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Resumo
ADICAO DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA) NO DILUIDOR DE

~ . 1
CONGELACAO DE SEMEN DE TOUROS

Autor: Marcio Pereira Soares

Orientador: Adriano Brandelli

RESUMO

O objetivo foi avaliar os efeitos da adicdo de diferentes concentracdes dos
1sdmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA) ao meio
de congelacao sobre a motilidade espermatica, a integridade da membrana plasmatica,
acrossomal e mitocondrial dos espermatozoides de touros. No experimento foram
utilizados 4 touros Jersey, sendo os ejaculados processados na forma de “pool”
(experimento 1) e individualmente (experimento 2). O meio base (MB) era constituido
de tris (Dilutris®~SEMENCOM, Brasil) + 20 % de gema de ovo. Os tratamentos com
CLA (Luta-CLA®-BASF, Brasil), tinham apresentagio oleosa por isso foram
preparados a partir do MB com adicdo de 1% de lauril sulfato de s6dio (MBL). Os
tratamentos foram compostos por: controle positivo (CP) = MB, controle negativo (CN)
= MBL; tratamento 50 (T50) = MBL+50uM CLA; tratamento 100 (T100) =
MBL+100uM CLA e tratamento 150 (T150) = MBL+150uM CLA. Apds o
descongelamento a qualidade espermatica foi analisada pelo CASA, e a integridade das
membranas plasmatica, acrossomal e fun¢ao mitocondrial através da associagdo das
sondas PI, FITC-PSA, JC-1 e H-342. Em ambos os experimentos nao foram observadas
diferengas entre os tratamentos nas concentragdes utilizadas, para os parametros

avaliados, porém no experimento 2 houve diferencas entre individuos.

Palavras-chave: touro, sémen, criopreservagdo, dacidos graxos, dacido linoleico

conjugado (CLA).

T

Tese de Doutorado em Ciéncias Veterinarias — Reprodug¢do Animal, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS,
(69 p.). outubro de 2012.



ADDITION OF CONJUGATED LINOLEIC ACID (CLA4) IN THE
CRYOPRESERVATION EXTENDER FOR BOVINE SEMEN

Author: Marcio Pereira Soares

Adviser: Adriano Brandelli

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effects of addition of different concentrations of
the isomers cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid (CLA) to the
freezing medium on sperm motility, the plasma membrane integrity, acrosomal and
mitochondrial of bovine sperm. In the experiment, four Jersey bulls were used, and the
ejaculates processed as "pool" (experiment 1) and individually (experiment 2). The
diluent medium was based on tris (Dilutris®~SEMENCOM, Brazil) + 20% egg yolk
(MB). The treatments with CLA (CLA-Luta®-BASF, Brazil), which had oily
presentation, were prepared from MB with addition of 1% sodium lauryl sulfate (MBL).
The treatments were: positive control (CP) = MB, negative control (CN) = MBL;
treatment 50 (T50) = MBL+50uM CLA; treatment 100 (T100) = MBL+100uM CLA
and treatment 150 (T150) = MBL+150uM CLA. After thawing the semen, the
characteristics were analyzed by CASA, and the integrity of plasma and acrosomal
membranes and mitochondrial function of sperm by association probes PI, FITC-PSA,
JC-1 and H-342. In both experiments there were no differences between treatments and
the conjugated linoleic acid (CLA), at the concentrations used, had no effect on the
integrity and superior functionality of spermatozoa that underwent cryopreservation.

However, but in experiment 2, there were differences between individuals.

Keywords: bull, semen, cryopreservation, fatty acids, conjugated linoleic acid (CLA).
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1 INTRODUCAO

Com a descoberta dos efeitos crioprotetores do glicerol em 1949, a
criopreservacdo de sémen de touros apresentou um grande avanco. Desde entdo,
relativamente pouco progresso tem se obtido desta biotecnologia nesta espécie, pois 0s
resultados praticos sao considerados satisfatorios, apesar da importancia e da grande
aplicacdo do sémen congelado na bovinocultura, mas ainda hd muito que se estudar, ja
que uma grande parte das células apresenta alteracdes da integridade e/ou

funcionalidade quando submetidas a criopreservacao (HOLT, 2000).

Segundo Watson (1995) mesmo com toda a evolugdo ocorrida nesse processo €
esperada uma reducdo de aproximadamente 50% na proporcdo de espermatozoides
vidveis, pois devido ao estresse térmico, muitas células ndo resistem a congelacao e
morrem. No entanto, ¢ necessario um nimero suficiente de espermatozoides que além
de sobreviver, mantenham sua integridade estrutural e funcional para que ocorra o

processo de fecundagao.

As células espermaticas quando submetidas inicialmente ao processo de
refrigeragdo e em seguida ao de congelagdo, passam por inumeras situacoes de estresse
osmotico pelos elevados gradientes de concentracdo de solutos do meio diluidor e pela
formag¢do e dissolucdo de cristais de gelo no meio extracelular, os quais sdo
responsaveis por mudan¢as na organizagdo bidimensional dos lipideos da membrana e
também por alteracdes das propriedades de enzimas encontradas na membrana,

diminuindo a longevidade dos espermatozoides apds a descongelacao (HOLT, 2000).

Segundo Eddy e O’Brien (1994) o espermatozoide mamifero tem dois
componentes principais, a cabega e o flagelo ou cauda, unidos pelo colo, contendo a
membrana plasmatica cobrindo toda a célula. A membrana plasmatica ¢ formada
basicamente por uma bicamada lipidica com proteinas integrais e periféricas (endo e
ectoproteinas), glicoproteinas de superficie e glicolipideos organizados em um mosaico
fluido (SINGER e NICHOLSON, 1972; ROBERTSON, 1981; EDDY e O’BRIEN,
1994).

Parks e Lynch (1992) trabalhando com sémen de cachago, touro, garanhdo e
galo determinaram a composicdo e comportamento na fase termotrofica dos lipideos de

membrana, de acordo com uma classificacio baseada no grau de sensibilidade ao
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choque frio. Os lipideos do sémen total ¢ da membrana plasmatica foram divididos em
lipideos neutros, glicolipideos e fragdo de fosfolipideos, além de esterdides livres e
fosfolipideos ligados a acidos graxos. Entre os acidos graxos ligados a fosfolipideos foi
caracterizada uma alta propor¢ao de grupos docosapentanoicos e de docosahexanoicos

nos espermatozoides das espécies de mamiferos.

Segundo Stubbs e Smith (1984) a relagdo entre taxa de 4cidos graxos insaturados
e saturados influéncia nas propriedades fisicas das membranas e, consequentemente na
sua resisténcia ao frio. A a¢do dos acidos graxos sobre a membrana plasmatica, antes do
congelamento, pode estar relacionada ao aumento na conversao de acidos graxos
insaturados e com isso alterando a fluidez da membrana (TOMINAGA et al., 2000),
mas a fluidez da membrana plasmatica dos espermatozoides ¢ especifica para cada

espécie e existe ainda uma variacao entre individuos (GIRAUD et al., 2000).

Visando determinar os efeitos dos 4cidos graxos sobre a membrana diversos
trabalhos foram realizados com sua adi¢ao aos meios de diluicdo de s€émen, bem como
de maturagdo e cultivo de o6citos e embrides. Imai et al. (1997), Okazaki et al. (1997) e
Hochi et al. (1999) utilizaram o acido oleico-linoleico em embrides bovinos; Pérez-P¢é et
al. (2001) adicionaram o acido oleico-linoleico ao sémen ovino; Hossain et al. (2007)
empregaram o acido oleico e linoleico em sémen suino; Kaeoket et al. (2010)
introduziram o acido docosahexaenoico (DHA) no sémen suino; Nasiri et al. (2012)
utilizaram os 4cidos graxos polinsaturados (PUFA) da familia dmega-3 no sémen

bovino e Takahashi et al. (2012) adicionaram o acido linoléico no sémen de touro.

Recentemente, trabalhos demonstram que os isomeros trans-10, cis-12 do acido
linoléico conjugado (CLA) podem agir em sistemas biologicos de forma diferente. Os
resultados da adicdo de isdmeros trans-10, cis-12 do CLA ao meio de cultivo
demonstraram aumento na criotolerancia de embrides bovinos (PEREIRA et al., 2007,
2008), porém Darwich et al. (2010) avaliaram os mesmos isdmeros na criotolerancia de
embrides da mesma espécie € ndo observaram aumento na sobrevivéncia embriondria

apods a criopreservagao.

O CLA ¢ um termo comum para um grupo de acidos octadecadienoicos, que sao
1sdmeros conjugados posicionais e geométricos do acido linoléico (C18:2), em que as
duplas ligacdes sdo separadas por uma ligagdo simples carbono-carbono no lugar de um

grupo metileno, dois dos quais (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 CLA) possuem
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atividades biologicas (PARIZA et al., 2001). O 18:2 (cis-9, trans-11) ¢é considerado a
forma priméria de CLA presente naturalmente nos alimentos, ainda que o 18:2 (cis-9,
trans-11) e o 18:2 (trans-10, cis-12) sejam os dois isdmeros predominantes e presentes

em niveis semelhantes no CLA sintético (CHIN et al., 1992).

A adi¢do de 4cidos graxos pode influenciar a estabilidade das membranas frente
a criopreservacdo. Considerando que relativamente poucos estudos tém relatado o efeito
de acidos graxos insaturados sobre a membrana espermadtica, neste trabalho foram
investigados os efeitos da adi¢@o de acidos graxos dos isomeros cis-9, trans-11 e trans-
10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA) ao meio de dilui¢do sobre a integridade e

funcionalidade dos espermatozoides de touros submetidos ao processo de congelacao.

1.1. Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da adi¢ao dos isdmeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA) ao meio de diluigao
sobre a integridade e funcionalidade dos espermatozoides bovinos submetidos ao

processo de congelagao.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os efeitos da adicdo de diferentes concentragdes dos isdmeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 do 4acido linoleico conjugado (CLA) no meio de
congelamento sobre a motilidade espermatica, a integridade da membrana plasmatica,

acrossomal e mitocondrial de espermatozoides de touros.

b) Verificar a influéncia da adigdo de diferentes concentragdes dos isomeros cis-
9, trans-11 e trans-10, cis-12 do &cido linoleico conjugado (CLA), ao meio de
congelacdo de sémen, por meio da avaliagdo da motilidade espermatica, integridade das
membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, através da analise individual dos

animais utilizados.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espermatozoide
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Os espermatozoides sdo células alongadas divididas em dois componentes
principais, que sdo a cabeg¢a e¢ o flagelo (FLESCH e GADELLA, 2000), sendo
produzidos nos tibulos seminiferos dos testiculos por um longo processo chamado de
espermatogénese (CHENG, 2004).

A cabeca do espermatozoide contém uma pequena quantidade de citoplasma, o
ntcleo e o acrossomo (OURA e TOSHIMORI, 1990; FLESCH ¢ GADELLA, 2000),
tendo como principal fun¢do a liberacao do material genético, contido no nucleo, para o
oocito (MORTIMER, 1997).

O ntcleo espermatico, que estd envolvido pelo envelope nuclear, possui em seu
interior a cromatina, altamente condensada e apresenta organizagdo e quantidade de
DNA caracteristicas (AMANN e GRAHAM, 1993; EDDY e O’BRIEN, 1994; ROUX
et al., 2004).

O acrossoma ¢ uma organela derivada do complexo de Golgi que se espalha
recobrindo o nucleo como uma capa sobre a por¢ao anterior da cabeca do
espermatozoide. No interior da organela estdo alojadas varias enzimas hidroliticas
necessarias para a penetragdo da matriz extracelular do oocito (zona pelacida) para que
ocorra a fecundacdo (FLESCH e GADELLA, 2000; ASHIZAWA et al., 2004).

A estrutura da organela consiste em duas membranas: a membrana acrossomal
externa € a membrana acrossomal interna. No processo de reagdo acrossomica, a
membrana acrossomal externa e a membrana plasmatica se fundem e formam vesicula,
ocorrendo a liberacdo das enzimas e outros componentes da matriz acrossomal com a
liberagdo do conteudo acrossomal. J& a membrana acrossomal interna € o segmento
equatorial persistem até a fusio do espermatozoide com o odcito (OURA e
TOSHIMORI, 1990; EDDY e O’BRIEN, 1994; FLESH e GADELLA, 2000;
ASHIZAWA et al., 2004).

O flagelo ¢ a primeira estrutura a se formar durante a espermatogénese com o
recrutamento das mitocondrias do citoplasma para formar um arranjo helicoidal em sua
peca intermediaria (FLESCH e GADELLA, 2000), sendo composto pela peca
intermediaria, peca principal e pe¢a terminal (OURA e TOSHIMORI, 1990; EDDY e
O’BRIEN, 1994; COSSON, 1996; MORTIMER, 1997).

O axonema constitui a parte interna do flagelo, sendo uma estrutura
especializada do citoesqueleto, responsavel pela motilidade espermatica, formado por
um anel de nove microtubulos duplos localizados na periferia do cilindro e envoltos por

dois microtibulos simples centrais (OURA e TOSHIMORI, 1990; EDDY e O’BRIEN,
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1994; COSSON, 1996). A unido de cada par de microtibulo periférico ¢ realizada pela
dineina, a qual é responsavel pela hidrolise de ATP em ADP e fosfato inorganico,
transformando a energia quimica em trabalho mecanico permitindo o deslizamento dos
microtibulos que leva ao batimento axonemal (COSSON, 1996; MORTIMER, 1997,
2000).

As mitocondrias estdo localizadas na peca intermediaria e ficam dispostas em
um arranjo espiral que produz a energia necessaria para 0 movimento espermatico e se
estende do colo até o anulus. Ja a peca principal possui uma bainha fibrosa que rodeia o
axonema fornecendo um suporte ao movimento flagelar e se estende do anulus até a
peca terminal, a qual ¢ composta apenas pelo axonema coberto pela membrana

plasmatica (COSSON, 1996; MORTIMER; 1997).

2.2. Membrana plasmatica

A membrana plasmatica ¢ a estrutura mais externa e envolve todo o
espermatozoide. O modelo estrutural basico da membrana espermadtica ¢ caracterizado
por ser uma bicamada lipidica com proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de
superficie e glicolipideos organizados em um mosaico fluido (SINGER e
NICHOLSON, 1972; ROBERTSON, 1981; EDDY e O’BRIEN, 1994), apresentando
uma estrutura altamente dinamica e contendo aproximadamente 70% de fosfolipideos,
25% de lipideos neutros e 5% de glicolipideos (FLESH e GADELLA, 2000).

Com os avangos cientificos, o modelo do mosaico fluido tornou-se mais
complexo incluindo conceitos como a distribui¢do lipidica, a assimetria da bicamda
(translocases ATP-dependente), polimorfismo dos lipideos e interacao lipideo-lipideo e
lipideo-proteina (PARKS e GRAHAM, 1992; JANUSKAUSKAS et al., 2003).

As proteinas integrais e periféricas sdo aproximadamente 50% do peso da
membrana, e estdo entremeadas ao longo da bicamada lipidica. As proteinas integrais
estdo localizadas na bicamada lipidica e sdo canais através da membrana; ja as proteinas
periféricas podem ser facilmente removidas da membrana (AMANN ¢ GRAHAM,
1993).

Os fosfolipideos da membrana do espermatozoide sdo distribuidos
assimetricamente entre a camada bilipidica, sendo que a fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina estdo localizadas na face interna da camada, enquanto a
esfingomielina e a fostatidilcolina ficam na camada externa (HAMMERSTEDT et al.,
1990; GADELLA et al., 1999).
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Como principais componentes lipidicos dos espermatozoides os fosfolipideos
sdo os caracterizados por conterem grandes quantidades de PUFA (MARTIN RILLO et
al., 1996), derivados principalmente do acido linoleico, importantes na manutencdo da
fluidez e da flexibilidade da membrana (LENZI et al., 1996), sendo que as diferengas no
comprimento € na saturacdo da cauda de acidos graxos sdo importantes, pois
influenciam na habilidade das moléculas de fosfolipideos em se agrupar, afetando,
consequentemente, a fluidez da membrana (ALBERTS et al., 2004).

A caracteristica de fluidez da membrana plasmatica ¢ conferida pelos
fosfolipideos e depende tanto da composi¢do quanto da temperatura, sendo que a
mudanga de estado liquido para o gel em membranas com maior proporc¢ao de lipideos
de cadeia insaturada se dard em menores temperaturas (ALBERTS, 1997).

Com a diminuicdo da temperatura (19°C a 5°C) das células espermaticas,
durante o processo de resfriamento que antecede o congelamento, a membrana passa
por uma fase de transito do estado fluido para o estado liquido-cristalino (AMANN e
PICKETT, 1987) e isso leva a uma desestabilizacio da membrana plasmatica do

espermatozoide (BARRERA-COMPEAN et al., 2005).

2.3 Acidos graxos

O organismo animal ndo pode sintetizar os acidos graxos essenciais (EFA), a
sintese ocorre somente nos vegetais e, portanto, os animais devem ser suplementados na
dieta. J4 os mamiferos podem realizar a conversdao metabdlica dos acidos graxos de uma
mesma familia, que ¢ realizada por meio de processos de elongacdo e dessaturacdo de
suas cadeias, o que d4 origem a uma série de acidos graxos que possuem maior numero
de carbonos, os quais sdo chamados de PUFA (MCDOWELL, 1989).

A classificagdo mais simples dos EFA ¢ baseada no numero de carbonos entre o
grupo metil terminal e primeiro duplo enlace, sendo agrupados nas familias 6mega-6 e
omega-3 (LAPOSATA, 1995). Na familia 6mega-6 o acido araquidonico ¢ derivado do
acido linoleico, ja na familia 6mega-3 o acido eicosapentaenoico (EPA), o acido
docosahexanoico (DHA) e o acido docosapentanoico (DPA) sdo derivados do acido
alfa-linolénico (MCDOWELL, 1989).

Segundo Abayasekara e Whates (1999), o crescimento neonatal, o
desenvolvimento de atividades cerebrais e visao, a alteragdo na producdo de

leucotrienos, a participagdo do metabolismo das prostaglandinas € a composicao das
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membranas celulares sdo fungdes essenciais no corpo, das quais a familia 6mega-3 e 6
participam de uma forma ampla.

O armazenamento das familias 6mega-3 e dmega-6 ocorre na forma esterificada
nos fosfolipideos dos folhetos citosolico da célula e membranas das organelas ou em
corpos lipidicos ligados a glicideos neutros e aos fosfolipideos polares (SCHMITZ e
ECKER, 2008).

2.4 Acidos graxos e as membranas celulares

Os 4cidos graxos, como componentes dos fosfolipideos das membranas
celulares, podem afetar as propriedades e a interagdo entre os seus componentes que
estdo diretamente relacionados com o transporte de proteinas, atividade enzimatica e
receptores de membrana (ROCHE, 1999).

Sudheera et al. (1997) consideraram que os acidos graxos polinsaturados podem
influenciar a fluidez das membranas e a atividade de enzimas necessarias para a
producao de energia, além de muitas fungdes dos receptores dependentes de lipideos-
proteina, sendo que qualquer mudanca na composi¢ao dos acidos graxos pode afetar a
membrana plasmatica.

As andlises histoquimicas dos lipideos da por¢do mediana do espermatozoide
demonstraram a presenca de quantidades significativas de lipideos na cauda e porg¢do
mediana do espermatozoide, que sdo constituidos de lipoproteinas e estdo associados
principalmente com a bainha mitocondrial, que circunda o filamento axial, e com a
cauda do espermatozoide (MIESCHER, 1897 citado por MANN, 1964).

Durante a fase de maturagdo espermatica no epididimo ocorre um aumento na
propor¢ao de PUFA, devendo ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas e quimicas
da membrana lipoproteica (VANDENHEUVEL, 1971).

Os PUFA foram detectados nos espermatozoides de varias espécies de
mamiferos incluindo os ruminantes (POULOS et al., 1986), sendo que o DHA
representa aproximadamente 55% do total de acidos graxos dos espermatozoides
bovinos, concentrado em forma de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (PETERS e

BALL, 2004).

2.5 Acidos graxos e a criopreservacio celular
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A membrana plasmatica de espermatozoide submetida a baixas temperaturas
sofre modificagdes na estrutura lipidica e na permeabilidade, o que parece reduzir a
viabilidade e fungdes fisioldgicas espermaticas (HOLT, 2000).

As mudangas de temperatura, que ocorrem durante o resfriamento, produzem
alteragdes fisicas na membrana que esta passando do estado liquido ao de gel, momento
que as cadeias de 4acidos graxos estdo aleatoriamente distribuidas e ordenam-se
paralelamente, o que produz uma estrutura rigida, tornando estas areas fracas e
susceptiveis a rupturas, fusdes e permedveis a ions e a perda de seus arranjos celulares,
causando danos irrepardveis as células (AMANN e PICKETT, 1987,
HAMMERSTEDT et al., 1990; WATSON, 1995; HOLT, 2000).

Segundo Watson (1981), a sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com
o grau de maturacao dos espermatozoides, com a espécie, com a qualidade do plasma
seminal, podendo ser determinada pelo conteudo de colesterol na membrana e o grau de
saturacdo de 4cidos graxos da membrana.

As espécies que apresentam espermatozoides mais resistentes ao choque térmico
sdo aquelas nas quais as células espermaticas contém maior concentragdo de colesterol
na membrana, menor superficie da cabeca do espermatozdide e maior propor¢do de
acidos graxos insaturados em relagdo as saturados, o que proporciona maior fluidez de
membrana (ALBERTS et al., 1997; STUBBS ¢ SMITH, 1984; HENRICKS, 1991).

Com o intuito de minimizar os danos ocasionados pela criopreservagao celular, a
adicao de acidos graxos ao meio de cultivo e criopreservacdo embrionario tem sido
descrito por varios pesquisadores. Imai et al. (1997) observaram que a adi¢ao de acido
oleico-linoleico em meio de cultivo in vitro ndo influenciou a habilidade dos embrides
bovinos oriundos da produgao in vitro de embrides (PIV) evoluirem para os estagios de
blastocisto e blastocisto expandido, porém aumentou a sobrevivéncia destes apds a
criopreservacao. Okazaki et al. (1997), também investigando o efeito do acido oleico-
linoleico como suplemento ao meio de criopreservagao de blastocistos bovinos oriundos
de PIV, ndo observaram aumento significativo da propor¢do de blastocistos
sobreviventes ou em eclosdo apos a congelagdo. Moérulas bovinas produzidas in vitro e
expostas em meio de cultura no qual um dos componentes era o acido oleico-linoleico
mostraram ser relativamente tolerantes a criopreservacao (Hochi et al. 1999). A adi¢ao
de is6meros trans-10, cis-12 do CLA ao meio de cultivo demonstraram aumento na

criotolerancia de embrides bovinos (PEREIRA et al., 2007, 2008), porém Darwich et al.
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(2010) avaliaram os mesmos isdmeros na criotolerancia de embrides ¢ ndo observaram

aumento na sobrevivéncia embriondria apds a criopreservacao.

Na criopreservagdo de sémen os acidos graxos também foram testados em
diversas espécies. Pérez-Pe et al. (2001) descrevem o efeito benéfico do acido oleico-
linoleico ao meio de congelacdo de sémen ovino. Hossain et al. (2007) observaram
melhora nas motilidade e viabilidade espermatica de espermatozoides suino com acido
oleico e linoleico. Kaeoket et al. (2010) obtiveram elevada motilidade progressiva e
integridade da membrana plasmética com acido docosahexaenoico (DHA) ao diluidor
de sémen suino. Nasiri et al. (2012) adicionaram acidos graxos polinsaturados (PUFA)
ao diluidor de sémen bovino e observaram melhora na qualidade espermatica no sémen
descongelado, especialmente do DHA. Takahashi et al. (2012), com o uso de acido
linoleico no meio de diluicdo, observaram um melhora na motilidade dos
espermatozoides descongelados de touro que apresentava baixa congelabilidade

espermatica.

2.6 Acido linoleico conjugado (CLA)

O 4cido linoleico conjugado (CLA) ¢ um termo comum para um grupo de acidos
octadecadienoicos, que sdo isdmeros conjugados posicionais e geométricos do acido
linoleico (C18:2), em que as duplas ligacdes sdo separadas por uma ligacdo simples
carbono-carbono no lugar de um grupo metileno, dois dos quais (cis-9, trans-11 e trans-
10, cis-12 CLA) possuem atividades bioldgicas (PARIZA et al., 2001). O 18:2 (cis-9,
trans-11) é considerado a forma primaria de CLA presente naturalmente nos alimentos,
ainda que o 18:2 (cis-9, trans-11) e o 18:2 (trans-10, cis-12) sejam os dois isOmeros
predominantes e presentes em niveis semelhantes no CLA sintético (CHIN et al., 1992).

Segundo Pariza et al. (2001), os isdmeros trans-10, cis-12 e o cis-9, trans-11 do
CLA sao os mais conhecidos e também o0s que se apresentam em maior abundancia. O
efeito do CLA na composigao corporal e no metabolismo lipidico em culturas de células
¢ induzido pelo trans-10, cis-12, e o crescimento e eficiéncia alimentar parece estar mais
relacionado com o cis-9, trans-11.

O mecanismo de a¢do e a base molecular para os efeitos divergentes de isomeros
CLA permanecem obscuros, apesar de numerosos estudos experimentais em animais e
cultivo celular (ZHAO et al. 2011a). Embora seja possivel que pelo menos alguns dos

efeitos de CLA ocorram por meio da modificagdo da estrutura e fungdo da membrana
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(STULNIG et al., 2001; LIU et al., 1994, LI et al., 2005, MA et al., 2004), a dinamica
molecular das bicamadas lipidicas puras compostas dos dois isdmeros revelou muito
pouca diferenga estrutural e nas propriedades dindmicas (ZHAO et al., 2011a).

Visando observar os efeitos do CLA sobre a membrana plasmatica, diversos
trabalhos foram conduzidos com odcitos ¢ embrides bovinos. Pereira et al. (2007)
examinaram os efeitos da suplementacdo do meio de cultivo de embrides bovinos com o
isomero trans-10 cis-12 e observaram que a criopreservacdo melhorou
significativamente. O isomero trans-10 cis-12 adicionado ao meio de -cultivo
embriondrio proporcionou uma significativa resisténcia dos embrides produzidos in
vitro para micromanipulagdo e criopreservacao (PEREIRA et al., 2008). Darwich et al.
(2010) avaliaram a suplementacdo com os mesmos isémeros ao meio de cultivo
embrionario € nao observaram aumento na sobrevivéncia embriondria apds a
criopreservacdo. Lapa et al. (2011) investigaram o efeito do isomero trans-10 cis-12
sobre a maturagao do odcito e composicao lipidica do complexos cumulus odcito e
observaram que o isOmero interferiu no metabolismo lipidico melhorando a

competéncia do odcito para chegar a um embrido de melhor qualidade.
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3. ARTIGO CIENTIFICO 1

EFEITO DOS ISOMEROS CIS-9, TRANS-11 E TRANS-10, CIS-12 DO ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO (CLA) SOBRE A INTEGRIDADE E
FUNCIONALIDADE DOS ESPERMATOZOIDES CRIOPRESERVADOS DE
BOVINOS

Marcio Pereira Soaresl, Adriano Brandelli'

! Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Veterinarias, UFRGS.

ABSTRACT

The experiment was carried out to evaluate the effects of adding different
concentrations of the isomers cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12 conjugated linoleic
acid (CLA) in the freezing medium on sperm motility, the plasma membrane integrity,
acrosomal and mitochondrial bovine sperm. Four Jersey bulls were used, and the
ejaculates processed as "pool". The extender used was based on Tris (Dilutris®-
SEMENCOM, Brazil) + 20% egg yolk (MB). The treatments with CLA (Luta-CLA®-
BASF, Brazil), which had oily presentation, were prepared from MB with addition of
1% sodium lauryl sulfate, denominated MBL. The treatments were CP = MB, CN =
MBL, T50 = MBL+50um, T100 = MBL+100um, T150 = MBL+150uM. The medium
used was Tris, yolk egg and glycerol (MB). The characteristics of the post-thaw semen
were analyzed by computerized analysis system (CASA), and plasma membrane
integrity and acrosomal and mitochondrial function assessed by the association of the
fluorescent probes PI, FITC-PSA, JC-1 and H-342. No differences were observed
between treatments. The conjugated linoleic acid (CLA), at the concentrations used, did
not show effects on the integrity and functionality of bovine sperm submitted to

cryopreservation.

Keywords: bulls, semen cryopreservation, fatty acids, conjugated linoleic acid (CLA).

RESUMO
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O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da adi¢dao de
diferentes concentragdes dos isdmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do acido
linoleico conjugado (CLA) ao meio de congelagdo sobre a motilidade espermatica, a
integridade da membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial de espermatozoides de
touros. Foram utilizados 4 touros Jersey, sendo os ejaculados processados na forma de
“pool”. O diluidor utilizado foi a base de Tris (Dilutris®~-SEMENCOM, Brasil) + 20 %
de gema de ovo (MB). Os tratamentos com CLA (Luta-CLA®-BASF, Brasil), devido a
apresentacdo oleosa foram preparados a partir do MB com adicdo de 1% de lauril
sulfato de sodio, sendo denominado MBL. Os tratamentos foram compostos por: CP =
MB, CN = MBL; T50 = MBL+50uM CLA; T100 = MBL+100uM CLA e T150 =
MBL+150uM CLA. As caracteristicas do sémen descongelado foram analisadas pelo
sistema de analise computadorizado (CASA), e a integridade das membranas plasmatica
e acrossomal e fungdo mitocondrial avaliadas pela associacdo das sondas fluorescentes
PI, FITC-PSA, JC-1 e H-342. Nao foram observadas diferencgas entre os tratamentos. O
acido linoleico conjugado (CLA), nas concentragdes utilizadas, ndo apresentou efeitos
sobre a integridade e funcionalidade dos espermatozoides bovinos submetidos a

criopreservagao.

Palavras-chave: touro, sémen, criopreservacao, acidos graxos, acido linoleico conjugado

(CLA).

INTRODUCAO

Acido linoleico conjugado (CLA) é a denominagio utilizada para definir um
conjunto de isdmeros posicionais e geométricos do acido octadecadienoico com duplas
ligagdes conjugadas, que podem ser encontradas nas posi¢does 9 e 11, 10 e 12, entre
outras, ¢ podem ser em ambas configuracdes, cis € frans, ocorrendo naturalmente em

produtos lacteos e carne de ruminantes (PARIZA, 2004; WAHLE et al., 2004).

O CLA, assim como os acidos graxos essenciais (acido linoleico e linolénico) e
os acidos graxos polinsaturados (PUFA), sd@o conhecidos por alterarem a composicao da
membrana lipidica em diversas células (SAMPATH e NTAMBI, 2005), sendo

incorporados pelas células nos lipideos da membrana plasmatica (RINGSEIS et al.,



23

2008; AMARU e FIELD, 2009) provocando modificagdes na sua estrutura e func¢do
(ZHAO et al., 2011a; SUBBAIAH et al., 2011; ZHAO et al., 2011Db).

Os efeitos da utilizagdo dos acidos graxos nos meios de maturagdo e cultivo
embrionario sobre a fluidez da membrana sdo relatados por Hochi et al. (1999) que
relacionaram os resultados ao aumento da conversdo de acidos graxos insaturados na
membrana embriondria, antes do congelamento, e com isso alterando a fluidez da

membrana, que pode vir a melhorar a habilidade do embrido ao congelamento.

No sémen ovino a adicdo do 4cido oleico-linoleico a0 meio de congelacio
demonstrou um efeito benéfico na preservacao da viabilidade das células espermaticas
(PEREZ-PE et al., 2001). Espermatozoides suinos incubados, por 4 horas a 37°C, em
meio de diluicdo com 4cido oleico e linoleico demonstraram melhora significativa na
motilidade e viabilidade (HOSSAIN et al., 2007). Takahashi et al. (2012) utilizaram o
acido linoleico no meio de criopreservagao de s€men bovino e observaram uma melhora
na motilidade dos espermatozoides apos o descongelamento, relacionando o resultado a
possivel manutencdo da fluidez da membrana em fun¢do da incorporagao do &cido

linoléico pela bicamada lipidica.

Os efeitos da adicdo de CLA aos meios de dilui¢do e congelamento de sémen em
bovinos e sua interagdo com as células espermaticas ainda ndo foram relatados. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adi¢do de diferentes concentragdes dos
1sémeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA) no meio
de congelacao sobre a motilidade espermatica, a integridade da membrana plasmatica,

acrossomal e mitocondrial de espermatozoides bovinos.

MATERIAIS E METODOS
Colheita de sémen

Foram utilizados 4 touros da raga Jersey em idade reprodutiva, com condigdo
corporal (escore > 4, escala 1 a 5), mantidos sob as mesmas condi¢des ambientais e
alimentares. Os ejaculados foram obtidos com vagina artificial, sendo realizada uma
colheita por semana. Somente ejaculados com motilidade >80%, vigor espermatico >4 e

anormalidades morfoldgicas < 10% foram utilizados.



24

Criopreservaciao do sémen

Os ejaculados apos colheita foram manipulados a 27° C e misturados formando
“pool”, sendo em seguida diluidos nos tratamentos obtendo-se uma concentragdo final

de 50 x 10° espermatozoides/mL.

O meio diluidor utilizado foi a base de Tris (Dilutris®-SEMENCOM, Brasil) +
20% de gema de ovo (MB). Os tratamentos com CLA (Luta-CLA®“-BASF, Brasil),
devido a apresentagdo oleosa, foram preparados a partir do MB com adi¢do de 1% de
lauril sulfato de sodio, sendo denominado MBL. Os tratamentos foram compostos por:
CP=MB, CN=MBL; T50=MBL+50uM CLA; T100=MBL+100uM CLA ¢
T150=MBL+150uM CLA.

Apoés envasadas, seladas e raqueadas, as palhetas médias (0,5 mL) foram
refrigeradas a 4° C por 4 horas, sendo em seguida colocadas na posi¢ao horizontal em
caixa de isopor com vapor de nitrogénio liquido (-120° C) permanecendo 20 minutos.
Na sequéncia foram imersas em nitrogénio liquido (-196° C) e, posteriormente,

armazenadas em botijao criogénico.

Avaliacoes do sémen poés-criopreservacio

Para cada tratamento foram analisadas duas palhetas de sémen, as quais foram
descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, sendo o sémen transferido das
palhetas para um tubo conico de 1,5 mL previamente aquecido em banho-maria seco a
mesma temperatura, sendo mantido incubado a 37°C. A analise subjetiva da motilidade
e vigor espermaticos foi realizada por meio de microscopia Optica e posteriormente

realizadas as demais avaliagdes descritas a seguir.

Avalia¢cdo computadorizada da motilidade espermatica
Para a avaliagdo da motilidade espermatica pelo sistema de analise
computadorizado do sémen (CASA) utilizou-se o aparelho Hamilton Thorne Research

Motility Analyser (HTM-IVOS, Versao 12.3, Hamilton Thorne Research, Beverly,
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Massachusetts, USA), sendo que para a andlise do movimento espermatico utilizou-se
Animal Motility, previamente ajustado para a analise do sémen bovino.

Para a anélise foi utilizada a cAmara de Makler (Couting Chamber Makler® 0.01
sqgmm 10 um deep Sefi-Medical Instruments LTD.), na qual foi colocado 10 puL do
sémen diluido em meio TALP sperm, na concentragio de 25 x 10° espermatozoides/mL,
sendo selecionados 10 campos por amostra para a leitura e analise. As caracteristicas
analisadas foram motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade
média da trajetoria (VAP, um/s), velocidade linear progressiva (VSL, um/s), velocidade
curvilinear (VCL, pum/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH, pum),
frequéncia de batimento (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

Avaliacao das membranas plasmatica, acrossomal e fun¢ido mitocondrial.

A integridade das membranas plasmatica e acrossomal e fungdo mitocondrial
foram avaliadas pela associagdo das sondas fluorescentes iodeto de propideo (PI)
(28,707-5; Sigma, St Louis, MO, USA), aglutinina de Pisum sativum conjugada a
isotiocionato de fluoresceina (FITC-PSA) (FITC-PSA, L-0770, Sigma), iodeto de
5,5°,6,6’-tetracloro-1,1",3,3 -tetractilbenzimidazolilcarbocianina  (JC-1)  (Molecular
Probes, T-3168)e Hoechst 33342 (H-342) (H-1399; Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) sendo utilizado o protocolo proposto por Celeghini et al. (2007). A leitura foi
realizada sob microscopia de epifluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i, Melville, NY, USA)
em filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C (excitagdo 340-
380 nm e emissao 435-485 nm), B-2E/C (excitacao 465-495 nm e emissdao 515-555 nm)
e G-2E/C (excitagao 540-525 nm e emissao 605-655 nm), com aumento de 1.000 x.

As células foram classificadas em oito categorias, de acordo com a fluorescéncia
emitida por cada sonda, sendo realizada a contagem de 200 células por amostra (Quadro

1) e os padrdes de coloracao podem ser visualizados na figura 1.

Quadro 1 - Classificacdo das células em categorias de acordo com a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal e fun¢do mitocondrial, detectadas pelas sondas PI,
FITC-PSA, JC-1 e H342 (CELEGHINI et al., 2007).

Ordem Categoria Sigla
1 Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Intacto e Com Fun¢do Mitocondrial | PIAIC
2 Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Intacto e Sem Funcdo Mitocondrial | PIAIS
3 Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Com Fungdo Mitocondrial | PIALC
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Membrana Plasmatica Intacta, Acrossomo Lesado e Sem Fung¢do Mitocondrial | PIALS

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Intacto e Com Fung¢do Mitocondrial | PLAIC

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Intacto e Sem Fung¢do Mitocondrial | PLAIS

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Lesado e Com Fung¢ao Mitocondrial | PLALC

| ] N V| b~

Membrana Plasmatica Lesada, Acrossomo Lesado e Sem Fung¢do Mitocondrial | PLALS

.

Figura 1 - Fotomicrografia de epifluorescéncia das células espermaticas coradas
com a associacao das sondas fluorescentes PI, H342, FITC-PSA e JC-1 (aumento
1.000 x). A. Célula com membrana plasmaética intacta, acrossomo intacto, com
alto potencial de membrana mitocondrial. B. Superior = célula com membrana
plasmatica lesada, acrossomo intacto, com baixo potencial de membrana
mitocondrial, Inferior = célula com membrana plasmatica intacta, acrossomo
intacto, com baixo potencial de membrana mitocondrial. C. Célula com
membrana plasmatica intacta, acrossomo lesado, com alto potencial de membrana
mitocondrial. D. Célula com membrana plasmatica intacta, acrossomo lesado,
com baixo potencial de membrana mitocondrial. E. Célula com membrana
plasmatica lesada, acrossomo lesado, com baixo potencial de membrana
mitocondrial. F. Célula com membrana plasmatica lesada, acrossomo intacto, com
baixo potencial de membrana mitocondrial (CELEGHINI et al., 2007).

Apo6s a deteccdo das oito categorias de células, a soma das porcentagens de

células  foi  reclassificada em  membrana  plasmatica  intacta  (MPI)
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(PIAIC+PIAIS+PIALCAHPIALS), acrossomo intacto (Al) (PIAIC, PIAIS, PLAIS),
células com alto potencial mitocondrial (APM) (PIAIC, PIALC, PLAIC e PLALC).
Adicionalmente a categoria de células PIAIC também foi selecionada para analise
estatistica pois, para que ocorra a fertilizagdo, todas as estruturas do espermatozoide

devem estar intactas

Analise estatistica

O experimento foi disposto em delineamento em blocos ao acaso, com 5
tratamentos (CP, CN, T50, T100 e T150) e quatro dias de collheitas. Os dados gerados
foram avaliados pela andlise de variancia e posterior comparacdo de médias pelo teste

Least Significant Difference (LSD) de Fisher, adotando nivel de significincia a 5%.

RESULTADOS
Avaliacio subjetiva da motilidade e vigor espermatico

A criopreservacao do sémen afetou a motilidade espermatica subjetiva (MES)
estimada visualmente, pois esta foi significativamente maior (P<0,001) no sémen fresco
(85% £ 0,00) do que na pds-descongelagdo em todos os tratamentos (CP = 42,50 + 4,33,
CN =46,25 + 1,25, TS0 =48,75 + 1,25, T100 = 48,75 + 1,25 ¢ T150 = 48,75 £ 3,15%),
porém ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos apds a

descongelagdo, como visualizado na Figura 2.
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Figura 2 - Motilidade espermatica subjetiva (MES) (média + erro padrao
da média) estimada no sémen fresco e criopreservado de bovino nos
tratamentos Controle Positivo (CP), Controle Negativo (CN), Tratamento
50 (T50), Tratamento 100 (T100) e Tratamento 150 (T150).
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O vigor espermatico subjetivo (VES) do s€émen descongelado demonstrou que
100% das avaliagdes foram consideradas com vigor 3 no T100 equivalendo-se com o

CP e podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3 - Vigor espermadtico subjetivo (VES) no s€émen criopreservado
de bovino nos tratamentos Controle Positivo (CP), Controle Negativo
(CN), Tratamento 50 (T50), Tratamento 100 (T100) e Tratamento 150
(T150).

Avaliacao computadorizada da motilidade espermatica

A motilidade total (MT) e a motilidade progressiva (MP) do sémen pos-
descongelagdo nos diferentes tratamentos pode ser observada na Figura 3. A motilidade
total e progressiva nos tratamentos foi: CP = 65,00 £8,28 e 54,00 +6,61; CN = 63,50
+2,90 e 49,25 £3,15; T50 = 62,25 +4,33 e 52,00 £3,11; T100 = 70,00 £3,74 e 59,50
+3,12 ¢ TI50 = 62,75 +£6,34 e 52,00 £5,21%, ndo sendo observada diferenga

significativa (P>0,05) entre os tratamentos.
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Figura 4 - Motilidade Total (MT) e Motilidade Progressiva (MP) (média
+ erro padrio da média) estimadas pelo sistema computadorizado de
analise para o sémen criopreservado de bovino nos tratamentos Controle
Positivo (CP), Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50),
Tratamento 100 (T100) e Tratamento 150 (T150).
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As velocidades espermaticas apds a descongelacdo foram avaliadas pelo sistema
CASA, a velocidade média da trajetéria (VAP), a velocidade linear progressiva (VSL) e

a velocidade curvilinear (VCL).

Na figura 5 podemos observar as trés velocidades nos respectivos tratamentos,
sendo que a VAP apresentou os seguintes valores: CP = 96,48 £5,10; CN = 94,45
+3,03; T50 = 102,25 +4,41; T100 = 93,95 £2,89 ¢ T150 = 97,80 +1,46 pm/s. A VSL,
obtida pelo sistema CASA demonstrou os valores nos tratamentos CP = 78,35 +4,55;
CN = 79,38 +3,05; T50 = 86,23 +4,35; T100 = 78,85 £3,05 ¢ T150 = 80,13 £1,11 pm/s.
Ja a VCL, registrada nos tratamentos foram CP = 164,25 +£9,51; CN = 157,75 £3,74;
T50 = 171,05 4£8,71; T100 = 157,03 +4,35 ¢ T150 = 167,30 £4,66 um/s. Nas trés
velocidades avaliadas pelo sistema CASA nao foram observadas diferencas estatisticas

entre os tratamentos (P>0,05).
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Figura 5 - Velocidade média da trajetoria (VAP), velocidade linear
progressiva (VSL) e velocidade curvilinear (VCL) (média + erro padrdo
da média) estimadas pelo sistema computadorizado de analise para o
sémen criopreservado de bovino nos tratamentos Controle Positivo (CP),
Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50), Tratamento 100 (T100) e
Tratamento 150 (T150).

O deslocamento lateral de cabega (ALH), medido em pm e apresentado na figura
6, observado nos tratamentos foram CP = 7,15 +£0,29; CN = 6,75 £0,09; T50 = 6,83
+0,17; T100 = 6,53 +0,17 e T150 = 7,00 £0,27 um. A analise estatistica dos dados

demonstrou que ndo ocorreram diferencas estatisticas entre os tratamentos (P>0,05).
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Figura 6 - Deslocamento lateral de cabega (ALH) (média + erro padrao
da média) estimada pelo sistema computadorizado de andlise para o
sémen criopreservado de bovino nos tratamentos Controle Positivo (CP),
Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50), Tratamento 100 (T100) e
Tratamento 150 (T150).

A frequéncia de batimento (BCF), figura 7, ndo apresentou diferenga estatistica

entre os tratamentos (P>0,05), sendo que os valores obtidos foram CP = 30,03 £1,50;

CN =31,40 £1,67; T50 = 33,75 +1,45; T100 = 31,38 £1,03 ¢ T150 = 30,55 +1,93 Hz.
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Figura 7 — Frequéncia de batimento (BCF) (média £+ erro padrao da
média) estimada pelo sistema computadorizado de analise para o sémen
criopreservado de bovino nos tratamentos Controle Positivo (CP),
Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50), Tratamento 100 (T100) e
Tratamento 150 (T150).

A retilinearidade (STR) dos espermatozoides pode ser observada na figura 8,
sendo que os resultados nos tratamentos foram CP = 81,50 +0,87; CN = 84,00 £1,15;
T50 = 84,25 £0,48; T100 = 84,25 £0,63 ¢ T150 = 82,75 +1,70%, ndo sendo observadas

diferencgas estatisticas entre os tratamentos (P>0,05).

Na linearidade (LIN) dos espermatozoides, figura 8, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos (P>0,05), sendo que os resultados obtidos
foram os seguintes: CP = 51,00 £0,91; CN = 53,25 +£0,85; T50 = 53,25 +0,25; T100 =
53,50 £0,96 e T150 = 50,75 +1,65%.
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Figura 8 — Retilinearidade (STR) e Linearidade (LIN) (média £ erro
padrdo da média) estimadas pelo sistema computadorizado de andlise
para o sémen criopreservado de bovino nos tratamentos Controle Positivo
(CP), Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50), Tratamento 100
(T100) e Tratamento 150 (T150).

Integridade das membranas plasmatica e acrossomal e funcio funcio mitocondrial

Os percentuais de MPI, Al e APM detectados pela associacdo de sondas

fluorescentes sdo apresentados na figura 9.

Os valores percentuais obtidos nos diferentes tratamentos para MPI foram CP =
47,25 £1,81; CN = 47,50 £3,40; T50 = 43,25 +6,20; T100 = 51,50 +£3,81 ¢ T150 =
43,75 +£9,54%. A andlise estatistica dos dados evidenciou que ndo ocorreu diferenca

(P>0,05) entre os tratamentos.

Os valores de Al observado nos tratamentos CP = 83,25 +4,33; CN = 83,25
+3,74; T50 = 81,38 £2,08; T100 = 82,63 +£3,07 ¢ T150 = 82,38 +7,00% demonstraram

que, quando analisados estatisticamente (P>0,05), ndo diferiram entre si.

As porcentagens de espermatozoides APM nos tratamentos CP = 33,13 £6,76;
CN = 24,75 £6,30; T50 = 23,88 £5,28; T100 = 27,50 +3,35 ¢ T150 = 13,38 £3,58%, ao
serem analisadas estatisticamente evidenciaram a nado ocorréncia de diferengas

estatisticas (P>0,05) entre os tratamentos.
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Figura 9 — Porcentagem (média + erro padrao da média) de

espermatozoides criopreservados de bovinos nos tratamentos Controle
Positivo (CP), Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50),
Tratamento 100 (T100) e Tratamento 150 (T150) com membrana
plasmatica intacta (MPI), acrossomo intacto (AI) e alto potencial
mitocondrial.

Na figura 10 s3o apresentados os efeitos da criopreservacdo nos diferentes
tratamentos sobre a categoria de células que apresentou a membrana plasmatica intacta,

acrossomo intacto e alto potencial mitocondrial (PTIAIC).

Os valores observados nos tratamentos CP = 25,38 +5,60; CN = 22,00 +5,03; T50
= 21,75 £5,44; T100 = 25,38 +3,16 ¢ T150 = 12,50 +£3,68% nao diferiram

estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos.
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Figura 10 - Porcentagem (média + erro padrao da média) de
espermatozoides criopreservados de bovinos nos tratamentos Controle
Positivo (CP), Controle Negativo (CN), Tratamento 50 (T50),
Tratamento 100 (T100) e Tratamento 150 (T150) com membrana
plasmatica intacta, acrossomo intacto e fun¢ao mitocondrial (PIAIC).

DISCUSSAO
Neste trabalho, diversos parametros de espermatozoides bovinos congelados na
presenca de CLA foram avaliados. A motilidade espermatica Optica nao apresentou

diferencas entre os tratamentos apos o descongelamento, sugerindo que a presenga de
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CLA na3o apresenta efeitos deletérios sobre este parametro de espermatozoides
criopreservados de touros. Embora o efeito de dcidos graxos durante o congelamento de
espermatozoides nao tenha sido descrito anteriormente, Hossain et al. (2007)
observaram um aumento na motilidade de espermatozoides de suinos apds a adicao de
acido oleico, linoleico e araquidonico ao meio de diluigao.

Marei et al. (2009) observaram que a alta concentragdo de 4cido linoleico
diminuiu a taxa de maturacdo de odcitos ¢ resultou em clevada maturacao nuclear
anormal, indicando sua potencial toxicidade. A toxicidade do CLA nao pode ser
visualizada no vigor espermatico, o qual demonstrou uma tendéncia a superioridade do
T100 quando comparada com os demais tratamentos com CLA.

A avaliagdo da motilidade total e progressiva demonstrou nao haver diferengas
entre os tratamentos, porém com uma tendéncia a superioridade do T100 em relagdo aos
demais.

A VAP, VSL e VCL também ndo diferiram estatisticamente, porém foi
verificada a tendéncia a superioridade do T50. Segundo Verstegen et al. (2002), valores
maiores de VAP, VSL e VCL sao significativamente maiores em amostras que
produzem mais de 50% de odcitos fecundados.

Mortimer (2000) e Verstegen et al. (2002) observaram que amostras com
elevados parametros de velocidades e de LIN e BCF apresentam melhor migragdo e
penetracdo no muco genital. O tratamento TS50 demonstrou uma tendéncia a
superioridade no BCF, o que ndo foi confirmado na LIN.

A avaliacdo dos tratamentos demonstrou que nao ocorreu diferenga na VAP,
LIN e no ALH, que se mantiveram acima de 93,95um/s, 50,75% e 6,53um,
respectivamente, contudo pode ser observada uma tendéncia de melhor desempenho do
T50 na VAP. Segundo Cox et al. (2006), os espermatozoides caprinos com velocidade
eficiente na migragdo do muco cervical in vitro apresentam LIN > 50% e ALH = 4,8um.
Espermatozoides humanos com boa capacidade de penetragdo no muco cervical
apresentam VAP = 25um/s e ALH = 4,5um (Mortimer, 2000).

A hiperativagao ¢ sinal de que o espermatozoide atingiu o estagio de capacitagado
e esta mudanca envolve, principalmente, o aumento da velocidade curvilinear (VCL), da
amplitude do deslocamento lateral da cabeg¢a (ALH) e diminui¢do da linearidade (LIN)
(JANUSKAUSKAS et al., 1999). Essa tendéncia de aumento da VCL no T50 e T150,
do ALH no T50 e T150 e a diminui¢dao da LIN no T150 sugerindo a hiperativacao,
principalmente do T150.
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A avaliagdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal e do potencial
mitocondrial demonstrou ndo ocorrer diferenca entre os tratamentos, porém a tendéncia
a maior porcentagem de células com MPI e APM, conjuntamente com espermatozoides
PIAIC, foi observada no T100. A manutengdo do potencial de fecundacao do
espermatozoide depende da integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, do
acrossomo € a manutengdo de suas enzimas e do potencial de membrana mitocondrial,
responsavel pela producao de ATP, indispensavel para o batimento flagelar e motilidade
(OURA e TOSHIMORI, 1990; PARKS ¢ GRAHAM, 1992; FLESCH ¢ GADELLA,
2000).

Conclusoes

A adicdo dos isomeros cis-9, trans-11 e trans-10,cis-12 do acido linoleico
conjugado (CLA), nas concentragdes utilizadas, ndo causou alteragdes significativas
sobre a integridade e funcionalidade dos espermatozoides bovinos submetidos a

criopreservagao.
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4. ARTIGO CIENTIFICO 2

INFLUENCIA DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CIS-9, TRANS-11 E
TRANS-10, CIS-12) SOBRE A QUALIDADE DO SEMEN CRIOPRESERVADO
DE DIFERENTES TOUROS

Marcio Pereira Soaresl, Adriano Brandelli'

! Programa de Pés-graduacio em Ciéncias Veterinarias, UFRGS.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of the addition of cis-9, trans-11
and trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid (CLA) on the freezing medium on sperm
motility, plasma membrane integrity, acrosomal and mitochondrial sperm from different
bulls. The ejaculates were collected from four Jersey bulls and processed individually.
The extender used was based Tris (Dilutris®-SEMENCOM, Brazil) - 20% yolk egg
(MB). The treatments with CLA (Luta-CLA®-BASF, Brazil), wich had oily
presentation, were prepared from MB with addition of 1% sodium lauryl sulfate (MPL).
The treatments consisted of CN = MB, CP = MBL, T50 = MBL+50uM CLA; T100 =
MBL+100uM CLA and T150 = MBL+150 uM CLA. After thawing, semen
characteristics were analyzed by computerized analysis system (CASA) and plasma
membrane integrity and acrosomal and mitochondrial function assessed by the
association of the probes PI, FITC-PSA, JC-1 and H-342. No differences were observed
between treatments, but different responses were observed among individuals. Different
concentrations of the isomers cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12 conjugated linoleic
acid (CLA), used in medium diluent for freezing bull semen, showed no effect on
membrane integrity and functionality of spermatozoa of bulls submitted to

cryopreservation. However, there were differences between individuals.

Keywords: bull semen cryopreservation, fatty acids, conjugated linoleic acid (CLA).

RESUMO
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O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adi¢do dos isdmeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA) no meio de congelacao
sobre a motilidade espermatica, a integridade da membrana plasmatica, acrossomal e
funcdo mitocondrial de espermatozoides de diferentes touros. Os ejaculados foram
colheitados de 4 touros Jersey e processados individualmente. O diluidor utilizado foi a
base de Tris (Dilutris®~SEMENCOM, Brasil) + 20 % de gema de ovo (MB). Os
tratamentos com CLA (Luta-CLA®-BASF, Brasil), que tinha apresentacdo oleosa,
foram preparados a partir do MB com adi¢do de 1% de lauril sulfato de sodio (MBL).
Os tratamentos foram compostos por: CN=MB e CP=MBL; T50=MBL+50uM CLA;
T100=MBL+100uM CLA e T150=MBL+150uM CLA. Apo6s o descongelamento as
caracteristicas do semen foram analisadas pelo sistema de andlise computadorizada
(CASA) e a integridade das membranas plasmatica e acrossomal e funcdo mitocondrial
avaliadas pela associacdo das sondas fluorescentes PI, FITC-PSA, JC-1 e H-342. Nao
foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos, porém foram verificadas
diferentes respostas entre individuos. As diferentes concentracdes dos isdomeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 do acido linoleico conjugado (CLA), utilizadas no meio
diluidor para congelamento de sémen de touro, ndo apresentaram efeito sobre a
integridade de membranas e funcionalidade dos espermatozoides de touros submetidos

a criopreservagdo, porém houve diferencas entre individuos.

Palavras-chave: touro, s€émen, criopreservagao, acidos graxos, acido linoleico conjugado

(CLA).

INTRODUCAO

Os 4cidos graxos da membrana plasmatica sdo importantes na manutengdo da
sua fluidez, fator determinante para a fertilidade espermatica, especialmente para
espermatozoides criopreservados (CEROLINI et al., 2003; WATERHOUSE et al.,
2006).

As modifica¢des na fluidez da membrana plasmatica exercem uma influéncia
significativa nas fungdes da membrana (STUBBS e SMITH, 1984), sendo influenciada
pelo grau de saturacdo dos acidos graxos ligados aos fosfolipideos, o que determina a

sua maior ou menor sensibilidade ao frio (PARKS e GRAHAM, 1992), que por sua vez
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permite classificar os individuos como produtores de sémen de alta e baixa
congelabilidade, dependendo das caracteristicas estruturais da membrana, o que ¢
geneticamente determinado, predispondo a sobrevivéncia ao estresse da criopreservagao
(WATSON, 2000).

Com o objetivo de minimizar os efeitos do frio sobre os espermatozoides os
acidos graxos passaram a ser utilizados nos meios de refrigeracdo e criopreservacdo em
diversas espécies. Pérez-P¢ et al. (2001) adicionaram acido oleico-linoleico ao meio de
congelacdo de s€émen ovino e descrevem o efeito benéfico na preservacao da viabilidade
espermatica sobre o pool de ejaculados de carneiros. Hossain et al. (2007) incubaram
espermatozoides suinos, por 4 horas a 37°C, em meio de diluicdo com 4acido oleico e
linoleico observando melhora na motilidade e viabilidade espermaticas, porém
apresentaram os resultados agrupados o que ndo permitiu visualizagdo da diferenca
entre individuos. Kaeoket et al. (2010) incluiram 4cido docosahexaenoico (DHA) ao
diluidor de sémen suino e obtiveram maiores taxas de motilidade progressiva e
integridade da membrana plasmatica e observaram diferencas entre racas na
criotolerancia espermdtica. Nasiri et al. (2012) adicionaram acidos graxos
polinsaturados (PUFA) da familia 6mega-3 ao diluidor de sémen bovino e observaram
melhora na qualidade espermatica apos o descongelamento, possivelmente devido a
incorporacdo efetiva dos PUFA, especialmente do DHA, no periodo de resfriamento e
com isso protegendo a membrana celular. No entanto mesmo com os efeitos positivos
dos PUFA tém-se apenas os resultados sobre os espermatozoides bovinos e nao o efeito
sobre o ejaculado de cada touro. O efeito individual do uso de acido linoleico no meio
de diluicdo ¢é descrito por Takahashi et al. (2012) que o observaram melhora na
motilidade dos espermatozoides descongelados em um touro que apresentava baixa
congelabilidade espermatica.

Pereira et al. (2007, 2008) descrevem os resultados da adi¢do de isdmeros trans-
10, cis-12 do éacido linoleico conjugado (CLA) ao meio de cultivo embriondrio e
demonstraram aumento na criotolerancia de embrides bovinos, porém Darwich et al.
(2010) avaliaram os mesmos isdmeros na criotolerancia de embrides da mesma espécie
e ndo observaram aumento na sobrevivéncia embriondria apds a criopreservagao,
entretanto os resultados da inclusdo de isomeros do CLA ao meio de diluigdo e

criopreservacao de sémen ainda nao foram descritos.
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Diante desse contexto realizou-se o estudo, cujo objetivo foi avaliar os efeitos da
adicao de diferentes concentragdes dos isdmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do
acido linoleico conjugado (CLA) no meio de congelacdo sobre a motilidade
espermatica, integridade da membrana plasmatica, acrossomal e mitocondrial de

espermatozoides de diferentes touros.

MATERIAIS E METODOS
Animais e localizacio

Foram utilizados quatro touros da raga Jersey, em idade reprodutiva e com
fertilidade conhecida, utilizados na Central de Inseminacao Artificial da Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina - CIDASC (Indaial, Santa
Catarina, Brasil). Os animais apresentavam condi¢do corporal (escore > 4, escala 1 a 5),

mantidos sob as mesmas condi¢des ambientais ¢ alimentares.

Colheita do sémen

Os ejaculados foram colheitados, usando vagina artificial, uma vez por semana
durante quatro semanas. Apos as colheitas as amostras de s€émen foram acondicionadas
em banho-maria e manipuladas nos respectivos tratamentos a temperatura de 27° C.
Somente foram utilizados ejaculados com motilidade >80%, vigor espermatico >4 e

anormalidades morfologicas < 10%.

Preparacio do sémen, diluidor e tratamentos

Apds a andlise os ejaculados foram diluidos nos tratamentos obtendo-se a
concentragio final de 50 x 10° espermatozoides/mL. O diluidor utilizado foi & base de
Tris (Dilutris®-SEMENCOM, Brasil), adicionado de gema de ovo (20%), sendo
denominado meio padrio (MB). Os tratamentos com CLA (Luta-CLA®-BASF, Brasil),
devido a apresentacdo oleosa, foram preparados a partir do MB com adi¢do de 1% de
lauril sulfato de sédio (MBL). Os tratamentos foram compostos por: Controle Positivo

(CP)=MB; Controle Negativo (CN)=MBL; Tratamento 50 (T50)=MBL+50uM CLA;
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Tratamento T100 (T100)=MBL+100uM CLA; Tratamento 150 (T150)=MBL+150pum
CLA.

Refrigeracio e o processo de congelamento

Ap6s envasadas, seladas e raqueadas, as palhetas (0,5 mL) foram refrigeradas a
4° C por 4 horas, sendo em seguida colocadas na posi¢ao horizontal em caixa de isopor
com vapor de nitrogénio liquido, permanecendo 20 minutos. Na sequéncia foram
imersas em nitrogénio liquido (-196° C) e, posteriormente, armazenadas em botijao

criogénico.

Avaliacées do sémen pés-criopreservacao

Para as avaliagdes foram descongeladas, em banho maria, duas palhetas por
tratamento (37°C/30 segundos), sendo transferido o s€émen para um tubo cdnico de
polipropileno (37°C), homogeneizado e realizada a andlise visual da motilidade

espermatica subjetiva (MES) por meio de microscopia optica.

Para as demais avaliagdes foi realizada a diluicdo da amostra em meio TALP
Sperm (BAVISTER, et al, 1983) obtendo a concentracgio de 25 x 10°

espermatozoides/mL e mantido incubado em banho-maria a 37°C.

Avalia¢cdo computadorizada da motilidade espermatica

As caracteristicas analisadas foram motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), velocidade média da trajetoria (VAP, um/s), velocidade linear
progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, pm/s), amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH, pum), frequéncia de batimento (BCF, Hz),
retilinearidade (STR, %) e linearidade (LIN, %).

Para a avaliagdo da motilidade espermatica pelo sistema de analise
computadorizada do sémen (CASA) (HTM-IVOS, V. 12.3, Hamilton Thorne Research,
Beverly, USA), sendo utilizada a camara de Makler (Couting Chamber Makler” 0.01

sqg.mm 10 pum deep Sefi-Medical Instruments LTD.), previamente aquecida, na qual foi
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colocada 10 pL do sémen diluido em meio TALP sperm, na concentragio de 25 x 10°
espermatozoides/mL, sendo selecionados 10 campos por amostra para a leitura e

analise.

Avaliacao das membranas plasmatica, acrossomal e fun¢do mitocondrial.

Uma aliquota de 150 pL de sémen diluido em meio TALP Sperm (25 x 10°
espermatozoides/mL) foi incubado em tubo de microcentrifuga por 8 minutos a 37° C
com 3 uL de iodeto de propidio (PI) (0,5 mg/mL) (28,707-5; Sigma, St Louis, MO,
USA), 2 uL de Hoechst 33342 (H-342) (40 pg/mL) (H-1399; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA), 6 uL de iodeto de 5,5,6,6-tetracloro-1,1°,3,3’-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) (153 uM) (Molecular Probes, T-3168) e 50
uL de aglutinina de Pisum sativum conjugada a isotiocionato de fluoresceina (FITC-
PSA) (100 pg/mL) (FITC-PSA, L-0770, Sigma).

A avaliacdo da fluorescéncia e a classificacdo das células espermaticas foi
realizada pelo protocolo de Celeghini et al. (2007), sendo que apds a deteccao das oito
categorias de células, a soma das porcentagens das células foram reclassificada em
membrana plasmatica intacta (MPI), acrossomo intacto (Al), células com alto potencial
mitocondrial (APM) e células com membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e

alto potencial mitocondrial (PIAIC).

Analise estatistica

O experimento foi disposto em um delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se 4 touros, 5 tratamentos (CN, CP, T50, T100 e T150) e quatro colheitas. Os
dados das varidveis obtidas dos diferentes tratamentos e touros foram submetidos a
analise de variancia e posterior comparagdo de médias pelo teste Least Significant

Difference (LSD) de Fisher, adotando nivel de significancia a 5%.

RESULTADOS
Avaliac¢io subjetiva da motilidade

A Tab. 1 apresenta os valores para MES no sémen descongelado. A analise
estatistica demonstrou ndo haver diferenca entre os tratamentos. Na comparagdo dos

touros no tratamento CP foi observada melhor motilidade no Al, quando comparado
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com o A2; no T50 o melhor resultado foi no Al e A4 em relagdo ao A2; ja no T100 o

Al e A4 foram superiores a0 A3 e A4; e no T150 o A2 foi inferior aos demais.

Tabela 1 - Motilidade espermatica subjetiva do sémen descongelado de diferentes
touros avaliados pelo sistema de andlise computadorizada de sémen.
Média + EPM, %

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 51,25+239% 52,50 +4,79"* 52,50 £2,50™ 56,25 £2,39™ 50,00 +3,54™
A2 36,25+3,75" 37,50 £7,50** 35,00 +£5,00°" 32,50 £2,50%° 33,33 +3,33"°
A3 38,75 +5,15%" 43,33 46,67 38,75 +7,18** 38,33 £6,01"" 47,50 +4,79*
A4 42,50 +4,79%° 5125 46,57 52,50 4,79 52,50 +4,79* 48,75 +4,274

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

Avaliacio computadorizada da motilidade espermatica

Na Tab. 2 pode ser observada a motilidade total (MT) avaliada pelo CASA. A
analise estatistica demonstrou nao haver diferengas entre os tratamentos (P>0,05). Na
comparacao entre touros no CP e T100 os melhores resultados foram observados nos

Al e A4 em relacdao ao A2.

Tabela 2 - Motilidade total do sémen descongelado de diferentes touros avaliados pelo
sistema de analise computadorizada de s€men.
Média = EPM, pm/s

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 65,50 £4,50™ 67,75 £7,98** 66,25 £6,29"* 70,75 +1,25** 71,00 £8,07**
A2 4250 +4,19% 51,75 £11,43% 55,00 +7,51% 48,00 £1,41%° 51,00 +10,58"
A3 49,75 +5,89%% 59 67 £8.69"% 58,25 +£7,94% 56,00 £9,29%% 60,75 +7,44"
A4 57,00 £2,86%% 64,25 6,73 72,50 +4,66™* 67,25 +4,507 63,25 +6,424°

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).
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CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.
EPM = erro padrao da média.

A motilidade progressiva (MP) avaliada pelo CASA pode ser observada na Tab.
3. Nao foram observadas diferengas entre tratamentos. Na avaliacdo dos resultados dos
touros no mesmo tratamento foram detectados no CP os melhores resultados nos Al e
A4, sendo que o A4 nao diferiu do A3 e o A2 apresentou igualdade na comparagdo com
0 A3. No T100 o A1, A3 e A4 nao apresentaram diferencas entre si, sendo observada a

menor MP no A2 que nio diferiu do A3.

Tabela 3 - Motilidade progressiva do sémen descongelado de diferentes touros
avaliados pelo sistema de analise computadorizada de sémen.
Média + EPM, pm/s

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 5125+3,61%* 55,00+7,15" 49,50 +4,66™* 53,00 £1,08™* 54,00 £6,18"
A2 33,50 £3,12%¢ 42,75 £10,40%* 44,00 +£6,43™* 39,25 +0,85"" 42,33 £9,024°
A3 3925+4,61%% 48,67 £8,25% 46,75 +6,20™ 47,67 +8,37%% 50,50 £6,20"
A4 46,75 +3,12%% 54,00 £6,23% 61,00 £3,63™ 56,25 £2,95% 52,00 £5,734°

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

A andlise estatistica dos dados de velocidade média da trajetéria (VAP) (Tab. 4)
demonstrou nao haver diferengas tratamentos. Na comparacao entre touros no CN as
melhores velocidades foram observadas no Al e A4, sendo que o A2 apresentou valor
intermediario nao diferindo do A4 e do A3 que apresentou menor VAP; no CP a melhor
VAP foi observada no Al e A4, sendo que o A4 apresentou valores intermediarios; no
T50, o melhor resultado foi observado no Al e A4, sendo que o Al obteve resultado

intermediario; no T100 os Al, A3 e A4 ndo diferiram entre si e apresentaram melhores
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resultados; ja no T150 o A1, A2 e A4 tiveram melhores desempenhos, sendo que o0 A2 e

A4 apresentaram valores intermediarios.

Tabela 4 - Velocidade média da trajetéria do sémen descongelado de diferentes touros
avaliados pelo sistema de analise computadorizada de sémen.

Touros CP

Média + EPM, pm/s

CN T50

T100

T150

Al 102,30 £0,94%* 99,80 £2.42°* 93,33 £5.48"® 100,45 +2,99%* 108,08 £5,95™

A2 82,28 +6,14%° 8928 +4 574% 82 77 +2.48"% 7555 £3,14%° 91,50 +5,525%

A3 86,13 4,67 80,50 £0,50"° 80,23 +£1,09%¢ 89,03 +5,33"* 77,88 +8,10™°

A4 94,63 £523%% 9128 43,194 97,83 £4.10% 97,73 +4,70™* 91,43 +3,834%

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.
EPM = erro padrao da média.

Os dados de velocidade linear progressiva (VSL) (Tab. 5) ndo apresentaram

diferenca entre tratamentos. Foram observadas diferencas entre os touros nos

tratamentos CN onde o A1, A2 e A4 ndo diferiram e apresentaram melhores velocidades

em rela¢do ao A3, sendo que o A2 e A4 com valores intermediarios; o melhor resultado

no T50 foi observado no A4; no T100 os touros Al, A3 e A4 tiveram melhor VSL; ja

no T150 os Al, A3 e A4 nao diferiram, sendo que a velocidade foi intermedidria no A2

e A4.

Tabela 5 - Velocidade linear progressiva do sémen descongelado de diferentes touros
avaliados pelo sistema de analise computadorizada de sémen.

Touros CP

Média + EPM, um/s

CN T50

T100

T150

Al 79,45 +1,32"
A2 69,15 +4,50™
A3 71,13 +£3,39"
A4 79,80 £4,26™

78,05 +£2,49% 71,33 £3,74"°
73,40 £4,66* 67,47 £2,79*°
67,27 £0,30%° 66,58 1,37
77,58 £2,83 82,23 +3,354

76,95 +2,10™
64,85 +2,49°
74,90 +3,574
83,43 +£3,48"

82,43 +42170
74,73 +4,297%
67,03 +£6,244°
76,68 +3,05°
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Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

Na Tab. 6 pode ser observada a velocidade curvilinear (VCL) avaliada pelo
CASA. Nao houve diferenca entre os tratamentos. Na comparacao entre touros no CN e
T150 os melhores resultados sdo do Al; no CP a melhor velocidade foi do Al e A4,
sendo que o A4 apresentou valores intermediarios; no T50, o Al obteve o melhor
resultado, seguido do A4, que ndo diferiu do A2, sendo que o A2 apresentou valor
intermediario; ja no T100, a melhor VCL foi observada no Al e A4, sendo que o A4
nao diferiu do A3 e o valor intermediario foi registrado no A3, quando comparado com

0 A2.

Tabela 6 - Velocidade curvilinear do s€émen descongelado de diferentes touros avaliados
pelo sistema de analise computadorizada de sémen.
Média £ EPM, pm/s

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 182,30 +1,48% 179,48 +6,53"* 165,33 £10,06™* 178,90 £7,36™* 194,15 +£9,64"*
A2 134,90 £12,3° 151,10 £8,06™° 139,93 +4,554% 123,68 +6,63%° 156,07 £11,114°
A3 150,60 £10,67"° 138,63 +£1,96"° 138,00 £6,59*¢ 149,23 £7,314% 124,40 +16,42°

A4 160,03 9,624 150,28 +6,13%° 162,60 £7,30™° 161,25 £9,612® 151,90 +6,40"°

Letras maiusculas diferentes indicam diferencga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

A amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH) (Tab. 7) ndo apresentou
diferenga entre tratamentos. Na comparacdo entre touros no mesmo tratamento no CN e
T150 o melhor desempenho foi do Al; no CP o Al, A3 e A4 nao diferiram
apresentaram o maior ALH, sendo que o A3 ¢ A4 demonstraram valores intermediarios;
no T50 o Al e A4 ndo diferiram apresentaram valores superiores, sendo que o A4

demonstrou valor intermediario; e no T100 o melhor resultado foi observado no Al.
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Tabela 7 - Amplitude do deslocamento lateral de cabeca do s€émen descongelado de
diferentes touros avaliados pelo sistema de analise computadorizada de sémen.
Média £ EPM, pm/s

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 8,08+0,10" 7,85+0,39%" 7,50 +0,30"*  7,95+0,38"" 8,33 +0,27°
A2 5,88+0,53"" 6,40+027%°  6,20+0,26"" 5,38 +0,22" 6,70 +£0,50*"
A3 6,93+61%  6,13+0,12%° 6,18 £0,36"" 6,23 +0,03*™ 5,13 +0,76*"
A4 6,900,732 648 +0,29"  6,60+0,28"" 6,55+0,33%° 6,53 +£0,22"°

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

Na Tab. 8 sdo apresentadas as médias da frequéncia de batimento (BCF) sendo
que ndo ocorreram diferengas entre os tratamentos. Na comparagdo entre os touros no
mesmo tratamento foi observado que no TS50 o A2, A3 e A4 ndo diferiram e

apresentaram maior BCF, sendo que o A2 e A3 apresentaram valores intermediarios.

Tabela 8 - Frequéncia de batimento do sémen descongelado de diferentes touros
avaliados pelo sistema de analise computadorizada de sémen.
Média + EPM, Hz

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 26,88+0,56™ 27,10 1,37 25,13 +£0,86"" 27,03 +£0,89** 26,70 +1,34*
A2 29,45+238% 29,00+1,92" 27,83 +1,79%% 30,45 +0,79** 30,07 +2,05
A3 27,33+1,96™ 28,57 +1,01** 28,53 +0,61%% 26,30 +£5,56** 29,98 +3,29
A4 31,18 +1,55™ 30,90 1,81 30,83 £1,62** 32,78 £0,62** 29,83 +1,21*

Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); T50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.
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Na retilinearidade (STR) (Tab. 9) ndo houve diferencas entre tratamentos. A
comparag¢do entre touros no mesmo tratamento demonstrou que no CN o A4 apresentou
maior STR; no CP o melhor resultado foi do Al; e no T50, T100 ¢ T150 o melhor
desempenho foi dos A2, A3 e A4.

Tabela 9 - Retilinearidade (STR) do sémen descongelado de diferentes touros avaliados
pelo sistema de analise computadorizada de s€men.
Média + EPM, %

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 78,50+0,29" 79,25+2,02*° 77,75 +0,95"" 78,00 +0,71*° 77,00 +1,15""
A2 85,50 +1,32%" 83,50 £1,50%* 82,33 +1,04™ 86,25 +0,85** 83,00 £1,32**
A3 82,75+1,70"" 83,00 £0,00%* 83,50 +1,19** 84,33 +£1,04"* 86,75 £2,78*
A4 84,00 +1,47%° 84,75 +0,85™ 84,25 +1,31" 84,75 +1,25™ 83,75 +0,95™

Letras maiusculas diferentes indicam diferencga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

A avalia¢do da linearidade (LIN) (Tab. 10) demonstrou ndo haver diferencas
entre os tratamentos. Na comparacao entre animais no mesmo tratamento foi observada
que no CN os A2, A3 e A4 nao diferiram e apresentaram os maiores valores, sendo que
0 A2 e A3 apresentaram resultados intermediarios; no CP os Al, A2 e A4 tiveram
maior LIN e ndo evidenciaram diferenca, porém o Al e A4 demonstram resultados
intermediarios; no T50 e T100 os A2, A3 e A4 foram iguais estatisticamente; ja no

T150 o A2, A3 e A4 nao diferiram, sendo que A2 e A4 foram intermediarios na LIN.

Tabela 10 - Linearidade do sémen descongelado de diferentes touros avaliados pelo
sistema de analise computadorizada de s€men.
Me¢dia + EPM, %

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 4725+1,03%° 4725+2.17%° 46,50 £1,04° 47,00 £0,91*° 45,50 £1,04"°
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A2 56,50 £2,40% 51,75 +£1,75%% 51,67 £1,26™* 56,25 £1,49"% 51,67 +2,08%®
A3 50,50 £1,71%° 50,33 0,76 51,50 +£1,66™* 54,33 £0,58"% 57,00 4,02
A4 52,00 42,122 5375 £1,11% 52,75 +1,55%* 54,00 £1,08"* 52,50 +0,874%

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

Integridade das membranas plasmatica e acrossomal e fun¢io mitocondrial

As porcentagens de espermatozoides com membrana plasmatica intacta (MPI),
acrossomo intacto (Al) ¢ com fungdo mitocondrial (CFM) e contendo membrana
plasmatica intacta, acrossomo intacto e fun¢do mitocondrial (PIAIC) detectados pela

associacao de sondas fluorescentes sdao apresentadas nas Tab.s 11 a 14.

A avalia¢ao dos dados demonstrou nao haver diferenga entre os tratamentos nas

variaveis analisadas.

Na Tab. 11 podem ser observadas as porcentagens de MPI. A comparagao entre
touros no mesmo tratamento demonstrou que no CN o Al, A3 e A4 ndo diferiram,

porém o Al e A4 apresentaram valores intermediarios.

Tabela 11 - Espermatozoides com membrana plasmatica intacta (MPI) avaliada pela
associagdo de sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia em sémen
descongelado de diferentes touros.

Meédia + EPM, %
Touros CP CN T50 T100 T150

Al 62,75+2,02™ 66,00 £4,57°% 58,63 £2,48™ 69,63 £6,75"* 67,88 £4,94"
A2 54,63 +18,12% 4525 +15,48"" 63,17 +7,44%* 63,50 +4,25** 74,83 +3,02
A3 60,63 +4,90™ 80,50 £4,63"* 63,50 +£9,02** 72,67 +£9,36™* 62,88 +£14,57*
A4 T72.25+4.28™ 63,13 7,87 67,13 £10,02** 70,50 £9,54"* 54,00 +14,43

Letras maiusculas diferentes indicam diferencga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.
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EPM = erro padrao da média.

A porcentagem de espermatozoides com acrossomo intacto (AI) pode ser

visualizada na Tab. 12.

Nao foram observadas diferengas entre touros no mesmo tratamento. Na
avaliacdo dos touros no mesmo tratamento foi observado um melhor desempenho do
Al, A2 e A4, que nao diferiram no T100; ja no T150 os resultados indicam igualdade e
superioridade dos A1, A3 e A4 em relacdo ao A2.

Tabela 12 - Espermatozoides com acrossomo intacto (Al) avaliados pela associacdo de
sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia em sémen descongelado de
diferentes touros.

Meédia + EPM, %
Touros CP CN T50 T100 T150

Al 87,75 +£3,38%% 87,25 +£1,65°* 89,13 +2,90" 89,00 +1,57°* 90,13 +1,18"*
A2 82,88 +£5,074% 77,25 +4,534% 81,33 +2,90"* 83,88 +3,72"4 73,67 +2,524°
A3 81,75 £7,85%% 87,00 £5,25%% 85,13 +7,124% 73,17 £2,27° 86,38 +£4,24"*
A4 73,63 £4,47% 86,00 £7,24"% 77,75 £5,594% 90,63 +2,30°* 84,38 £3,63"°

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

A avaliacdo entre a porcentagem de espermatozoides com fun¢do mitocondrial
(CFM) demonstrou ndo haver diferenca entre touros no mesmo tratamento € podem ser

observadas na Tab. 13.

Tabela 13 - Espermatozoides com fun¢dao mitocondrial (CFM) avaliados pela associagdo
de sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescéncia em s€émen descongelado de
diferentes touros.

Média + EPM, %
Touros CP CN T50 T100 T150
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Al 18,75 +4,79" 15,75 +5,83" 32,50 49,01** 23,25+14,39"* 21,88 +6,85™
A2 30,75 5,29 26,75 +8,06™ 16,67 £6,04** 13,13 +3,27% 12,50 +1,15*
A3 21,63 6,96 3833 49,27 16,00 +52%* 9,17 +1,26"* 27,25 +11,69"*
A4 26,50 7,527 20,13 3,617 30,00 £7,81%* 30,13 +8,87"% 36,88 +7,45

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

A porcentagem de espermatozoides contendo membrana plasmatica intacta,
acrossomo intacto e fun¢do mitocondrial (PIAIC) sdo apresentadas na Tab. 14. A
comparacao dos touros no CN demonstrou que o A2, A3 e A4 nao diferiram, porém o

A2 e 0 A4 apresentaram valores intermediarios.

Tabela 14 - Espermatozoides contendo membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto
e funcao mitocondrial (PIAIC) avaliados pela associagdao de sondas fluorescentes em
microscopia de epifluorescéncia em sémen descongelado de diferentes touros.

Meédia £ EPM, %

Touros CP CN T50 T100 T150

Al 17,25+4,79™ 14,88 +5,61"" 31,88 +8,93* 22,50 +£13,91** 21,00 +7,14™
A2 27,63 £5,24" 20,38 £6,77°" 15,83 £5,84™ 12,75 43,17 12,17 +0,88"
A3 20,50 £7,32%% 37,33 +9,03% 14,38 +4.41™* 8,67 +1,66™* 27,13 +11,60™
A4 2538+7,07% 20,00 £3,52°% 29,38 +7,88** 29,63 +8,98** 30,38 +9,13

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica na linha (P<0,05).

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica na coluna (P<0,05).

CP = MB; CN = MB + 1% lauril sulfato de s6dio (MBL); TS50 = MBL+50uM CLA;
T100 = MBL+100uM CLA e T150 = MBL+150uM CLA.

EPM = erro padrao da média.

DISCUSSAO

Nas avaliacdes da MES, MT e MP nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos. No entanto, a comparacdo do desempenho dos touros nos tratamentos

demonstrou variagdo de resposta entre individuos. Kaeoket et al. (2010) adicionaram
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DHA ao meio de diluicdo de sémen suino e observaram maior motilidade nos
tratamentos que usaram o acido graxo, sendo também observadas diferentes respostas
entre os animais. Takahashi et al. (2012), apds incubarem espermatozoides de um touro
com baixa congelabilidade espermdtica com acido linoléico durante 30 horas e
submeterem ao congelamento/descongelamento, observaram alta motilidade
espermatica e descrevem que os efeitos benéficos do uso de acidos graxos nos meios de
diluicao de sémen devem-se a possibilidade da manutencao da fluidez da membrana e

sao atribuidos a incorporacao do acido linoléico a membrana.

Nas avaliagdes realizadas pelo CASA nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos, porém ao avaliar os touros dentro de cada tratamento foram constatadas
diferentes respostas entre os individuos nas varidveis analisadas e nas diferentes
concentragdes de CLA. Gillan et al. (2008) avaliaram sémen de touro poOs-
descongelagdo e determinaram valores de VSL = 100um/s, VCL = 155um/s, LIN =
65% e ALH = 5,5um, caracterizando o espermatozoide bovino como hiperativado. No
presente estudo, na VSL e na LIN todos os espermatozoides analisados nos respectivos
tratamentos e touros apresentaram valores inferiores ao estipulado, porém na VCL o A1l
(T50, T100 e T150), o A2 (T150) e o A4 (T50, T100) apresentaram valores acima dos
observados por Gillan et al. (2008). Na ALH todos os touros em todos os tratamentos
apresentaram valores maiores que os citados, com excecdo do A2 no T100 e do A3 no
T150, que tiveram valores inferiores.

A avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e acrossomal e a fungao
mitocondrial, por meio das sondas fluorescentes, demonstrou ndo haver diferengas entre
tratamentos. Apesar de ser detectada uma menor porcentagem de espermatozoides com
acrossomo intacto em apenas dois touros e em dois tratamentos, ndo podemos afirmar
que as diferentes concentracdes de CLA possam influenciar na fluidez da membrana
plasmatica. Kaeoket et al. (2010) relataram uma maior porcentagem de espermatozoides
suinos com acrossomo intacto apos o descongelamento quando adicionaram DHA ao

meio de diluicdo, havendo também observado diferencas nas respostas entre animais.

CONCLUSOES

As diferentes concentragdes dos isdmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do

acido linoleico conjugado (CLA), utilizadas no meio diluidor para congelamento de
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sémen de touro, ndo apresentaram efeito sobre a integridade de membranas e sobre a
funcionalidade dos espermatozoides de touros submetidos a criopreservacao, porém

houve diferencas entre individuos.
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5. CONCLUSOES FINAIS

A adigdo dos isdmeros cis-9,trans-11 ¢ trans-10,cis-12 do acido linoleico
conjugado (CLA), nas concentragdes utilizadas, ndo causou alteragdes sobre a
integridade e funcionalidade dos espermatozoides bovinos submetidos a

criopreservagao.

As diferentes concentracdes dos isémeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do
acido linoleico conjugado (CLA), utilizadas no meio diluidor para congelamento de
sémen de touro, ndo apresentaram efeito sobre a integridade de membranas e sobre a
funcionalidade dos espermatozoides de touros submetidos a criopreservacao, porém

houve diferencas entre individuos.
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7. ANEXOS

7.1 Meio Diluidores

Meio basico (MB)
DILUTRIS®-SEMENCOM, Brasil

Agua destilada

Gema de ovo

Meio com Lauril Sulfato de Sédio a 1%

Meio base (MB)

(MB + LSS)

Equex Paste®” (Minitube)

100 mL
300 mL
100 mL

396 mL
4 mL
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7.2 Preparacao dos tratamentos (CLA)

Tratamento Controle Positivo (CP)

MB 100 mL

Tratamento Controle Negativo (CN)

MB 100 mL

Tratamento 50 (T50)

Acido linoleico conjugado (CLA) 50 uM
MB + LSS (QSP) 100 mL

Tratamento 100 (T100)

Acido linoleico conjugado (CLA) 100 uM
MB + LSS (QSP) 100 mL

Tratamento 150 (T150)

Acido linoleico conjugado (CLA) 150 uM
MB + LSS (QSP) 100 mL




7.3 Soluc¢ao de sais do TALP (BAVISTER et al., 1983)

Preparacao de 500 mL

Componentes:
NaCl ............... 2,lg
KCl ..o 0,935 ¢g
-NaHCOs ....... 1,05¢g

- NaH,PO; ........ 0,025 g
- CaCl 2H,0 ..... 0,145 ¢
- MgCl 6H,0 .... 0,04 g

Preparo:

- Diluir CaCl 2H,0 e MgCl 6H,0 em 200 mL de 4dgua destilada
- Diluir os outros sais em 200 mL de agua destilada

- Combinar as duas solugdes e completar para 500 mL

- Filtrar

- Manter resfriado



7.4 Solucao dos metabolitos glicosados

A. SOLUCAO ESTOQUE (para preparar 50 mL)

Componentes:

“ GliCOSe oo, 25¢g

- Lactato de Sédio ................ 9.25 mL

- Piruvato de Sodio ............... 70 mg
“Pen-Strep ...l 125ML
Preparo:

- Dissolver todos os componentes
- Aliquotar (aliquotas de 5 mL)
- Manter em freezer (-20° C)

B. Soluc¢io Trabalho

- Colocar 45 mL da Solugdo de Sais do TALP

- Ajustar o pH para 7,4

- Colocar 5 mL da Solu¢ao Estoque dos Metabolitos Glicosados
- Aliquotar (aliquotas de 300 mL)

- Manter em freezer (-20° C)

PREPARO NO DIA

Componentes:

- 10 mL da Solucao de Sais do TALP

- 200 mL da Solucao (trabalho) de Metabolitos Glicosados
- 100 mg de soro albumina bovina (BSA)

Preparo:

- Dissolver o BSA em incubador a 37°C por 10 minutos

- Ajustar o pH para 7,4
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7.5 Diluicoes e preparo das sondas fluorescentes

IODETO DE PROPIDIO (Sigma-Aldrich, 28,707-5 - 25 mg)

SOLUCAO ESTOQUE
25 mg de PI+ 1 mL de DMSO (25 mg/mL)

SOLUCAO TRABALHO (0,5 mg/mL)
20 pL da solugdo estoque de PI (25 mg/mL) + 980 uL de DPBS

Obs: Aliquotar as solu¢des e manté-las congeladas e protegidas da luz.

FITC-PSA (FITC-PSA, Sigma, L-0770 — 2 mg)

SOLUCAO ESTOQUE (0,5mg/mL)
2 mg de FITC-PSA + 4 mL de DPBS

SOLUCAO TRABALHO (100 pg/mL)
2 mL solugao estoque + 8 mL de DPBS

Obs: Aliquotar as solu¢des e manté-las congeladas e protegidas da luz.

JC-1 (Molecular Probes, T-3168 — 5 mg)

SOLUCAO ESTOQUE (DMSO) - 1,53 mM

SOLUCAO TRABALHO (DMSO) - 153 uM

Obs: Aliquotar as solu¢des e manté-las congeladas e protegidas da luz.



HOECHST 33342 (Molecular Probes, H-1399 — 100 mg)

SOLUCAO ESTOQUE (DMSO)
100 mg H33342 + 2 mL de DMSO (50 mg/mL)

SOLUCAO TRABALHO (DPBS) (5 mg/mL)
50 puL da solugdo estoque (25 mg/mL) + 450 uL. de DPBS

Obs: Aliquotar as solu¢des e manté-las congeladas e protegidas da luz.
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