Foram utilizados 24 suinos machos reprodutores Dalboard 85, com
idades entre 12 e 18 meses, alojados em baias individuais com agua ad
libitum e suplementacdo concentrada diaria, segundo exigéncias
estabelecidas pelo NRC (1998).

Os animais foram distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 3, com duas fontes de dleo (soja e
salmao) e trés niveis de antioxidantes (150, 300 e 450 mg de vitamina E/kg
de ragéo). Foram adicionados 3,5% de 6leo, independente da fonte utilizada.
A composigédo centesimal foi baseada nas exigéncias nutricionais do NRC

(1998) que se encontra na Tabela 1, do capitulo 1.
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Coleta do sémen

Antes de cada coleta foi realizada a higienizagdo externa do prepucio
com agua e sabdo neutro, e a interna com solucgéo fisioldgica, para evitar
possiveis contaminagdes do sémen.

As amostras de sémen foram coletadas, semanalmente (1
coleta/macho/semana), pelo método da m&o enluvada (King e Macpherson,
1973), em sala apropriada com um manequim. O sémen foi coletado em
copo plastico de 700 mL contido em um copo térmico, com &agua
previamente aquecida a 37 °C. Imediatamente apds a coleta, a amostra de
sémen foi encaminhada para o laboratério de processamento de sémen,
onde foi colocada em banho-maria na temperatura de 37 °C para avaliagdes

da qualidade.

Avaliacao e processamento do sémen

Imediatamente apds a coleta do sémen, o ejaculado foi analisado
quanto ao seu volume (mL), concentracdo espermatica (x10%mL),
motilidade, vigor espermatico, porcentagem de espermatozoides vivos e
mortos, morfologia anormal e teste hiposmotico, conforme normas do CBRA

(1998), cujos valores encontram-se descrito no capitulo 2.

Avaliacdo do sémen durante o pré-congelamento

As avaliagdes da motilidade total espermatica e do vigor espermatico
do sémen durante o periodo de pré-congelamento foram realizadas em 6
etapas:

12 = sémen in natura,

22 = sémen diluido com meio centrifugador,

32 = sémen centrifugado,

42 = sémen diluido com meio de congelamento,

52 = sémen diluido com meio de congelamento apos o resfriamento,

62 = sémen apds congelamento no vapor de nitrogénio liquido.

Motilidade espermatica total e vigor espermatico

As avaliacbes dessas variavies foram realizadas conforme descrito no

capitulo 2.
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Centrifugacgao e envase do sémen

O sémen foi processado e congelado pelo método descrito por Furst
et al. (2005), modificado quanto ao periodo de incubagdo a temperatura
ambiente. O ejaculado foi diluido com meio centrifugador (Tabela 1) na
proporgao de 1:1 e, mantidos a temperatura ambiente de 23 a 25 °C. por 120
minutos. Depois, centrifugados a 800 g por 10 minutos. O meio de
congelamento (Tabela 2) foi adicionado a temperatura de 17 °C. Apos a
centrifugagéao e retirada do plasma seminal, os pellets foram ressuspendidos
com meio de congelamento para uma concentragado final de 1 bilhdo de
espermatozoides por mL. Para determinar esta concentracao, foi utilizado a
camara de Neubauer, para isso, foi feita a diluicdo de 20 yL de sémen em
19,98 mL (diluicdo de 1:1000) de solucédo formol salina tamponada a 1%.
Apds a homogeneizagdo da mistura, uma aliquota foi colocada na camara,
onde a contagem foi feita sob microscopia de contraste de fase (aumento de
400X).

Aliquotas foram retiradas para analise fisica dos espermatozoides. O
sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL na concentragao final de 500

milhdes de espermatozodides/palheta.

Resfriamento do sémen

O sémen foi resfriado seguindo o protocolo proposto por First et al.
(2005). As palhetas contendo o sémen foram colocadas dentro de tubo de
ensaio de 20 mL mantidos anteriormente a temperatura de 17 °C. Em
seguida o tubo de ensaio revestido por um refil (saco plastico) foi colocado
dentro de um recipiente de plastico de 240 mL contendo 120 mL de alcool
absoluto preenchendo a metade do tubo de ensaio, que também estava
mantido a temperatura de 17 °C. O recipiente foi entdo colocado na posigéo
horizontal dentro de uma geladeira de 280 L, com temperatura interna de 4 a
5 °C, com taxa média de -0,5 °C, por um periodo de resfriamento de 35
minutos. Apds este periodo, o tubo de ensaio contendo as palhetas foi
retirado do recipiente e mantido na temperatura da geladeira por mais 25

minutos, sendo este ultimo, o tempo de equilibrio.
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Tabela 1 — Composicao do meio de centrifugacgao glicose-EDTA

Reagentes Quantidade
D(+) glicose monohidratada 6,000 g
Citrato de sddio 0,375 g
EDTA 0,370 g
Bicarbonato de sddio 0,125 g
Penicilina G (sodica ou potassica) 100,000 Ul
Sulfato de estreptomicina 0,100 g

EDTA = etileno diaminotetra-acetodissddico. Fonte: Martin et al., 1979.

Tabela 2 — Composi¢cdo do meio de congelamento

Reagentes Quantidade (mL)
Solugao de lactose a 11% 50,0
Diluente de centrifugacao 25,0
Gema de ovo 20,0
Orvus-es-paste 0,8
Glicerol 50

Fonte: Martin et al., 1979.

Congelamento

O sémen foi congelado seguindo o protocolo proposto por Ohata et al.
(2005). O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio, colocando as
palhetas sobre um suporte de agco inox a uma altura de 5 cm acima da
lamina de nitrogénio liquido, acondicionado em uma caixa de isopor com 40
cm de comprimento x 32 cm de altura x 20 cm de largura, contendo 5 cm de
nitrogenio no seu interior, durante 20 minutos. Apds esse periodo as
palhetas foram submersas no nitrogenio, para congelagdo final dos
espermatozoides. Em seguida, foram colocadas em raques, devidamente
identificadas e armazenadas em botijdo de nitrogenio, para analises

posteriores.

Descongelamento
As amostras de sémen de cada tratamento foram descongeladas em
banho-maria a 37 °C por 20 segundos (Ohata et al., 2005).
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Avaliacao do sémen descongelado
A motilidade espermatica total e o vigor espermatico foram avaliados

tal como descrito no capitulo 2.

HOST

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada no sémen diluido
congelado/descongelado, conforme a técnica da preparagdo umida.
Aliquotas de 10 pL do sémen diluido foi adicionado em 0,9 mL da solugéo a
base de citrato de sédio e frutose com osmolaridade de 150 mOsmol/L
(Vazquez et al., 1997), e incubado por 30 minutos, em banho-maria a 37 °C.
Apos esse periodo, aliquotas de 15 pyL da mistura foram colocadas entre
lamina e laminula, para a contagem de 100 células de cada solugdo em
microscopia de contraste de fase com aumento de 400x. As células foram
classificadas quanto a presenca ou nao da cauda enrolada, segundo descrito
por Kumi-Diaka (1993).

Morfologia espermatica

Para a avaliacdo da morfologia espermatica utilizou-se a técnica de
preparacao umida. Aliquotas de 40 pyL de sémen foi adicionado em 1 mL de
formol-salino tamponado e estodcado a temperatura ambiente até analises.
Foram contadas 100 células com auxilio de microscépio Optico com
contraste de fase em aumento de 1000x para a determinagao do percentual
de anormalidades espermaticas classificadas segundo CBRA (1998)

dividindo as anormalidades em defeitos maiores e menores.

Analises estatitsticas

As analises dos parametros avaliados foram realizadas com utilizagao
do programa SAEG (UFV, 1997).

As variaveis foram submetidas aos testes de normalidade e
homocedacidade. Posteriormente, foram submetidas a analise de variancia
dos dados e utilizadas o teste de Student Newman-Keuls (SNK) para
comparagao de médias entre as fontes de éleo, com nivel de significancia de

5% e anadlise de regressao para os niveis de antioxidantes usados. Quando
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houve interacao foi determinado o efeito do nivel de antioxidante dentro de
cada fonte.

As varidveis que nao atenderam as premissas para a analise de
varidncia, mesmo apos as transformacgoes, foram submetidas ao teste nao

parameétrico de Wilcoxon.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicéo de acidos graxos e o teor de vitamina E identificados nos 0Oleos,
racdes e nos espermatozoides do sémen in natura

Os principais acidos graxos identificados nos 6leos, nas ragdes e
espermatozoides podem ser observados, respectivamente, nas Tabelas 2, 3
e 6, do capitulo 1. Os valores de vitamina E analisados nos 6leos, nas
racoes e nos espermatozoides podem ser observados nas Tabelas 4, 5 e 7,

do capitulo 1.

Caracteristicas seminais do sémen in natura

As caracteristicas fisico-morfologicas espermaticas, como motilidade
espermatica total, vigor espermatico, morfologia espermatica, HOST e a
porcentagem de espermatozodides vivos realizados no sémen in natura foram

demonstrados e discutidos no capitulo 2.

Caracteristicas do sémen suino criopreservado

A qualidade do sémen de suinos reprodutores € afetada pela
criopreservagdao (Almlid e Johnson, 1988), pois o processo de
criopreservagdo ocasiona perdas significativas aos espermatozoides de
suinos se comparado com os do sémen in natura ou resfriado a 17 °C.
Sabendo disso, o aspecto final do estudo do papel dos lipidios neste
experimento foi verificar a possibilidade de aumentar a insaturacées dos
espermatozoéides de suinos, com a finalidade de diminuir os danos
ocasionados na membrana plasmatica durante o resfriamento e
congelamento.

Nenhum efeito da interacdo entre a fonte de d6leo e os niveis de

vitamina E foi observado (P>0,05).
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Foi observado que a qualidade do sémen de suinos € afetada pela
criopreservacgao (P<0,05), independente do tratamento, quando comparado
com os resultados do sémen in natura, cujos valores encontram-se no
capitulo 2.

A motilidade espermatica total meédia durante as etapas do

resfriamento/congelamento do sémen estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — Fontes de 6leo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre
a motilidade espermatica total do sémen suino durante as

etapas do protocolo de resfriamento e congelamento*.

Etapas: (1) sémen in natura; (2) sémen diluido com meio de centrifugagéo;
(3) sémen centrifugado (4) sémen diluido com meio de congelamento; (5)
sémen diluido com meio de congelamento apds o resfriamento; (6) sémen
apos o congelamento no vapor de nitrogénio liquido.

P>0,05.

Apds o descongelamento, a motilidade espermatica total dos animais
tratados com 6leo de salmao e soja foi de 30 e 24%, respectivamente.
Amostras de sémen dos animais tratados com Oleo de soja na ragao
apresentaram igual (P<0,05) motilidade espermatica total e valores maiores
de vigor espermatico (Tabela 3), porcentagem de espermatozoéides vivos
(Tabela 4) e teste hiposmdético (HOST; Tabela 6) que os animais tratados
com Oleo de salmao.

Os valores médios das caracteristicas observadas aproximam-se dos

padrées de normalidade considerados para a espécie (CBRA, 1998). Vale
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ressaltar, que a selecdo dos varrdes para este estudo nao utilizou as
caracteristicas seminais como fator determinante, visto n&o ser o objetivo do
mesmo verificar a capacidade de congelabilidade dos respectivos varrdes
mas sim avaliar os danos sofridos pelos espermatozoides apds o

descongelamento do sémen.

Tabela 3 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
motilidade espermatica total e vigor espermatico do sémen

descongelado de suino

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Motilidade espermatica total (%)

Soja 23,8 25,2 24,3 24 4°

Salméo 27,7 31,1 31,2 30,0°

Média 25,8° 28,1% 27,7 14,5

Vigor espermatico

Soja 1,97 1,85 1,85 1,89°

Salmao 1,97 2,32 2,37 2,222

Média 1,97 2,08 2,11 52,3

2PA-B\Medias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

A motilidade espermatica total no pés descongelamento obtida neste
estudo foi mais baixa as observadas em outros estudos com sémen suino
criopreservado: 38,8%, (Paulenz et al., 1999), 40,9% (Murgas et al., 2001),
44,6% (Cerolini et al., 2001), 36% (Bianchi et al., 2005b, utilizando o
protocolo de Westendorf et al. (1975) e 51,4% (Ohata et al., 2005). Isto se
deve, provavelmente, pelo tipo de protocolo de resfriamento e congelamento
utilizado ou pelo periodo de incubacido do sémen antes do resfriamento, ou a
associagao destes. Entretanto, a motilidade espermatica total (30%) dos
animais tratados com 6leo de salmao foram proximos aos obtidos por
Bianchi et al. (2005a) que avaliaram dois diferentes diluentes a base de
gema de ovo e LDL, respectivamente, PIGPEL-5 e PIGPEL+, cujos valores
obtidos 10 minutos apdés o descongelamento foram de 34 e 33% de

motilidade espermatica total. E maiores que os reportados por Maldijian et al.
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(2005), que suplementaram a racdo de suinos com Oleo de peixe e
obtiveram 24,9% de motilidade espermatica total apos o congelamento.

No entanto, os resultados de motilidade espermatica total no pré-
congelamento (85 e 84%, respectivamente, para os 6leos de salméo e soja)
foram superiores aos reportados por Bianchi et al. (2005b) que utilizando
dois diferentes protocolos observaram motilidade espermatica total de 68%
(Westendorf et al., 1975) e 52% (Paquignon et al., 1974) no pré-
congelamento. Vale ressaltar a motilidade espermatica total do sémen dos
animais tratados com o6leo de salmao na ragao foi maior que a motilidade
espermatica total pés-descongelamento (22%) observada por Bianchi et al.
(2005b), utilizando o protocolo preconizado por Paquignon et al. (1974),
mesmo apés 10 e 30 minutos de descongelamento.

Observou-se efeito linear (P<0,05) da vitamina E sobre a motilidade
espermatica total, porcentagem de espermatozéides vivos e HOST para
ambas as fontes de 6leo. O consumo dos maiores niveis de suplementacao
de vitamina E promoveu o aumento dos valores destas variaveis,
demonstrando que a funcdo antioxidante da vitamina E colaborou para os
bons resultados obtido no sémen dos animais suplementados com 6leo de
salmao.

A porcentagem de espermatozdides vivos e a morfologia espermatica
(defeitos maiores) do sémen dos animais suplementados com O6leo de
salmao apresentaram valores menores (P<0,05) que os tratados com dleo
de soja na dieta (Tabela 4 e 5), mostrando que o 6leo de salmé&o, rico em
PUFAs, apos alterarem a composi¢cao da membrana dos espermatozéides
no sémen in natura (valores descritos no capitulo 2) promove uma melhora

da qualidade do sémen descongelado.
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Tabela 4 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a

porcentagem de espermatozoides vivos no sémen descongelado

de suino
Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
Espermatozoides Vivos (%)
Soja 35,9 36,0 36,5 36,1°
Salméo 39,6 42,9 42,3 41,62
Média 37,7° 39,5" 39,4" 12,7

aPBMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

No entanto, a porcentagem de espermatozdides vivos no sémen dos
animais tratados com 6leo de salméo foi similar aos de Cerolini et al. (2001)
e Murgas et al. (2001) que obtiveram 42,2% e 43,0% de espermatozéides
Vvivos, respectivamente e, menor se comparado aos de Maldjian et al. (2005),
que reportaram 56,8% espermatozoides vivos apos descongelamento do
sémen dos animais suplementados com oleo de peixe que foram
criopreservados segundo o protocolo preconizado por Westendorf et al.
(1975) e modificado por Amlid (1987).

Constatou-se que a porcentagem de espermatozoides vivos foi maior
que o numero de espermatozoides com motilidade espermatica total, isto
sugere que a coloragao eosina-nigrosina requer apenas a integridade
estrutural da membrana espermatica para indicar se a célula esta integra ou
nao. Portanto, os espermatozdides apesar de apresentarem a membrana
plasmatica da cabeca intacta, possivelmente ja podem estar passando por
uma fase de esgotamento do ATP, na pecga intermediaria, né&o
caracterizando assim, alteracdo na integridade estrutural da membrana
plasmatica, o que foi também observado por Mello (1999).

A morfologia (defeitos menores) nao diferiu (P>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 5), e mostraram-se dentro de padrdes desejaveis para
efeito de selecdo de varrbes, pois a porcentagem de defeitos totais
registrados em espermatozéides de ambos os tratamentos, s&o
considerados padrdo apos o descongelamento, segundo as normas
preconizadas pelo CBRA (1998).
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Tabela 5 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a

morfologia espermatica do sémen descongelado de suino

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)

Defeitos Maiores (%)

Soja 26,4 26,4 26,3 26,3°

Salmao 25,9 25,9 25,7 25,8

Média 26,2 26,1 26,0 7,54
Defeitos Menores (%)

Soja 15,7 15,9 14,9 15,52

Salmao 14,9 15,1 14,5 14,8°

Média 15,3 15,5 14,7 34,9

2PMédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).

O HOST avalia a integridade funcional da membrana plasmatica, com
base nas propriedades osmadticas da mesma, e segundo Llano et al. (2001)
os valores do HOST acrescenta informagdes que pode melhorar
significativamente a predigcao da fertilidade.

O HOST foi avaliado no sémen apds o descongelamento (Tabela 6).
Observou-se um numero maior de espermatozéides reativos ao HOST
(P<0,05) no sémen dos animais tratados com 6leo de salméao na ragéo que
dos animais suplementados com 6leo de soja. Apesar de baixos (P<0,05)
quando comparados aos valores registrados no sémen in natura (84,2 e
86,2% para 6leo de soja e salmao, respectivamente; Tabela 4 do capitulo 2),

nao foi observada diferenca entre as fontes de dleo.
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Tabela 6 — Fontes de dleo e niveis de suplementagao de vitamina E sobre a
porcentagem de espermatozoéides reativos ao HOST do sémen

descongelado de suino

Fonte de 6leo Nivel de Vitamina E (mg/kg)
150 300 450 Média CV (%)
HOST (%)
Soja’ 16,8 18,2 17,3 17,4°
Salmao’ 20,7 24,1 24,2 23,0°
Média 18,8° 21,17 20,7% 19,6

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha/coluna diferiram pelo teste SNK (P<0,05).
'Efeito linear (P<0,05).

Os espermatozéides de suino sdo mais susceptiveis a danos durante
a diminuicdo da temperatura que os de outras espécies (Watson et al.,
1992), provavelmente devido a composicdo da membrana plasmatica.
Mudancas na composicdo e estrutura da membrana plasmatica de
espermatozoides de suino devido ao choque térmico a 17 °C (De Leeuw et
al., 1990) e no congelamento (Buhr et al., 1994) tem sido reportado. Llano et
al. (2001) observaram que o HOST de sémen suino foi mais sensivel aos
danos causados pelo choque térmico (37 a 15°C) que a avaliagdo da
motilidade espermatica total e do acrossoma.

Foi feita uma correlagdo entre a motilidade espermatica total e a
funcionalidade da membrana, onde se verificou os seguintes valores r=0,99
e r=1,00 para fonte de 6leo de soja e salmao, respectivamente. Esta
correlagdo é alta, pois a motilidade espermatica total é dependente do
transporte de solugcdes através da membrana integra e das atividades
bioquimicas do metabolismo espermatico (Jeyendran et al., 1984).

No entanto, o valor de 23% de espermatozédides reativos ao HOST,
apesar de baixo, é significantivo, visto que, vem representar a porcentagem
de espermatozodides reativos de um total de 30% de espermatozoides
moveis (Tabela 3), ou seja, destes 30% de espermatozéides moveis, 23%
apresentam a membrana plasmatica funcional apdés a etapa de
congelamento e descongelamento. Segundo Maxwell e Johnson (1997) as

alteragdes que podem ocorrer nos espermatozoides apos o congelamento
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estdo associadas com a etapa de resfriamento, e essas alteracbes podem
ser minimizadas se o sémen tiver um periodo de incubagao posterior ao
resfriamento. Quando amostras de sémen pré-diluidas sdao mantidas acima
de 15 °C, por 1 a 5 h, o espermatozoide adquire uma resisténcia gradual ao
choque térmico (Pursel et al., 1972 e 1973). Portanto, apesar de, em todos
0s parametros avaliados, o sémen dos animais que receberam Oleo de
salm&o na ragdo apresentarem resultados melhores que os tratados com
oleo de soja (P<0,05), nenhum outro ganho foi observado em termos de
melhoria da qualidade seminal mesmo apds um periodo de incubacéo de 2
hora a 15 °C antes do sémen ser resfriado para temperaturas inferiores a
15°C.

Sabe-se que durante o congelamento e descongelamento ocorre uma
reducao na proporgdo de PUFA em espermatozoéides de suinos (Maldjian et
al.,, 2005). Desta forma, embora os efeitos ndo tenham sido muito
expressivos neste estudo, o fornecimento de dleo de salmdo na ragao de
suinos ocasionou alteragcbes na membrana espermatica dos
espermatozoides do sémen in natura (Tabela 6, capitulo 1), com o aumento
de DHA, que indiretamente proporcionou melhoria na qualidade do sémen

pos-descongelamento.

CONCLUSAO

Os tratamentos nao possibilitaram melhora benéfica do sémen poés-
descongelamento. Apesar disso, a suplementagdo com o6leo de salméo na
racao proporcionou melhores resultados das caracteristicas espermaticas no
sémen suino descongelado que o 6leo de soja.

Os niveis de vitamina E 450 mg/kg de ragdo aumentou a

porcentagem de espermatozdides vivos e reativos ao teste hiposmaotico.
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ABSTRACT

This study compared the effect of adding other cholesterol conjugates,
which should incorporate into and increase membrane fluidity at low
temperatures thereby increasing cryosurvival. Ejaculates from four bulls were
divided in three experiments (E). Ejaculates from each of four bulls were
diluted to 120 million cells in a Tris diluent. In E1 and E2, the sperm diluted
were sub-divided into four treatments: No additive (control); 1.5 mg
cholesterol loaded cyclodextrin (CLC)/120 million sperm (positive control);
and 1.5 mg cyclodextrin pre-loaded with cholestanol or desmosterol/120
million sperm. In E3, the sperm diluted were sub-divided into 10 treatments:
T1: no additive (control); T2: 0.75 mg and T3: 1.5 mg (Heptanoate); T4: 0.75
mg and T5: 1.5 mg (Palmitate); T6: 0.75 mg and T7: 1.5 mg (Pelargonate);
T8: 0.75 mg and T9: 1.5 mg (stearate), and T10: 1.5 mg CLC/ml (positive
control). The semen from the experimental animals was incubated for 15 min
at 22 °C to allow the incorporation of cholesteryl conjugates. After this period,
in the E1 samples from each treatment were used to determine the motility
and osmotic tolerance and, the ability of fresh sperm to bind to the zona
pellucida (ZP) and chicken egg periviteline membrane (CEPM) using a
Hamilton Thorne Motility Analyser (CASA) and epifluorescence microscopy,
respectively. The sperm from E2 and E3, the sperm were diluted 1:1 (v:v) in
Tris with 20% Egg Yolk (EY) and cooled to 5 °C. After dilution 1:1 (v:v) with
Tris containing 10% EY and 16% glycerol to a final concentration of 30
million sperm and were allowed to equilibrate for 15 minutes before
packaging into 0.5 ml French straws, and thereafter freezing in static liquid

nitrogen vapor for 20 minutes and plunging into liquid nitrogen for storage.
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Samples were thawed to determine the motility (E2 and E3), the ability of
sperm to bind to the ZP (E3) and to CEPM (E2), and viability (E3) using
Epics V Flow Cytometer. In the E1, treating fresh sperm with CLC resulted in
more binding to the ZP compared to all other treatments (P<0.05). No
differences were observed between ZP and CEPM binding ability (P>0.05).
The percentages of motile sperm, when the sperm were exposed to
anisosmotic conditions, and then returned to isosmolality, were higher for
fresh samples treated with cholesterol, cholestanol or desmosterol loaded
cyclodextrin than control cells (P<0.05). In the E2, after cryopreservation the
percentages of motile sperm and number of sperm binding to each CEPM
were similar for sperm treated with CLC and cholestanol compared to sperm
treated with desmosterol (P>0.05). All treatments provided higher motility and
binding efficiency than control sperm (P<0.05). And for E3, higher
percentages of motile sperm and viable cells were maintained after thawing
the sperm treated with CLC and cholesteryl-pelargonate compared to all
other treatments (P<0.05). The percentage of motile sperm and number
sperm binding to CEPM was higher for CLC-treated cells (P<0.05).
Therefore, adding cholesterol or cholesteryl-pelargonate or cholestanol to

bull sperm membranes improved cell cryosurvival.

Keywords: bull, cholesteryl conjugates, fresh/frozen semen, motility,

viability, zona binding.

INTRODUCTION

Sperm cryosurvival is affected by altering the lipid composition of
sperm plasma membranes. Cryopreservation induces many stresses on the
sperm, including destabilizing the plasma membrane which results in the loss
of sperm motility and function (Steponkus et al., 1983). Treating bull sperm
with cholesterol-loaded cyclodextrin (CLC) prior to cryopreservation
increases sperm cryosurvival rates (Purdy and Graham, 2004b; Mocé and
Graham, 2006).

Sperm sensitivity to

”e

cold shock” damage is determined by membrane
phospholipid composition and membrane cholesterol to phospholipid ratio

(Holt, 2000), and sperm possessing high cholesterol:phospholipid ratios
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(rabbit and human sperm) are more resistant to the “cold shock” damage
than the ones with low ratios, boars, stallions, rams and bulls (Watson, 1981;
Parks and Lynch, 1992; White, 1993).

When cyclodextrins, the cyclic oligosaccharides of glucose which
contain a hydrophobic center with incorporating lipids capability (Klein et al.,
1995) are preloaded with cholesterol (CLC) and then incubated with bull
sperm before cryopreservation, resulted in higher percentages of motile and
viable cells recovered after freezing and thawing, compared with control
sperm (Purdy and Graham, 2004b; Combes et al., 1998). This added
cholesterol most likely benefits cells by lowering the temperature at which the
sperm plasma membranes undergo the lipid phase transition from the fluid to
the gel state as the cells are cooled (Ladbrooke et al., 1968).

Cyclodextrins may be used to alter the cholesterol content of cell
membranes (Christian et al., 1997; Visconti et al, 1999), and if cyclodextrins
are pre-loaded with cholesterol, it is incorporated into membranes (Navratil et
al., 2003). If stallion (Combes et al, 2000; Moore et al, 2005), bull (Purdy and
Graham, 2004a,b) and ram (Morrier et al., 2004) sperm are treated with
cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC) prior to freezing, they exhibit higher
cryosurvival rates than untreated sperm.

This study compared the effect of adding cholesterol and other sterols,
to the sperm membrane which may be incorporated into and increase

membrane fluidity at low temperatures thereby increasing cryosurvival.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Mature Holstein bulls were housed at the Animal Reproduction
Laboratory at Colorado State University (CSU), fed a diet providing 100% of
their nutritional needs, and provided water ad libitum. All animal care and
procedures used to collect semen were approved by the Animal Care and

Use Committee of Colorado State University.

133



Materials
All chemicals were reagent grade and purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO), except for Hoechst 33342 which was purchased from ICN,

Biomedicals, Inc. (Aurora, OH).

Cyclodextrins preparation

Methyl-B-cyclodextrin was loaded with cholesterol as described by
Purdy and Graham (2004a), and the same was done for others cholesterol
conjugates used in all experiments.

Briefly, Cholesterol, 200 mg, was dissolved in 1 ml of chloroform. In a
separate glass tube 1 g of methyl-B-cyclodextrin was dissolved in 2 ml of
methanol. A 0.45 ml aliquot of the cholesterol solution was added to the
cyclodextrin solution, stirred until the combined solution was clear, after
which the mixture was poured into a glass Petri dish and the solvents
removed using a stream of nitrogen gas. The resulting crystals were allowed
to dry for an additional 24 hours, at which time they were removed from the
dish and stored in a glass container at 22 °C. A working solution of the
cholesterol-loaded cyclodextrin was prepared by adding 50 mg of CLC to 1
ml TALP (Graham et al., 1986) at 37 °C and mixed briefly using a vortex

mixer.

Experiment 1. Effect of cholestanol or desmosterol loaded cyclodextrin
addition to a fresh bull sperm ejaculates

Semen collection and processing

Semen from four bulls (8 ejaculate/bull) was collected using an
artificial vagina. Immediately following collection, the concentration of sperm
in each ejaculate was determined photometrically. Ejaculates from four bulls
were diluted to 120 million cells in a Tris diluent and sub-divided into four
treatments: No additive (control); 1.5 mg CLC/120 million sperm (positive
control); and 1.5 mg/120 million sperm of cyclodextrin pre-loaded with
cholestanol or desmosterol. The sperm treated were incubated for 15 min at
22 °C to allow for incorporation of compounds. After this period, samples

from each treatment were used to determine the motility, osmotic tolerance
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and ability of fresh sperm to bind to the zona pellucida (ZP) and the chicken
egg periviteline membrane (CEPM) using a Hamilton Thorne Motility

Analyser (CASA) and epifluorescence microscopy, respectively.

Osmotic tolerance limits of fresh sperm

Fresh semen samples after incorporation of cholesteryl conjugates
were centrifuged at 400 g for 8 minutes and the supernatant was removed.
The remaining sperm pellets were resuspended into a 1.5 ml eppendorf to a
concentration of 1 billion cells/ml in Tris. A 20 ul aliquot of sperm was
transferred into a 0.5 ml eppendorf centrifuge tube containing 150 pl from
one of the 13 aniosmotic solutions of 0, 50, 75, 150, 225, 270, 300, 350, 370,
425, 500, 600 or 1200 mOsm in stock solution STALP and incubated at room
temperature for 5 min. Then returned to near anisosmotic sample into a 1.5
ml eppendorf centrifuge tube containing different volumes of STALP each at
a different osmotic pressure to return to isosmolality by removing 100 pl
aliquot from each anisosmotic sample into the a 1.5 ml eppendorf centrifuge
tube containing different volume of STALP solutions at different osmolalities
to restore cells to an isosmotic environment as follows: sperm at 0 and 50
mOsm were diluted into 300 uyl of STALP at 380 mOsm; sperm at 75 to 500
mOsm were diluted into 400 ul of STALP at 300 mOsm; sperm at 600 mOsm
were diluted into 300 ul of STALP at 300 mOsm; and sperm at 1200 mOsm
were diluted into 300 pl of water (Figure 1; Meyers, 2007). The percentage of

motile sperm in each sample was evaluated using CASA.

135



Incubation in STALP anisosmotic solutions:

mOsm 0 50 75 150
Anisosmotic Solution 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
Semen 20 pl 20 ul 20 ul 20 ul

Return to isosmotic conditions:

STALP (mOsm) 380 380 300 300
300 pl 300yl 400 plI 400 pl
Water Milipore - - - -
Sperm in anisosmotic 100 pl 100 i 100 pI 100 pl
Final mOsm 295 306 261 275

\f’**

P

|
225 270
150 pl 150 i
20 pl 20 pl

e
oD

«

300 300
400 pl 400 pl
100yl 100

288 296

300

150 pl
20 ul
Incubation: 5 minutes at 22 °C.
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Figure 1 — Anisosmotic solutions assay.
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Zona binding assay

Bovine oocytes

The fresh sperm from each treatment were stained with Hoechst and
prepared one hour before the bovine oocytes insemination. Semen sample (2
ml fresh sperm diluted to 120x10°) was centrifuged in 15 ml conical tubes at
400 g for 5 minutes. Following centrifugation, the supernatant from each tube
was removed and discarded. The remaining sperm pellets were suspended
in 1 ml of TALP with 35 ul/ml Hoechst 33342, and incubated for 15 minutes
at 37 °C water bath for 15 minutes, after wash at 400 g for 5 minutes and the
sperm pellets were suspended to a final concentration of 5 million sperm/ml
in TALP. Five ml aliquots (10,000 sperm) were added to droplets with 10
oocytes each.

The oocytes were aspirated from the follicles (approximately 2-4 mm
in diameter) with a 20 gauge needle and the follicular fluid examined using a
stereomicroscope with oocytes been placed in TALP. The oocytes cumulus
cells were removed by vortexing for two minutes at maximum speed and the
denuded oocytes then washed four times in TALP before being stored at 5
°C in a hyperosmotic solution (1.5 M MgCl;, 40 mM HEPES, 0.1% PVP) until
further use.

The oocytes were washed four times in TALP and incubated in TALP
for 1 hour at 38.5 °C in an atmosphere of 5% CO in air. After incubation, 10
oocytes were randomly placed into 45 ul droplets of TALP (1
droplets/treatment) to which sperm were

added and incubated together at 38.5 °C in an atmosphere of 5% CO-
in air for 2 hours after which the oocytes were washed four times in TALP,
using a small-bore fire polished glass pipette to remove loosely bound sperm.
Groups of five oocytes were placed onto glass slides and covered with a
cover slip supported by a mix of paraffin wax and petroleum jelly (Coutinho
da Silva, 2005). Oocytes were viewed using a quadriculate ocular in
epifluorescence microscope (Eclipse E800, Nikon Instruments, Melville, NY)
equipped with a 360/40 nm band pass excitation filter and a 460/50 nm band
pass emission filter. The total number of sperm bound to each zona pellucida

was determined at 400x magnification.
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Chickene eqq perivitelline membrane (CEPM) preparation

The ability of bull sperm to bind to the perivitelline membranes (PM)
was conducted using the CEPM described by Barbato et al. (1998). PM was
prepared by separation the egg yolk from the egg white, and removing the
excess white from the yolk using a paper towel. The intact yolk was put onto
a piece of parafilm, the membrane was ruptured and the yolk gently washed
away using TALP keeping the membrane in the parafilm. The membrane was
removed from the parafilm and placed into a 10 ml glass vial. The membrane
was washed several times with TALP till the solution was clear and no visible
yolk was present. The PM was then placed into a Petri dish, gently spread to
a single layer and then cut into seven small squares (1x1 cm), using a
scalpel and an spectrophotometer cuvette as a template. Each perivitelline
piece was put into a culture tube (16x100 mm) containing 1 ml of TALP.
Sperm from a control bull was evaluated using one PM square for each
membrane.

Sperm from each treatment were evaluated using the other PM
squares. Three separate PM were used to replicate each experiment. Each
PM square was inseminated with 50x10° fresh sperm from different
treatments. The membrane and the sperm were co-incubated for two hours,
at 37 °C in an atmosphere of 5% of COz in air, and the tubes gently shaken
every 30 min to keep the membranes from folding. One hour before the end
of the incubation time, 1 ul of Hoechst 33342 (1 mg/ml in water) was added
to each of the tubes to get the sperm stained. After incubation, each
membrane was placed into a new tube containing 1 ml TALP and the
membranes washed 5 times to remove any unbound sperm. Each PM
square was placed onto a glass slide, gently spread to remove any folds,
covered with a coverslip and examined using fluorescence microscopy at
400x (Graham, not published).

The number of sperm bound to the membrane in 6 predetermined
fields of each membrane square was determined. The relative number of
sperm bound per membrane for each bull was calculated, by dividing the
total sperm number bound to that particular PM by the number of sperm
bound by the control bull sperm to the same membrane. The three replicate

membranes means were then determined for each bull (Spizziri, 2007).
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Experiment 2: Effect of adding cholestanol or desmosterol to bull sperm

membranes on the cryosurvival

Semen collection, processing and cryopreservation

Semen from four bulls (8 ejaculates) was collected using an artificial
vagina. Immediately following collection, the sperm concentration of each
ejaculate was determined photometrically. Ejaculates from each of four bulls
were diluted to 120 million cells in a Tris diluent and sub-divided into four
treatments: No additive (control); 1.5 mg CLC/120 million sperm (positive
control); and 1.5 mg/120 million sperm of cyclodextrin pre-loaded with
cholestanol or desmosterol. Then, the sperm treated were incubated for 15
min at 22 °C to allow for incorporation of the compounds. After this period,
each semen were diluted 1:1 (v:v) in Tris with 20% EY and cooled to 5 °C.
After dilution 1:2 (v:v) with Tris containing 10% EY and 16% glycerol for final
concentration of 15 million sperm/ml the dilution was allowed to equilibrate
for 15 minutes before packaging into 0.5 ml French straws, freezing in static
liquid nitrogen vapor for 20 minutes and plunging into liquid nitrogen for
storage (Mocé and Graham, 2006). Straws were thawed (37 °C for 30
second) to determine the motility and the ability of the sperm to bind to the
CEPM using CASA and Epics V Flow Cytometer, respectively (Purdy et al.,
2004).

Motility analysis

Straws were thawed in a 37 °C water bath for 30 seconds and the
sperm motile characteristics were determined after 10 minutes using CASA.
The percentage of total motility sperm for a minimum of 200 cells using at
least five areas of the slide were measured using the following parameters:
frames acquired, 30; minimum contrast, 20; minimum cell size, 6; threshold
straightness, 60; medium VAP cut-off, 60; low VAP cut-off, 25; low VSL cut-
off, 10; non-motile head size, 17; non-motile head intensity, 70;
magnification, 1.95; static size limits, 0.46-2.47; static intensity, 1.28; and

static elongation limits, 5-60.
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Chicken egg perivitelline membrane (CEPM) binding assay

CEPM was prepared identical to the ones from experiment 1.

The frozen/thawed sperm from each treatment were stained with
Hoechst after PM preparation. Two straws were used and suspended in 1 mi
TALP and centrifuged in 15 ml conical tubes at 400 g for 5 minutes.
Following centrifugation, the supernatant from each tube was removed and
discarded. The remaining sperm pellets were suspended in 1 ml of TALP
with 35 pl/ml Hoechst 33342 and incubated for 15 minutes at 37 °C water
bath. After this period, the samples were washed at 400 g for 5 minutes and
the sperm pellets were suspended to a final concentration of 5 million
sperm/ml in TALP (Mocé and Graham, 2006).

Sperm from a control bull was evaluated using one PMs square for
each membrane. Sperm from each treatment were evaluated using the
others PMs squares. Three separate PM were used to replicate each
experiment. Each PM piece was inseminated with 5 pl aliquots (10,000
sperm) from the different bulls. The membranes and the sperm were co-
incubated for two hours, at 37 °C in an atmosphere of 5% of CO; in air, and
the tubes gently shaken every 30 min to keep the membranes from folding.
One hour before the end of the incubation, 5 pl aliquots (10,000 sperm
prepared) will be added to each tube containing perivitelline membranes.
After incubation, each membrane was placed into a new tube containing 1 ml
TALP and the membranes was washed 5 times to remove any unbound
sperm (Graham, not published).

Each PM square was placed onto a glass slide, gently spread to
remove any folds, covered with a coverslip and examined using fluorescence
microscopy at 400x.

The number of sperm bound to the membrane in 6 predetermined
fields of each membrane piece was determined. The relative number of
sperm bound per membrane for each bull was calculated, by dividing by the
total sperm number bound to that particular PM by the number of sperm
bound by the control bull sperm to the same membrane preparation. The
three replicate membranes means were then determined for each bull
(Spizziri, 2007).
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Experiment 3: Cholesteryl-heptanoate, -palmitate, -pelargonate, or —stearate
loaded cyclodextrin added to fresh bull ejaculates to improve sperm

cryosurvival

Semen collection, processing and cryopreservation

Semen from four bulls was collected using an artificial vagina.
Immediately following collection, the sperm concentration in each ejaculate
was determined photometrically. Ejaculates from each of four bulls were
diluted to 120 million cells in a Tris diluent and sub-divided into 10
treatments: No additive (control); 1.5 mg CLC (positive control); 0.75 mg or
1.5 mg of cyclodextrin pre-loaded with cholesterol conjugated to heptanoate,
palmitate, pelargonate or stearate. The sperm treated were incubated for 15
min at 22 °C to allow for incorporation of cholesteryl conjugates. After this
period, the samples from each treatment were diluted 1:1 (v:v) in Tris with
20% EY and cooled to 5 °C. After 1:1 (v:v) dilution with Tris containing 10%
EY and 16% glycerol, samples were allowed to equilibrate for 15 minutes
before packaging into 0.5 ml French straws, freezing in static liquid nitrogen
vapor for 20 minutes and plunging into liquid nitrogen for storage (Mocé and
Graham, 2006). Straws were thawed to determine the sperm motility and its
ability to bind to the ZP and its viability using CASA, epifluorescence

microscopy and Epics V Flow Cytometer, respectively.

Motility analysis
Straws were thawed and the percentages of motile sperm were

determined as described in Experiment 2.

Viability analysis

Straws were thawed as described above and the contents of one
straw per treatment emptied into a test tube containing 1ml of Tris diluent.
Sperm were stained for flow cytometric analysis by transferring a 0.5 ml
aliquot from each tube into a second tube containing 0.5 ml Tris, 5 yl SYBR-
14 (20 uM solution in MeySO), and 10 pl propidium iodide (Pl; 2.4mM
solution in water; Molecular Probes, Eugene OR) as described by Garner et
al. (1994) and Purdy and Graham (2004). The samples were incubated for 10
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minutes at 22 °C before being analyzed using an Epics V flow cytometer
(Coulter Electronics, Miami, FL) equipped with an argon laser tuned to
488nm at 100mW power. Fluorescence from 50,000 cells was measured
using a 515 long-pass filter, a 525 nm band-pass filter to detect SYBR-14, a
590nm dichroic mirror, and a 630 nm long-pass filter to detect Pl (Garner et
al., 1994). Using this protocol, all cells stained with SYBR-14, permitted cells
to be distinguished from egg yolk particles, but only non-viable cells stained
with PI.

The fluorescent stained of sperm was monitored and photographed
with a Zeiss Axiophot epifluorescent microscope (Carl Zeiss Inc., Thornwood,
NY) equipped with a fluorescein isothiocyanate filter set (Zeiss #487909).
Ektachrome 400 (Eastman Kodak, Rochester, NY) slide film was used to

photograph sperm (30 seconds).

Chicken egg perivitelline membrane binding assay

The cryopreserved sperm straws used were 1.5 mg cholesterol, 0.75
mg of pelargonate and 1.5 mg of stearate loaded cyclodextrin, which were
used to determine the sperm ability to bind to the chicken egg perivitelline
membrane.

Straws were thawed and the percentage of motile sperm and number

sperm binding to CEPM were determined as described in Experiment 2.

Statistical analysis

Percentages of motile (total and progressive), viable cells, osmotic
tolerance and zona binding were analyzed by analysis of variance and
treatment differences separated by Student-Newman-Keuls (SNK) mean
separation technique (SAS, 1985). Data of motile were transformed to
minimize variation due to bulls. Data were transformed within each ejaculate
by subtracting each treatment from its own control value.

Data from zona binding assay were transformed by square root
transformation to adjust for unequal variances. To find the binding potential of
an individual sperm cell data were also normalized to take into account the
percentage of motility sperm added to each CEPM. To find the sperm motility

number bound to the CEPM the total sperm number mean bound for each
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bull was divided by the percent motile sperm (Spizirri, 2007). Data were then
analyzed by paired t test for the pair-wise comparison between treatments
(SAS, 1985).

RESULTS
Experiment 1

Percentages of total and progressively motile sperm were similar for
fresh semen treated with CLC, cholestanol, desmosterol and control (Table
1; P>0.05).

Table 1 - Percentages of total and progressive motility in fresh bull sperm
treated with O (Control) or 1.5 mg steroids-loaded cyclodextrins

before cryopreservation

Motility (%)  Control Cholesterol Cholestanol Desmosterol
Total 93? 92° 942 96°
Progressive 212 212 25° 26°

“Different superscripts within rows indicate treatment differences (P>0.05).

The percentages of total and progressively motilit sperm were higher
than controls for fresh samples treated with cholesterol, cholestanol or
desmosterol loaded cyclodextrin exposed to anisosmotic conditions 0, 50, 75,
150 and 225 mOsm; 0, 50 and 75 mOsm; and 50 and 75 mOsm,
respectively, which returned to isosmolality and the control samples did not
(Figure 2 and 3; P<0.05).

143



—8— Control —e— Cholesterol —6— Cholestenol Desmosterol

—_
[N
|

Relative Total Motility

T T T T T T T T T s

0 50 75 150 225 270 300 350 370 425 500 600 1200

Osmolality (mOsm)

c o o 9
SO N A OO 00 =~
| | | | |

Figure 2 — Relative of total sperm motility after return to isosmotic
conditions. Filled symbols indicate that a treatment is

different from control at a particular osmolality (P<0.05).
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Figure 3 — Relative of progressively motile sperm after return to isosmotic
conditions. Filled symbols indicate that a treatment is different

from control at a particular osmolality (P<0.05).
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Treating fresh bull sperm with CLC resulted in increased sperm
number binding to the chicken egg perivitelline membrane (CEPM; Figure 4)
and bovine zona pellucida (BZP; Figure 5) compared to cholestanol or
desmosterol loaded cyclodextrin and controls cells (Table 2; P<0.05). The
CEPM and ZP binding capacities did not differ between themselves (Table 2;
P>0.05). The ocular field visualization was better for sperm number binding
to the perivitelline membrane than bovine zona pellucida (Figure 4 and 5,

respectively).

Table 2 — Percentages of fresh sperm bound to chicken egg perivitelline

membrane (CEPM) and bovine zona pellucida (ZP)

Treatments CEPM ZP
Control 1.00%2 10052
Cholesterol 1.81A2 15572
Cholestanol 1.42°2 1,264
Desmosterol 1.24B¢2 1 20Ba

ABLDifferent superscripts within columns indicate treatment differences for SNK(P<0.05).

“Different superscripts within rows indicate membrane differences (P<0.05).

Figure 4 — Egg perivitelline membrane (a,b).
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Figura 5 — Bovine zona pellucida at different focus (a, b, c, d).

Experiment 2

After cryopreservation the percentages of sperm motility and the
number of sperm binding to each CEPM were similar to sperm treated with
CLC (56% and 115 sperm/CEPM, respectively) and cholestanol (53% and
108 sperm/CEPM, respectively; P>0.05) and both differ from desmosterol
treated ones (42% and 86 sperm/CEPM, respectively; Table 3; P<0.05).
However, when the sperm binding potential was determined on a motile
sperm basis by dividing the average number of sperm bound to a chicken
egg perivitelline membrane for each bull by the percentage of motile sperm,
all treatments showed a higher motility and binding efficiency than control
sperm (32% and 62 sperm/CEPM, respectively; Table 3; P<0.05).
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Table 3 — Percentages of total and progressive motility and the number of

sperm bound to chicken egg perivitelline membrane (NSBEM)

Treatments Total Motility Progressive Motility NSBEM
Control 32° 9P 62°
Cholesterol 56" 16" 115%
Cholestanol 53* 15% 108"
Desmosterol 428 1148 86°

ABLValues different within columns indicate treatment differences (P<0.05).

Experiment 3

Bull sperm frozen containing 1.5 mg CLC and 0.75 mg pelargonate
exhibited higher percentages of motility sperm (55% and 46%, respectively)
than the other treatments (37-24%, respectively; Figure 6; P<0.05).

m Total Motility m Progressive Motility 0O Sperm Viability

Figure 6 — Percentages of total and progressive motility and viability in fresh
bull sperm treated with CLC and cholesteryl conjugates before

cryopreservation.

Higher percentages of viable cells (Figure 7) were maintained after
thawing for bull sperm treated with CLC and 0.75 mg pelargonate (45% and

30%, respectively, Figure 6) than others treatments (24-28%, respectively;
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Figure 6; P<0.05). Control and treated sperm with heptanoate, palmitate, or
stearate loaded cyclodextrin exhibited similar percentages of motile and

viable sperm after freezing (Figure 6; P>0.05).

Figure 7 — Bull sperm stained with SYBR-14 and PI. Live sperm

are stained green and dead sperm are stained red.

Percentages of number of sperm binding to each CEPM were higher
for sperm treated with CLC (157 sperm/CEPM; P<0.05) followed by
pelargonate (118 sperm/CEPM) when compared to sperm treated with
stearate and control cells (88 and 85 sperm/CEPM, respectively; Table 4;
P<0.05).

Table 4 — Percentages of total motility and number of sperm binding to each

chicken egg perivitelline membrane (NSBEM)

Treatments Total Motility NSBEM
Control 40° 85°
Cholesterol (1.5 mg) 54" 1574
Pelargonate (0.75 mg) 5218 118°
Stearate (1.5 mg) 41® 88°

ABLValues different within columns indicate treatment differences (P<0.05).
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DISCUSSION

Bull sperm treated with CLC (1.5 mg CLC/120x10° sperm) prior to
cryopreservation increases the percentages of motile sperm after thawing.
Similar results were found by Mocé and Graham (2006) in which cholesterol-
loaded into methyl-B-cyclodextrin improved both the percentages of motile
and membrane intact sperm after cryopreservation, using the CLCs
concentration of 2 mg. Previous studies using diluted bull or stallion sperm
also reported similar results when similar concentrations of CLCs were added
to sperm prior to cryopreservation (Purdy and Graham, 2004a,b; Moore et
al., 2005) with the same concentration.

Purdy and Graham (2004a) also found a significant difference in post
thaw motility for CLC-treated bull sperm (60 vs 42%). In the present study,
the CLC-treated sperm exhibited a higher motility percentages (24%) than
the control one. A sperm motile number increase, were observed for CLC
and pelargonate (49 and 24%, respectively) treatments or CLC, cholestanol
and desmosterol (75, 65 and 31%, respectively) treatments.

In this study, bull sperm incubated with CLCs prior to freezing,
resulted in higher recovery percentages of motile and viable cells after
cryopreservation. Similarly, others have reported that stallion sperm treated
with cholesterol-loaded methyl-B-cyclodextrin maintained higher percentages
of motile and viable sperm after cryopreservation than untreated sperm
Combes et al., 1998; Graham, 1998).

Percentages of live cells increased (from 24 to 45 and 30 percentages
greater than the control samples), when sperm were treated with 1.5 mg of
CLC and 0.75 mg of pelargonate to 120x10° sperm. Previous studies using
diluted bull or stallion sperm reported similar increases in the percentage of
live sperm (between 9 and 20 percentage greater compared with the control
samples), when similar concentrations of CLC were added to sperm before
cryopreservation (Combes et al.,, 2000; Purdy and Graham, 2004a).
Fluorometry is an indirect method of assessing the percentage of membrane-
intact cells in a semen sample (Bilgili and Renden, 1984; Graham, 2001).
Then, these results showed the protective effect of CLC and pelargonate on

the plasma membrane during cryopreservation. The optimal level of
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cholesterol- and pelargonate- for cryopreservation of bull sperm was 1.5 and
0.75 mg -loaded cyclodextrin/120 million sperm, respectively.

In this study, CLC and cholestanol in fresh sperm showed higher
motility after been exposed to anisosmotic STALP solution and the turn back
to isosmotic conditions to evaluate the osmotic tolerance of desmosterol and
control. Because during cryopreservation, cells are first exposed to
hyperosmotic cryoprotective agent (CPA) solutions that causes an initial
efflux of intracellular water, followed by an influx of permeating CPA and
water as the cells undergo equilibration. And the addition of permeating
cryoprotectants creates an anisosmotic environment for the sperm, if
removed causes large increases in cell volume leading to membrane
damage or lysis (Guthrie et al., 2002). These series of osmotic changes in
the cell environment during the cryopreservation procedure may adversely
affect the integrity of the sperm, resulting in the loss of the ability to
participate in fertilization. The optimal osmotic tolerance observed in fresh
bull sperm treated with CLC and cholestanol, indicates that the sperm of both
treatments possibly could be resistant to membrane damage during
cryopreservation.

Purdy et al. (2005) demonstrated increased membrane fluidity at lower
temperatures for bull sperm treated with CLC than for untreated sperm. On
the other hand, cholesterol could be increase sperm membrane permeability
and lessening the osmotic cell damage, because CLC treatment increases
the osmotic tolerance of stallion sperm (Moore et al., 2005).

Assays that evaluate the ability of sperm to bind to the zona pellucida
in vitro have also been developed. This assay evaluates the effectiveness
(concentration and capacity) of sperm receptors to bind to the oocyte, the
oolemma and initiate fertilization. Parameters of fertility (Graham, 1996) as
sperm receptors may be utilized as a tool to determine the ability of a sperm
population to bind to the zona pellucida, acrosome reaction, and penetration
of the oocyte (Brackett et al., 1982; Pantke et al., 1995; Carrell, 2000), being
these parameters of fertility. Brackett et al. (1982) suggested that if sperm do
not undergo capacitation and the acrosome reaction in vitro, they will be

unable to fertilize the oocyte.
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In this study, the perivitelline membrane of the chicken’s egg binding
assay confirmed that fresh and/or frozen bull sperm can bind to the CEPM,
indicating that the perivitelline membrane of the chicken’s egg possesses
receptors that can bind bovine sperm. This is confirmed for most mammalian
species and the CEPM is comprised of three glycoproteins, ZP1, ZP2, and
ZP3. One of the zona pellucida proteins is a receptor for species-specific
attachment of capacitated sperm and another zona pellucida protein induces
the acrosome reaction on zona pellucida bound sperm. Removal of the zona
pellucida eliminates some of the species specificity for sperm to bind to and
fertilize an oocyte (Sinowatz et al., 2003), allowing for an effective in vitro
assay of sperm quality. Binding to the zona pellucida has been correlated to
fertilizing potential of the sperm from several species using homologous and
heterologous oocytes (Brackett et al., 1982; Fazeli et al., 1993; Pantke et al.,
1995; Braundmeier et al., 2002; Sinowatz et al., 2003). Although, not
specifically observed in this experiment, previous reports suggest that the
sperm bound to the ZP will undergo an acrosome reaction and are capable of
penetration (Sinowatz et al., 2003)

In vitro assay in which the sperm number bound to the zona pellucida
(either whole or pieces of the zona pellucida) after incubation for a set period
of time have been developed for sperm from humans, bulls, boars, stallions
and other species. Part of the difficulty in conducting these assays is to
obtain sufficient numbers of zona pellucidae. Molecular similarity between the
zona pellucida and the perivitelline membrane of the chicken’s egg permit
sperm from many species, including bull sperm to bind to the perivitelline
membrane. Setting up such an assay is simple and chicken perivitelline
membrane material is plentiful (Graham and Mocé, 2005).

Regardless, zona pellucida binding assays may be useful to determine
sperm-oocyte/perivitelline membrane interactions, an important part of the
fertilizing process. In this study, no difference was observed in the results
between chicken egg periviteline membrane and bovine zona pellucida
binding assays. For both, chicken egg perivitelline membrane and bovine
zona pellucida. The fresh sperm treatment with CLC in fresh sperm showed
better percentages of bound than cholestanol and desmosterol loaded

cyclodextrin and control cells.
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Freezing causes a loss of cholesterol or cryocapacitation (Cormier and
Bailey, 2003). With higher cholesterol concentrations prior to cooling
combined with a lower amount of cholesterol lost during cryopreservation, the
overall higher cholesterol content of CLC-treated sperm after thawing may
prevent premature capacitation and increase longevity of cryopreserved
sperm. However, the additional plasma membrane cholesterol may affect
capacitation and the acrosome reaction in cells (Purdy and Graham, 2004b).
In this study, after cryopreservation, perivitelline membrane of the chicken’s
egg binding assay confirmed that CLC and cholestanol added to the sperm
membrane may increase the sperm bound number.

Further studies need to be conducted to determine if pelargonate and

cholestanol affects sperm capacitation after cryopreservation.

CONCLUSION
Adding cholesterol or cholestanol or pelargonate to bull sperm
membranes improved cell cryosurvival, whereas treatments with

cyclodextrins preloaded with other cholesterol-like molecules did not.
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ABSTRACT

The objective of this study was to compare the effect of adding
cholesterol and cholestanol loaded cyclodextrins in stallion sperm prior to
cryopreservation to optimize sperm cryosurvival. Ejaculates from each of 8
stallions were diluted to 120 million cells in a STALP diluent. The diluted
sperm were sub-divided into three treatments: No additive (control); 1.5 mg
CLC/120 million sperm (positive control); and 1.5 mg/120 million sperm of
cyclodextrin pre-loaded with cholestanol/120 million sperm. To set the
experiments, the treated sperm were incubated for 15 min at 22 °C to allow
for incorporation of cholesteryl conjugates. After this period, the semen was
diluted 1:5 (v/v) with Lactose-Egg Yolk diluent and cooled to 5 °C over a 2
hours period. Loaded into 0.25 mL polyvinylchloride straws, frozen in liquid
nitrogen vapor for 10 min, and then plunged into liquid nitrogen until further
use. Higher percentages of motile sperm were maintained after thawing
when 1.5 mg CLC was added to sperm from stallions which did not give a
good response to previous freezing, compared to cholestanol and control
sperm from the same stallions (P<0.05). Addition of CLC also resulted in
more sperm binding to the zona pellucida of bovine oocytes after
cryopreservation than cholestanol and control sperm (P<0.05). In conclusion,
CLC improved the percentage of post-thaw motility of equine sperm as well

as increased the number of sperm that bind to zona pellucida.

Keywords: Cryopreservation, Equine, Motility, Semen, Steroids, Zona

binding.
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INTRODUCTION

Cryopreservation induces partially irreversible damage to sperm that
result in reduced fertility for frozen sperm from many stallions compared to
fresh or cooled ones. Damage occurs to sperm membranes when the
spermatozoa are cooled to 5°C and during cryopreservation. During this
transition phase, phospholipids are lost from the plasma membrane due to
the increased membrane permeability, and disruption, and cell death (Darin-
Bennett et al., 1973; Watson, 1981). Previous studies indicate that the
cholesterol/phospholipid ratio of the plasma membrane is a major
determinant in plasma membrane fluidity and stability during
cryopreservation (Darin-Bennett and White, 1977; Watson, 1981). Recently,
techniques to increase sperm membrane cholesterol levels have increased
cryosurvival rates of bull and stallion sperm (Purdy and Graham, 2004a;
Moore et al., 2005; Purdy et al., 2005).

The membrane transition temperature is reduced by cholesterol, which
keep it into a fluid state thereby reducing the membrane damage that occurs
at low temperatures (Amann and Pickett, 1987). Sperm from species that
posses very high cholesterol/phospholipid ratios, such as human and rabbit
sperm, do not experience this membrane damage when cooled (Darin-
Bennett and White, 1977).

To prevent phospholipid rearrangement and to increase membrane
fluidity at low temperatures, cholesterol may be added to the plasma
membrane of several cell types (Ladbrooke et al., 1968; Klein et al., 1995),
including sperm (Combes et al., 2000; Purdy and Graham, 2004a). When
cholesterol is added to synthetic liposomal membranes, it reduces the
temperature at which the phase transition occurs and at high concentrations
eliminates the phase transition altogether (Ladbrooke et al., 1968; Rottem et
al., 1973). Cholesterol may be easily incorporated into or extracted from the
plasma membranes of cells using cyclodextrins. It is possible to have the
same occurrence for cholestanol because its chemical structure resembles
that of cholesterol, with a double bond missing at the 5-6 position of the ring
(Seyama, 2003).

Cyclodextrins, cyclic heptasaccharides consisting of p(1-4)

glucopyranose units, are water soluble but have a hydrophobic center (Purdy
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and Graham, 2004a) and can transport cholesterol into or out of membranes
down to concentration gradient (Klein et al., 1995). When cholesterol is
loaded into cyclodextrins (CLC) and the CLCs added to bovine sperm prior to
cryopreservation, higher percentages of motile and membrane intact sperm
were recovered after thawing compared to untreated sperm (Purdy and
Graham, 2004b). Similar results have also been reported for stallion sperm
treated with a single concentration of CLCs (Combes et al., 2000). Whereas
this procedure has been optimized for bull sperm (Purdy and Graham,
2004a) it has not been optimized for stallion sperm. The objective of this
study was to compare the effect of adding cholesterol and cholestanol loaded
cyclodextrins in stallion sperm prior to cryopreservation to optimize its

cryosurvival.

MATERIALS AND METHODS
Materials

All chemicals were reagent grade and purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO), except for Hoechst 33342 which was purchased from ICN,

Biomedicals, Inc. (Aurora, OH).

Cyclodextrins preparation

Methyl-B-cyclodextrin was loaded with cholesterol as described by
Purdy and Graham (2004a), and the same was done for cholestanol used in
experiment. Briefly, 1 g of methyl-B-cyclodextrin was dissolved in 2 ml of
methanol in a glass test tube. In a second glass test tube, 200 mg of
cholesterol was dissolved in 1 ml of chloroform and a 0.45 mL aliquot of this
cholesterol solution was added to the methyl-B-cyclodextrin solution. The
solution of cyclodextrin and cholesterol was mixed and the solvents removed
using a stream a nitrogen gas. The resulting crystals were stored at 22 °C
until further use. A working solution of CLC was prepared by adding 50 mg of
CLC to 1 ml of a 37 °C hepes buffered saline solution (STALP). This CLC
working solution was vigorously vortexed prior to the removal of any aliquot.
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Semen collection and processing

Ejaculates from eight light horse stallions housed at the Colorado
State University Equine Reproduction Laboratory were used. Stallions were
maintained under the guidelines presented by the Colorado State University’s
Animal Care and Use Committee.

Eighteen ejaculates from eight stallions were collected using a CSU
Model Atrtificial Vagina (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA) and
immediately following collection, the sperm concentrations were determined
using a densimeter (Animal Reproduction Systems, Inc., Chino, CA). A small
sample was diluted to 50x 10° in EZ-Mixin® Basic Formula Extender (Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA), and the percentages of total and
progressively motile spermatozoa were determined using a computer
assisted sperm analysis (CASA; IVOS, Hamilton Thorne Biosciences,
Beverly, MA, USA); ejaculates containing less than 50% total motility were
discarded. Each ejaculate was diluted 1:1 (v/v) in STALP and was
centrifuged in 50 ml conical tubes (Fisher Scientific, Houston, TX) at 400 g
for 7 min. Following centrifugation, the supernatant from each tube was
removed and discarded. The sperm pellets were suspended to 120 billion
sperm/ml with STALP and sub-divided into three treatments: No additive
(control); 1.5 mg CLC/120 million sperm (positive control); and 1.5 mg/120
million sperm of cyclodextrin pre-loaded with cholestanol/120 million sperm.
All portions were held at 22 °C for 15 minutes. After this period, the semen
was diluted 1:5 (v/v) with Lactose-Egg Yolk diluent and cooled to 5 °C over a
2 hours period. Loaded into 0.25 ml polyvinylchloride straws (Minitube of
America, Verona, WI), frozen in liquid nitrogen vapor for 10 min (-60°C/min;
Cochran et al., 1984; Cristanelli et al., 1985; Pickett et al., 1987), and then

plunged into liquid nitrogen until further use.

Motility analysis

Straws were thawed in a 37 °C water bath for 30 seconds, extended in
STALP and a subsample analyzed by CASA for total and progressive
motility.

System parameters for motility analysis with the CASA were 45

frames acquired at 60 frames per second; minimum contrast 70, minimum
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cell size 4 pixels; lower VAP cut off 20 um/s; lower VSL cut-off 0 um/s; VAP
cut-off for progressive cells 50 ym/s and straightness 75%. A 6.5 ul drop of
spermatozoa from each sample was placed on a 37 °C preheated micro slide
(VWR International, West Chester, PA) and a minimum of 200 sperm per

sample were analyzed.

Zona Binding Assay

The bovine oocytes were aspirated from follicles (approximately 2-4
mm) in diameter were aspirated with a 20 gauge needle and the follicular
fluid examined using a stereomicroscope and oocytes were placed in STALP.
The cumulus cells of the oocytes were removed by vortexing for two minutes
at maximum speed and the denuded oocytes then washed four times in
STALP before being stored at 5 °C in a hyperosmotic solution (1.5 M MgCl2,
40 mM HEPES, 0.1% PVP) until further use.

Oocytes were washed four times in STALP and incubated for 1 hour at
38.5 °C in an atmosphere of 5% CO in air, following which ten oocytes were
randomly placed into 45 ul droplets of STALP (1 droplets/treatment) to which
sperm were added and incubated together at 38.5 °C in an atmosphere of
5% CO in air for 2 hours. After which the oocytes were washed four times in
STALP, using a small-bore fire polished glass pipette to remove loosely
bound sperm. Groups of five oocytes were placed onto glass slides and
covered with a cover slip supported by a mix of paraffin wax and petroleum
jelly (Coutinho da Silva, 2005).

Oocytes were viewed using an epifluorescence microscope (Eclipse
E800, Nikon Instruments, Melville, NY) equipped with a 360/40 nm band
pass excitation filter and a 460/50 nm band pass emission filter. The total
number of sperm bound to each zona pellucida was determined at 400x

magnification.

Experiment 1: Effect of cholesterol or cholestanol loaded cyclodextrins on
stallion sperm motility after cryopreservation

One straw from each treatment was thawed in a 37 °C water bath for

30 seconds for assessment of motility (total and progressive) using CASA.
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The contents of each straw were diluted 1:4 (v:v) in Lactose Egg Yolk diluent
to give a final spermatozoa concentration of 20 x 10° sperm/ml and each
sample maintained at room temperature for approximately 10 minutes before

analysis (Meyers, 2007).

Experiment 2: Effect of cholesterol or cholestanol loaded cyclodextrins on
stallion sperm zona binding assay after cryopreservation

Frozen/thawed spermatozoa from each of five of the stallions in
Experiment 1 were used to determine if CLC or cholestanol treatment prior to
cryopreservation affected the ability of sperm to bind to the bovine zona
pellucida for each stallion and treatment. Two single 0.25 ml straw was
thawed as described above and the spermatozoa were diluted 1:3 (v:v) in
STALP. The cells were then centrifuged at 400 g for 5 minutes and the pellet
suspended in 1 ml of STALP.

The spermatozoa were stained with 35 ug/ml Hoechst 33342 (ICN,
Biomedical, Inc., Aurora, OH) and incubated for 15 minutes at 37 °C. To
remove excess Hoeschst 33342, the spermatozoa were centrifuged again at
400 g for 5 minutes and suspended in STALP to a final concentration of 2
million spermatozoa/ml. A total of 10,000 spermatozoa (5 ul) from each
sample were added to droplets containing 10 bovine oocytes.

The spermatozoa and oocytes were allowed to co-incubate for two
hours at 38.5 °C an atmosphere of 5% CO; in air. The oocytes were then
washed four times in STALP using a small-bore fire polished glass pipette to
remove loosely bound spermatozoa. The oocytes were divided into 2 groups
of five oocytes which were placed onto a glass slide, a coverslip was
attached with paraffin wax and petroleum jelly (Coutinho da Silva, 2005).

The oocytes were viewed using an epifluorescense microscope
(Eclipse E800, Nikon Instruments, Inc, Melville, NY) equipped with a 360/40
nm band pass excitation filter and a 460/50 nm band pass emission filter.
The total number of spermatozoa bound to each zona pellucida was

determined at 400x magnification.
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Statistical analysis

In all experiments, treatment differences for sperm motility and zona
binding were determined using analysis of variance (SAS, 1985). The
Student-Newman-Keuls test was used to separate treatment means for each

analysis (SAS, 1985). The effects were considered significant if P<0.05.

RESULTS
Experiment 1

The percentage of total and progressively motile fresh sperm was 91%
and 50%, respectively. After thawing the total and progressive sperm motility
was higher in stallion sperm containing 1.5 mg CLC (69% and 46%)
compared to sperm treated with cholestanol (54% and 36%) and non-treated
(55% and 34%; Table 1; P<0.05).

Table 1 — The percentages of total and progressive motility stallion

spermatozoa treated with CLC or cholestanol, prior to

cryopreservation
Motility (%) Control Cholesterol Cholestanol
Total 55° 69° 54°
Progressive 35° 46° 36°

2P Different superscripts within rows indicate treatment differences (P<0.05).

Experiment 2

The addition of CLC to stallion sperm prior to cryopreservation
resulted in higher motility and numbers of bound to the zona pellucida (58%
and 111 sperm/ZP) than cholestanol (51% and 72 sperm/ZP) and control
(51% and 70 sperm/ZP) (Table 2; P<0.05). However, when the sperm
binding potential was determined on a motile spermatozoa basis by dividing
the average number of spermatozoa bound to a zona pellucida for each
stallion by the percentage of motile sperm, CLC treatment provided higher

total motility and binding efficiency than other treatments (P<0.05).
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Table 2 — Percentages of total and progressive motility and total number of
stallion sperm binding to bovine zona pellucida (NSBZP) treated

with CLC or cholestanol, prior to cryopreservation

Treatment Motility NSBZP
Total Progressive
Control 51° 21° 70°
Cholesterol 58" 23° 1114
Cholestanol 518 228 72°

ABCyalues different within columns indicate treatment differences (P<0.05).

DISCUSSION

Stallion spermatozoa are damaged during cryopreservation due to ice
crystal formation and to plasma membrane damage when it undergoes a
phase transition from liquid to crystalline/gel state (Amann and Pickett, 1987).
Increasing the plasma membrane cholesterol:phospholipid ratio reduces the
temperature at which the membrane phase transition occurs and may
eliminate it completely (Ladbrooke et al., 1968; Rottem et al., 1973; Klein et
al., 1995).

This study confirms that treating stallion spermatozoa with CLC
(1.5mg CLC/120 million spermatozoa) prior to cryopreservation increases the
percentages of motile spermatozoa after thawing (Combes et al., 2000;
Moore et al., 2005). The optimum level of CLC concentration, 1.5mg
CLC/120 million spermatozoa, was determined for stallion spermatozoa
(Moore et al., 2005) and is similar to the concentration reported for bull
spermatozoa (Purdy and Graham, 2004b).

Previous studies reported that stallion spermatozoa can bind to the
bovine zona pellucida, undergo the acrosome reaction and penetrate
(Sinowatz et al., 2003; Coutinho da Silva, 2005). In this study, the zona
pellucida binding assay confirmed that stallion spermatozoa can bind to the
zona pellucida of bovine oocytes, indicating that the bovine zona pellucida
possesses sperm receptors that can bind both bovine and equine sperm
(Sinowatz, et al., 2003; Moore et al., 2005).
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A successful interaction between spermatozoa and the ZP is critical
for fertilization, including the acquisition and completion of capacitation,
recognition and binding to specific ZP receptors, and induction of
physiological acrosome reaction (Oechninger 2003). The spermatozoa bound
number depends on sperm capacitation and the ability of sperm receptors to
bind the ZP3. This study showed that the capacity of spermatozoa to bind to
the ZP of the oocyte is enhanced by the presence of CLC. However, the
correlation between sperm zona binding and fertility ratio is controversial.
Meyers et al. (1996) reported that stallion sperm with more efficient zona
pellucida binding also exhibit greater fertility potential. However, Braundmeier
et al. (2002) did not find high correlations between bull zona binding ability
and fertility. Regardless, zona pellucida binding assays may be useful to
determine spermatozoa-oocyte interactions, an important part of the
fertilizing process. In this study, there was difference, on a per motile sperm
basis, between CLC and other treatments to bind the zona pellucida,
indicating that CLC treatment did not decrease the ability of sperm to
capacitate and have the acrosome reaction. These data are similar to those
reported by Moore et al. (2005) in which CLC-treated stallion spermatozoa
had an increased binding ability. Purdy and Graham (2004b) also reported
that although CLC treatment improved cryosurvival rates of bull sperm, it did
not alter an individual sperm’s ability to bind to the zona pellucida. Therefore,
although additional cholesterol in the sperm plasma membrane enhances
cryosurvival, the cell’'s ability to capacitate and acrosome react is not
hindered.

The data reported in this study show the positive results of CLC
addition to stallion sperm by using in vitro laboratory assays including
increasing the percentages of motile and increasing the ability of the sperm
to bind to the zona pellucida. This technique may prove beneficial to sperm
cryopreservation from all stallions in general, but more importantly from

stallions whose sperm routinely do not freeze in good condition.

CONCLUSION
Adding cholesterol to stallion sperm prior to cryopreservation improved

cell cryosurvival.
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1. Diluentes

1.1 Meio centrifugador glicose-EDTA

Reagentes Quantidade
D(+) glicose monohidratada 6,000 g
Citrato de sddio 0,375 ¢
EDTA 0,370 g
Bicarbonato de sédio 0,125¢
Penicilina G (sddica ou potassica) 100,000 UI
Sulfato de estreptomicina 0,100 g

EDTA = etileno diaminotetra-acetodissodico.
Fonte: Martin et al., 1979.

1.2 — Meio congelador

Reagentes Quantidade (mL)
Solucao de lactose a 11% 50,0
Diluente de centrifugacéo 25,0
Gema de ovo 20,0
Orvus-es-paste 0,8
Glicerol 5,0

Fonte: Martin et al., 1979.

1.3. Diluente BTS

Reagentes 1000 mL
Glicose monohidratada 0,2 mM
Citrato de sodio 20,4 mM
EDTA 3,4 mM
NazCOs 11,8 mM
KCI 10,1 mM

EDTA = etileno diaminotetra-acetodissodico).
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1.4. Stallion Media — STALP (Diluente STALP)

Hepes Buffered Saline (STALP) 1000 mL
NaCl 37 mM
KCI 10 mM
KH2PO4 1 mM
NaHCO; 24.99 mM
MgSO4 anhydrate 2.4 mM
HEPES 249
*CaCl.2H,0 2mM
Fructose 84 mM
Glucose 6 mM
Na Pyruvate 182 uM
Na Lactate 3.7 mL
Bovine Serum Albumin (BSA) 3 mg/mL

Adjust osmolality (300-310 mOsm) e pH (7.2-7.4).

*Put in last

1.5. Bull Media — TALP (Diluente TALP)

Bull Talp Quantidade em 100 mL
Tyrodes

NaCl 0.569 g
KCI 0.023 g
KH2PO4 0.004 g
NaHCO3; 0.209 g
*CaCl,.2H,0 0.025¢
MgCl, .6H,O 0.008 g
Talp

Na Pyruvate 0.0022 g
Na Lactate 0.368 mL
Glucose 0.090 g
HEPES 0.238 g
BSA 0.300 g

Adjust osmolality (300-310 mOsm) e pH (7.2-7.4)

*Put in last



1.6. Lactose EDTA Media
Step 1: Prepare Glucose EDTA in 250 mL volumetric flask
a) Add the following ingredients to 150-200 mL of Nanopure e mix.

250 mL
Glucose 15¢
Sodium Citrate Dihydrate 093¢
Disodium EDTA 0.93¢g
Sodium Bicarbonate 0.30g

b) Add Nanopure to the 250 mL line, Mix well.
Step 2: Prepare Lactose EDTA in the following measurements: (Use a 2 |

flask) Start this mixing while preparing glucose EDTA e egg yolk).

500 mL 1000 mL
Lactose 27.5¢ 55¢
Glucose EDTA (step 2) 125 mL 250 mL
Nanopure Water 237.5 mL 475 mL
Egg Yolk (step 3) 100 mL 200 mL
Equex STM 2.5mL 5mL

(to break up the lipids/dissolve EY)

a) Bring up to appropriate volume in volumetric flask.

b) Meaure osmolality e adjust to between 300 e 310 by adding the
appropriate amount of Nanopure.

c) (osmo obtained) (total volume)/(desired osmo) = final total volume

**note: be sure to subtract initial volume (250) from final volume before
Nanopure added.

d) Adjust pH to 7.2 with NaOH.

Step 3: Prepare Egg Yolk

a) Remove as much of egg white as possible by rolling cracked egg on
brown paper towel.

b) Poke the membrane while holding it tightly e collect the yolk in a beaker.

Step 4: Fill centrifuge tubes (weigh to 50g) e centrifuge at 11, 500 for 20 min.

Step 5: Filter through 8 micron filter.

Step 6: Add 5% glycerol to the total volume.

Step 7: Add 0.5 mL of Ticarcillin (100 mg/mL) for every 100 mL of Lactose

EDTA.

173



Step 8: Make labels e freeze.

1.7. Composicao do BTS

Componentes Quantidade
Glucose anidra 76,6 g
Dihidrato de citrate de sodio 14,39
Bicarbonato de sddio 2649
EDTA 369
Cloreto de potassio, 25¢g
Sulfato de gentamicina 0,449

2. Fluoroescent stain

2.1 - Propidium lodide (PI)

Working solution at 1 mg/mL
Stain 50 x10° cells with 6 pl Pl

Staining is consistent in any sperm diluent

Stain can be store in refrigerator.

w

. Solugéao Citrato- sédio-Frutose

3.1. Solucao isosmoética com osmolaridade de 300 mOsm/L

Reagentes Quantidade
Citrato trissodico 1,47 g
Frutose 2,79
Agua (gsp) 100 mL

Visando preparar uma solugao hiposmaética de 150 mOsm/L, deve-se

proceder da seguinte forma:

Concentragdo (mOsm/L)’ Volume de solugao Agua
(300 mOsml/L)
150 25 mL gsp 50 mL

"Apds realizar a diluicdo, aferir a solugdo em osmémetro.
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