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Resumo

Avaliou-se a hipdtese de que a adigdo de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) ao sémen in
natura de touros da raca Nelore, previamente ao processo de criopreservacdo, melhora os parametros de
motilidade, morfologia e integridade de membrana no sémen congelado/descongelado. Foram obtidos por
eletroejaculagdo, cinco ejaculados de cada touro, e fracionados em: grupo controle ¢ adigdo de 2 mg e 3 mg de
CCC para cada 120 x 10° espermatozoides. Apds 15 minutos de incubagdo & temperatura ambiente, amostras
foram diluidas e submetidas a criopreservagdo por congelamento. Amostras congeladas/descongeladas foram
avaliadas quanto aos aspectos fisicos e morfologicos sob microscopia Optica e a cinética espermatica pelo
sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). A integridade de membrana foi avaliada pelo teste
hiposmotico e coloragdes supravital e de epifluorescéncia. Os resultados das analises de morfologia e testes de
integridade de membrana plasmatica, bem como os valores de motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP) e demais parametros avaliados pelo CASA, mostram que ndo houve diferenca (P > 0,05) entre os
tratamentos. Sendo assim, conclui-se que a adi¢do de CCC ao ejaculado in natura de touros da raca Nelore
previamente a criopreservagao, ndo melhora os parametros de morfologia, integridade de membrana e cinética
espermatica.
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Abstract

It was evaluated if the addition of cyclodextrin loaded with cholesterol (CCC) to in natura semen of
Nellore bulls prior to the cryopreservation process improves the parameters of membrane motility, morphology
and integrity in the frozen / thawed semen. Five ejaculates of each bull were obtained and fractionated in:
control group and addition of 2 mg or 3 mg of CCC for each 120 x 10° spermatozoa. After 15 minutes of
incubation at room temperature, samples were diluted and subjected to cryopreservation. Frozen/thawed
samples were evaluated for physical and morphological aspects under optical microscopy and for spermatic
kinetics by the CASA system. For the evaluation of the plasma membrane integrity of the frozen / thawed
spermatozoa, the hyposmotic test and the supravital and epifluorescent stains were used. The results of the
morphology and plasma membrane integrity tests, as well as the values of total motility (MT), progressive
motility (MP) and other parameters of sperm kinetics evaluated by CASA, show that there was no statistically
significant difference (P > 0.05) among the treatments performed. Therefore, it is concluded that the addition of
CCC to the in natura ejaculate of Nellore bulls prior to cryopreservation, does not improve parameters of
morphology, membrane integrity and sperm kinetics.

Keywords: bovine, CASA, cryopreservation, spermatic membrane, viability.
Introducao

A integridade da membrana plasmatica é fundamental para a sobrevivéncia e manutengéo da viabilidade

da célula espermatica no trato reprodutivo feminino, garantindo a homeostase celular e a capacidade fertilizante
(Graham e Mocé¢, 2005). Durante o processo de criopreservagdo, a célula espermatica é submetida a estresse
térmico, mecanico, quimico e osmotico, que induzem a ocorréncia de danos a membrana celular, decorrentes da
desestabilizagdo da bicamada lipidica que a constitui (Morris et al., 2012).
Esta desestabilizagdo ocorre a medida que a temperatura ¢ diminuida ¢ a membrana sofre uma transi¢do de fase,
a partir da fase fluida para a fase de gel (Purdy e Graham 2004a; Graham e Mocé¢, 2005). O grau de fluidez da
membrana depende da temperatura e da relacdo entre os niveis de acidos graxos saturados (colesterol) e
insaturados (fosfolipideos) (Lehninger et al., 2005).
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Perda de colesterol da membrana plasmatica de células criopreservadas tem sido relatada em suinos
(50%) e garanhdes (28%) (Moore et al., 2005), ¢ esta pode causar uma capacitagdo prematura, reduzindo a
viabilidade de espermatozoides criopreservados no trato reprodutivo feminino (Mocé et al., 2010a).

O colesterol pode ser facilmente incorporado ou extraido das membranas plasmaticas das células
usando ciclodextrinas (Moore et al., 2005). As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos compostos por seis
(a— ciclodextrina), sete (- ciclodextrina) ou oito (y- ciclodextrina) unidades de glicopiranose unidas por ligacdes
a- (1,4), cujas moléculas se caracterizam por ter uma superficie externa hidrofilica e uma cavidade interna
lipofilica (Banchero et al., 2013).

Aumento das taxas de sobrevivéncia a criopreservagdo foi encontrado em equinos (Spizziri et al., 2010),
bovinos (Purdy e Graham, 2004b), ovinos (Moc¢ et al., 2010b) caprinos (Farshad et al. 2011) e suinos (Tomas et
al. 2013) pela adi¢@o de diferentes concentragdes de colesterol durante o processo de criopreservagao.

O proposito deste estudo foi testar a hipotese de que a incubagdo do sémen in natura de touros da raga
Nelore com ciclodextrina carregada com colesterol (CCC), previamente ao processo de criopreservagdo, melhora
a viabilidade do sémen congelado/descongelado.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito dos tratamentos com CCC sobre a integridade de membrana e
pardmetros de motilidade espermatica.

Material e métodos

O experimento foi realizado durante os meses de setembro a novembro de 2014, no Laboratério de
Reproducdo Animal do Hospital Veterinario da Universidade Paranaense (UNIPAR), localizado no municipio de
Umuarama, Parana, Brasil, e na Fazenda Experimental desta mesma instituicdo, localizada na Latitude
23°42°57.15”S e Longitude 53°12°50.68”0O, no municipio de Maria Helena, Parana, Brasil. Todos os
procedimentos realizados durante o experimento foram aprovados pelo Comité de FEtica em Pesquisa
Envolvendo Experimenta¢do Animal da Universidade Paranaense, sob protocolo n® 24780/2013.

A preparagio da Metil-p-ciclodextrina (Sigma Aldrich® EUA) carregada com colesterol (Sigma
Aldrich®’ EUA) foi realizada de acordo com a metodologia de Purdy e Graham (2004a). Em um tubo de vidro
previamente esterilizado foram dissolvidos 200 mg de colesterol em 1 mL de cloroférmio e, em outro tubo, foi
dissolvido 1 g de metil-B-ciclodextrina em 2 mL de metanol. Em seguida, uma aliquota de 0,45 mL da solucao
de colesterol e cloroférmio foi adicionada a solucdo de ciclodextrina e homogeneizada até clarear a solugao.
Posteriormente, a solu¢do foi acondicionada em uma placa de petri de vidro previamente esterilizada e os
solventes removidos por evaporacdo usando placa aquecedora a temperatura de 40°C por um periodo de 30
horas, mantidos em capela de fluxo laminar horizontal. Os cristais resultantes da solu¢do foram removidos da
placa por raspagem com auxilio de uma lamina de bisturi servindo como espatula e estocados em um tubo de
vidro estéril a temperatura ambiente. A solugdo de trabalho de ciclodextrina carregada com colesterol (CCC) foi
preparada pela adi¢do de 50 mg de CCC em 1 mL de meio TRIS (3,78g TRIS-hidroxiaminometano, 2,11 acido
citrico, 1,22g frutose) a 37°C com posterior homogeneizagdo com auxilio de um agitador. Esta solugdo foi
acondicionada em tubos para microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf®) e mantida congelada a -80°C, sendo
reaquecida a 37°C em banho-Maria e homogeneizada antes de sua utilizagao.

Foram utilizados trés touros adultos da raga Nelore com idade média de trés anos criados em condigdes
extensivas na Fazenda Experimental da Unipar, em pastagem de Urochloa sp. com agua e suplementacio
mineral disponiveis & vontade. Os animais foram considerados aptos a reproducdo ao exame andrologico
realizado previamente ao experimento, conforme pardmetros preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Por meio de eletroejaculacdo, foram obtidos cinco ejaculados de cada um
dos trés touros, com intervalo de cinco dias entre cada coleta, totalizando quinze partidas de sémen
criopreservadas.

A avaliagdo das caracteristicas fisicas do ejaculado, conforme o CBRA (CBRA, 2013), consistiu na
analise dos seguintes pardmetros: volume, aspecto, coloragdo, turbilhonamento, motilidade espermatica
progressiva retilinea, vigor e concentragdo espermatica. Neste experimento, foram considerados aptos a
criopreservacdo somente os ejaculados que apresentassem aspecto leitoso, vigor minimo de trés ¢ motilidade
minima de 70%.

Em um tubo contendo 2 mL de solucdo formol-salina tamponada foi adicionada uma aliquota de 10 puL
do ejaculado, obtendo-se uma dilui¢do de 1:200, a qual foi utilizada para determinacdo da concentragdo
espermatica por meio do método hematocitométrico em camara de Neubauer (CBRA, 2013). Com base nos
valores da concentragdo (espermatozoides/mL), o ejaculado foi subdividido em trés tubos conicos,
correspondentes aos trés tratamentos realizados: controle sem adi¢ao de CCC e adi¢do de 2 mg ou 3 mg de CCC
para cada 120 x 10° espermatozoides, correspondendo respectivamente a 100 e 150 pl da solugdo de CCC. Apos
a adi¢do de CCC, foi feita homogeneizacdo manual e os tubos foram mantidos por um periodo de incubagdo de
15 minutos a temperatura ambiente, periodo necessario para que ocorresse a incorporagdo do colesterol a
membrana plasmatica do espermatozoide sem que ocorra interagdo com a gema de ovo contida no diluente
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comercial utilizado, conforme protocolo utilizado por Purdy e Graham (2004a). Neste experimento, optou-se
pela utilizagdio de um meio diluente comercial para sémen bovino (Botubov®, Botucatu, Brasil), visando
incorporar melhores resultados na congelagdo espermatica a praticidade da utilizagdo de um meio diluente
acessivel e previamente preparado.

Logo apds a adicdo do meio diluente, o sémen foi envasado em palhetas de polietileno de 0,25 mL
(IMV®, L’Aigle, Franca) com 30 milhdes de espermatozoides totais, que foram congeladas conforme protocolo
sugerido por Gongalves et al. (2008). Foram utilizadas quatro horas de periodo de equilibrio a temperatura de
5°C em caixa para transporte refrigerado de sémen (Botuflex®, Botucatu, Brasil) (Chacur et al., 2012) ¢ 15
minutos a -120°C (vapor de nitrogénio liquido) para posterior submersao em nitrogénio liquido (-196°C).

Apds o congelamento de cada partida, foram verificados os parametros espermaticos poOs-
descongelagdo, sendo incluidas no experimento somente aquelas que apresentaram apds o descongelamento no
minimo 30% de motilidade espermatica progressiva retilinea e trés de vigor espermatico, conforme padrdo
preconizado pelo CBRA (CBRA, 2013) para sémen congelado/descongelado avaliado em microscopia optica. A
motilidade do sémen in natura foi determinada pelo método subjetivo, enquanto que a motilidade das amostras
de sémen congelado/descongelado foram determinadas pelo método assistido por computador.

Amostras de cada partida foram descongeladas para realizacdo dos testes hiposmoético (Martins et al.
2011), coloragdes supravital (Kaka et al., 2014) e fluorescente (Harrison e Vickers, 1990), analise morfoldgica
do sémen (CBRA, 2013) e andlise espermatica assistida por computador com o software HTMA IVOS-12
(CASA, Hamilton Thorn Research IVOS-12, Beverly, USA).

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software SAEG, versao 9.1.(SAEG-UFV, 2007).
Andlises descritivas por meio das determinacdes das médias e desvios-padrdo foram feitas para todas as
caracteristicas estudadas. O teste de Lilliefors foi utilizado para verificacdo de normalidade das respostas das
varidveis estudadas, exceto para as variaveis ndo paramétricas (turbilhonamento, vigor e motilidade) avaliadas
em microscopia optica, onde foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (5%). A homogeneidade das variancias entre
grupos de tratamentos foi estudada utilizando-se o teste de Cochran-Bartlett. A analise de varidncia foi utilizada
para avaliar o efeito dos touros nos aspectos fisicos e morfoldgicos e testes complementares (Hiposmotico e
Supravital) do sémen in natura e o efeito da adicdo da ciclodextrina carregada com colesterol nos aspectos
fisicos e morfoldgicos e testes complementares (Hiposmotico, Supravital e Coloragdo de Epifluorescéncia) no
sémen congelado/descongelado. As variaveis da cinética espermatica mensuradas pelo CASA foram submetidas
a analise de variancia para se avaliar o efeito dos tratamentos. Quando detectado efeito pelo teste F, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (5%).

Boscarato et al. Efeito da adigdo de ciclodextrina carregada com colesterol sobre a qualidade do sémen
congelado/descongelado de touros adultos da raga Nelore.

Resultados e Discussao

Todos os ejaculados apresentaram parametros dentro da normalidade em relagdo aos aspectos fisicos e
morfoldgicos do sémen in natura, estando de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013) em relagao aos pré-
requisitos para o processo de criopreservagdo (Tab. 1). O percentual de defeitos espermaticos encontrados no
sémen in natura foi normal para touros adultos da raca Nelore (Freneau, 2011).

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo dos aspectos fisicos e morfologicos dos ejaculados in natura de
touros Nelore (n = 95).

Touro Mot Turb Vigor Conc Maiores Menores Totais

1 78+-83  2,2+-0,83 3 595 +-187,14 10,6 +-4,6 0,6+-0,89 11,2+-438
2 84 +-54 2,6+-0,54 3 998 +-239,23 17,2+-3,89 1,2+-0,83 18,4+ -4,66
3 86 +-547 3,2+-0,83 3 997 + -385,70 18,8+-2,58 28+-2,16 21,6+-1,81

Meédia geral 82,6 +-7,03 2,6+-0,81 3 863,33 +-327,7 15,53 +-5,09 1,53 +-1,64 17+-5,73

Nao houve diferenga entre os tratamentos controle, adi¢do de 2 mg ou 3 mg de CCC para cada 120 x
10° espermatozoides (P > 0,05), ao analisar os resultados das analises de morfologia e dos testes de integridade
de membrana plasmatica, bem como para os valores de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e
demais parametros de cinética espermatica avaliados pelo CASA (Tab. 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvios-padrido das variaveis estudadas no sémen congelado/descongelado de touros
Nelore, submetidos ao tratamento controle, adi¢do de 2mg ou 3mg de Ciclodextrina carregada com colesterol
para cada 120x10° espermatozoides

Concentragdo CCC (mg)

Caracteristicas Controle 5 3
Morfologia espermatica
DEFM 21,5+£9,9* 23,2+ 74% 22,2 + 8,81
DEFMEN 2,0+£2,6° 2,1+£2,0° 1,7+1,8°
DEFT 23,5+ 10,8" 253+ 74" 24,0 £ 9,6
Testes de integridade de membrana plasmatica
Supravital (%) 53,0+ 11,3% 54,8 +7,8° 55,1 +9,5°
Hiposmotico (%) 33,9+ 10,2* 30,6 +7,4° 30,9 + 8,0°
Fluorescéncia (%) 27,1+7,9% 282+57% 29,1 £6,5%
Cinética espermatica pelo sistema CASA

MT (%) 61,1+11,8" 64,2 +13,5" 63,7+ 11,6
MP (%) 458 +9,7° 48,8 +£10,2° 49,4 +8.4%
RAP (%) 56,0 +£12,3% 60,7 + 14,5% 60,2 +13,1*
VSL (um/s) 70,7 £ 4,9° 71,8 £2.9° 71,2 +3,8°
VCL (pm/s) 137,8 £13,9° 137,3 £10,2° 131,6 = 8,6"
VAP (um/s) 85,2+ 7,6 86,1 £5,2° 84,0 = 6,3°

Letras iguais na mesma linha indicam ndo haver diferenca estatistica (Anova - P > 0,05); Média + dp = Média e
desvio padrao; DEFM: % de defeitos maiores; DEFMEN: % de defeitos menores; DEFT: % de defeitos totais;
CASA: Computer-assisted Sperm Analysis; MT= Motilidade Total; MP= Motilidade progressiva; RAP=
Porcentagem de espermatozoides rapidos; VSL= velocidade linear progressiva, VCL= Velocidade curvilinear,
VAP= Velocidade média de trajeto.

A morfologia espermatica possui alta correlagdo com a fertilidade (Arruda et al. 2011), portanto deve
ser sempre considerada quando se propde novas técnicas que visem melhorar este aspecto. Estudos anteriores
em que foram adicionadas diferentes concentragdes de colesterol a membrana espermatica tanto em bovinos
(Purdy e Graham, 2004b; Mocé e Graham, 2006) como em outras espécies (Tomas et al. 2013; Mocé et al.
2010b; Spizziri et al., 2010), ndo trazem dados referentes a morfologia. Neste estudo, foi observado que a adigdo
de colesterol, independentemente da concentragdo, nao foi capaz de reduzir quantitativa ou qualitativamente os
defeitos nas células espermaticas submetidas ao processo de criopreservacdo. Isto se deve ao fato de que
provavelmente, maiores concentracdes de colesterol favoregam as espermatogdnias na fase inicial de
gametogénese, sendo necessaria durante a meiose e diferenciagdo dos espermatocitos (Schenk e Hoeger, 2010),
ndo havendo, portanto, efeito apds a espermiagdo. Porém, alguns defeitos sdo adquiridos durante o transito
epididimario ou ainda pela manipulagdo do sémen. Sendo assim, novas observagdes sdo necessarias para uma
melhor compreensdo desta hipotese.

Parametros de cinética espermatica como MT e MP possuem grande correlagdo com a fertilidade,
juntamente com a viabilidade avaliada por testes de integridade de membrana (Purdy e Graham, 2004a; Mocé e
Graham, 2006; Chacur et al., 2012; Kaka et al., 2014), que fornecem informagdes valiosas sobre a integridade
estrutural e atividade bioquimica da membrana, e possuem alta correlagdo com a viabilidade da célula
espermatica.

Como descrito anteriormente, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em relagdo aos
testes de integridade de membrana e analise de cinética espermatica quando se comparou os grupos tratados com
o grupo controle, diferentemente do encontrado por Mocé ¢ Graham (2006). Estes autores, utilizando touros da
raca Holandesa, ao analisar a viabilidade espermatica por citometria de fluxo, observaram melhora
estatisticamente significativa com a adigdo de 2 mg de CCC para cada 120 x 10° espermatozoides ao sémen
fresco ndo diluido previamente a criopreservagdo. Porém, ndo observaram interferéncia sobre a MT ¢ MP,
corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Purdy e Graham (2004b), utilizando também sémen de animais da raga Holandesa, obtiveram melhora
significativa nos parametros de motilidade e viabilidade espermatica, entretanto ndo observaram diferenga
significativa em testes de fertilidade in vitro e in vivo utilizando sémen acrescido de 1,5 mg de CCC para cada
120 x 10° espermatozoides.

Esta divergéncia de resultados sugere que a adi¢ao de colesterol nem sempre melhora os pardmetros em
questdo, e, mesmo quando isso ocorre, ndo implica em aumento de fertilidade da célula espermatica, apesar da
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viabilidade e cinética espermatica serem relevantes na determinagdo do potencial de fertilidade dos
espermatozoides (Verstegen et al., 2002; Aman e Waberski, 2014).

Como previamente estabelecido, a variagdo na composi¢do lipidica da membrana espermatica pode
gerar respostas divergentes frente a um mesmo tratamento com colesterol (Tomas et al., 2013). Portanto, a
resposta aos tratamentos com colesterol podera ser diferente entre espécies, racas e até mesmo individuos
(Mocé et al., 2010a).

Desta forma, novos estudos devem ser conduzidos para verificar-se a interacao entre o perfil lipidico de
espermatozoides de diferentes racas e/ou espécies com a resposta aos tratamentos com a adi¢do de colesterol a
membrana espermatica, uma vez que o presente estudo foi o Unico a utilizar animais zebuinos, e obter resultados
divergentes daqueles descritos na literatura, utilizando animais taurinos.

Conclusao

Conclui-se que a adi¢do de CCC ao ecjaculado in natura de touros da raga Nelore previamente a
criopreservacdo, nas concentragdes testadas, ndo melhorou os parametros de morfologia, integridade de
membrana e cinética espermatica.
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