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Resumo

Oito amostras de sémen de quatro carneiros da raca Santa Inés foram submetidas a
criopreservacao, com o0 objetivo de estudar o efeito da adicdo da trealose (100mOsmol)
(TRIS+TRE) a um diluidor a base de Tris-gema de ovo-glicerol (TRIS), associado ou ndo ao
EDTA (TRIStTER+EDTA), sobre a viabilidade espermatica pds-descongelacdo. Apds a
avaliacdo, as amostras de sémen diluidas foram submetidas ao resfriamento a 5°C e
congeladas em vapor de nitrogénio liquido. A descongelaco foi realizada em banho-meria a
37°C/50s e os parametros da cinética espermética avaliados pelo Hamilton Thorn Research. A
viabilidade espermética foi observada através da associacdo das sondas fluorescentes iodeto
de propridio (IMP-integridade de membrana plasmética), JC-1 (PMM-potencial da membrana
mitocondrial) e FITC-PSA (IAC-integridade acrossomal). Para a andise edtatistica foi
empregado o pacote estatistico SAS (com p<0,05). Os percentuais obtidos para motilidade
total e progressiva a descongelagdo foram, para o grupo TRIS: 73,8 e 52,6; TRIS+TRE: 52,6
e 15,1; TRIStTRE+EDTA: 49,7 e 18,3. Estes vaores foram significativamente superiores
para 0 grupo TRIS em relacdo aos grupos que continham a trealose, assim como verificado
com o0s parametros, velocidade progressiva, velocidade curvilinea, velocidade de trajeto,
deslocamento lateral de cabega, espermatozdides rapidos (%). Os indices IMP, PMM e IAC
foram, para o grupo TRIS: 41,1; 31,3 e 6948, TRIS+tTRE: 33,96; 24,32 e 75,28;
TRIS+TRE+EDTA: 28,25; 16,2 e 64,5. Estes valores ndo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos estudados. Pode-se concluir, que a adicdo da trealose ao meio TRIS, associada
ou nd ao EDTA, ndo promoveu melhorias nas taxas de viabilidade espermatica poés-
descongel acéo.
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Abstract
Eight semen samples of four rams of the Santa Inés breed were cryopreserved with the
objective of verifying the trehalose addition effect (100mOsmol) to a Tris-egg yolk- glycerol



extender (TRIS), associated or not to EDTA, on the post-thaw sperm viability. After
evauation, the diluted semen samples were cooled to 5°C and frozen in liquid nitrogen
vapour. The thawing was accomplished in water bath (37°C/50s) and the kinetic sperm
parameters analyzed by Hamilton Thorn Research. The sperm viability was observed by using
the multiple sperm parameter staining with propidium iodide (PMI, plasmatic membrane
integrity), JC-1 (MMP, mitochondrial membrane potential) and FITC-PSA (ACI, acrosomal
integrity). The statistical analyze was performed using the SAS software (with p<0.05). The
percentage of post-thaw total and progressive motility were for the TRIS: 73.8 and 52.6;
TRIS+TRE: 52.6 and 15.1; TRIStTRE+EDTA: 49.7 and 18.3. These values were greatest
(P<0.05) for the TRIS group in relation to trehalose ones, just as observed with the kinetic
sperm parameters progressive velocity, track speed, average path velocity, lateral amplitude
of head and rapid spermatozoa percentage. The PMI, MMP and ACI rates (%) were for the
TRIS group: 41.1; 31.3 and 69.48; TRIS+TRE: 33.96; 24.32 and 75.28; TRIS+TRE+EDTA:
28.25; 16.2 and 64.5. These values did not present difference (P>0.05) among the groups. It
can be concluded that the trehalose addition to the TRIS extender, associated or not to EDTA,
did not promote the increase of the post-thaw sperm viability rates.
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1. Introducéo

A trealose é um dissacarideo, com atividade crioprotetora devido sua atividade desidratante e
interacdo com as membranas celulares, além de exercer efeito antioxidante, minimizando as
lesBes espermaéticas geradas pelo processo de criopreservacdo espermatica (AISEN et al,
2005). A concentracdo de trealose no diluidor com melhores indices de viabilidade in vitro e
fertilidade in vivo observados por Aisen et a. (2002) foi de 100mOsmol/L.

Trabalhos tém mostrado atividade sinérgica importante entre o EDTA e a trealose, com
efeitos beneficos observados nas taxas de motilidade e preservagéo da morfologia espermatica
pos-descongelacdo (AISEN et a., 2000; BAKAS e DISALVO, 1991).

A criopreservacdo do sémen promove a elevacdo dos niveis de cécio intracelular, o que
resulta em disfuncéo e morte celular (AMANN e PICKETT, 1987). Assim, visando minimizar
o efeito deletério do calcio durante o processo de congelacdo, a partir da década de 1970
alguns pesguisadores passaram a empregar o etileno-diamino-tetra-acetato-dissddico (EDTA)
em meios diluidores para a @mngelacdo de sémen de diferentes espécies (MARTIN et al.,
1979; BITTENCOURT et a., 2004; AISEN et al., 2005). Sua principal funcdo seria quelar o
calcio no meio extracelular, diminuindo seu influxo para o meio intracelular, o que minimiza,
o efeito deletério do célcio sobre os espermatozoides (AMANN e PICKETT, 1987).

Em estudo com bovinos e bubalinos observouse uma superioridade de 10-12% na taxa de
motilidade espermética pos-descongelagdo com o diluidor que continha 0,1% de EDTA em
sua composicao, em relagdo ao diluidor que ndo o continha (DHAMI & SAHNI, 1993).
Resultados semelhantes foram verificados na espécie caprina, cuja motilidade espermética na
descongelacéo foi 10% superior no diluidor com o EDTA (0,1%) em sua composi¢ao
(BITTENCOURT et a., 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar aadicdo da trealose (100mOsmol) a um diluidor a base de
Trissgema de ovo-glicerol (TRIS), associado ou ndo a0 quelante de célcio EDTA, sobre
viabilidade do espermatozdide ovino pés-descongel acéo.



2. Materiaise M étodos

A solucéo de Tris-gemade ovo-glicerol foi o diluidor utilizado como base para os trés grupos
experimentais. Grupo 1. TRIS; Grupo 2: TRIS+TRE; Grupo 3. TRISt TRE+EDTA. Aos
diluidores TRIS+TRE foi adicionado 0,1% de EDTA e ao grupo TRIS+TRE+EDTA, além do
EDTA, foi acrescentado 100Mosmol/L de treal ose.

Oito amostras de sémen de dois ovinos adultos, da raca Santa Inés, selecionados apds a
avaliacdo clinica e exame androlégico, foram utilizadas nesse experimento. Logo apés as
colheitas por vagina artificial, realizadas em dias alternados, o sémen de cada reprodutor era
encaminhado ao laboratério de processamento, mantido em banho-maria a temperatura de
35°C e avaliado quanto ao volume, cor, aspecto, motilidade tota e progressiva, vigor,
turbilhonamento e concentracdo. Também foram retiradas aliquotas do sémen para avaliacéo
dos defeitos esperméticos através de microscopia de contraste de fase com aumento de 1000x.

Apbs as avaliagbes iniciais e calculo da concentracso espermética, um total de 320 x 10° de
espermatozéides com motilidade progressiva eram adicionados a tubos pré-aquecidos
contendo 1mL de cada um dos trés diluidores, compondo quatro doses inseminantes de 80 x
10° de espermatozédides com motilidade progressiva/0,25mL, para cada grupo experimental.

O sémen foi colhido através de vagina artificial e levado posteriormente para o laboratério de
processamento. ApOs a realizacdo da avaliacdo subjetiva (motilidade total, motilidade
progressiva e vigor) e caculo da concentracéo espermética, o sémen foi diluido nos diferentes
diluidores e envasado em palhetas de 0,25mL, com dose inseminante de 80 x 10°
espermatozoides. Posteriormente, as amostras foram submetidas ao resfriamento a 5C e,
posteriormente, congeladas em vapor de nitrogénio liquido.

Apbs a descongelagdo, realizada em banho-maria a 37°C por 50 segundos, 90 dias depois da
congelacdo, o sémen foi diluido (1/20) em meio X-CELL (IMV, L'Aigle, Franca) e os
parémetros espermaticos analisados através do HAMILTON THORN RESEARCH (CASA),
com a contagem minima de quatro campos diferentes e minimo de 300 céulas. As
caracteristicas avaliadas foram: as percentagens de espermatozoides com motilidade total
(MT), motilidade progressiva (MP) e de espermatozdides rapidos (RAP), velocidade
progressiva (VSL, um/s), velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade de trajeto (VAP,
um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), freqiéncia de batimento flagelar (BCF,
Hz), linearidade (%) e retilinearidade (%0).

A andlise da viabilidade espermética foi realizada através da coloragdo supra-vital (corante
eosina) e pela microscopia com iluminagdo de epifluorescéncia, através da associacdo das
sondas fluorescentes iodeto de propridio (2ul) (IMP, integridade de membrana plasmética),
iodeto de 5,5,6,6'tetracloro-1,1,3,3 - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina - JC-1 (2ul) (PMM,
potencial de membrana mitocondrial) e aglutinina de Pisum sativum conjugada a fluoresceina
de isotiocianato - FITC-PSA (25ul) (IAC, integridade acrossomal). Para a andlise estatistica
das caracteristicas avaliadas, foi empregado o pacote estatistico Statistical Analysis System
(SAS), versdo 5.0 (1996), utilizando-se para andlise descritiva o Procedimento MEANS e o
Procedimento GLM, com o teste de Student Newman Keuls (SNK), para a comparacéo dos
parédmetros espermédticos entre os diferentes grupos experimentais. O nivel de significancia
empregado nas avaiacdes foi 0 de 5%.



3. Resultados

Através dos resultados obtidos pela andlise computadorizada da cinética espermética (Tab.1),
pode-se observar que a adicéo da trealose a0 meio de congelacdo, influenciou negativamente
(P<0,05) a maioria dos parametros estudados, exceto BCF, STR e LIN.

Tabela 1. Médias e desvios-padr&o dos par ametros da cinética espermatica pés-descongelacao,
obtidos através da andlise computadorizada, nos diferentes diluidores estudados (TRIS,
TRIS+tTRE eTRIStTRE+EDTA).

PARAMETROS TRATAMENTOS

(Média+ S) TRIS TRIS+TRE TRIS+TRE+EDTA
MT (%) 73,87 +1350° 52,62 + 10,04 " 49,75 + 12,70°
MP (%) 50,12 + 11,86° 15,12 + 05,05° 18,37 +07,32°
VAP (umis) 146,76 + 15,84 67,01+ 07,59" 80,97 + 17,84°
VSL (umvs) 126,36 + 15,31° 58,42 + 08,62 " 70,85+ 16,45°
VCL (ums) 234,05+ 19,98 116,35 + 07,81° 134,87 + 19,70°
ALH (um) 07,27 + 00,61 ° 04,90 + 00,67 ° 05,23+ 00,41°
BCF (H2) 44,05+ 01,71° 42,51 + 03,37 42,61 + 02,54
STR (%) 8337+0333° 83,37+ 02,66 ° 83,62+ 02,50 °
LIN (%) 54,37 £ 0542° 50,37 + 03,92 ° 52,12 + 04,35°
RAP (%) 63,50 + 14,00° 17,25+ 04,65 " 21,75+ 09,11°

?Moatilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade progressiva (VSL), velocidade
curvilinea (VCL), velocidade de trajeto (VAP), dedocamento lateral de cabeca (ALH),
freqguéncia de batimento flagedar (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e
esper matozoides rapidos (RAP).

Valores seguidos de letras minUsculas distintas na mesma linha diferem entre s (P<0,05).

Esses resultados vao de acordo com resultado anterior observado por esta equipe
(BITTENCOURT et a., 2007), cujos valores da MT, VCL e ALH foram inferiores (P<0,05)
para 0 sémen congelado em meio hiperosmoético a base de trealose, em relagdo a0 meio
isotdnico (similar sem trealose). Este fato pode estar relaciorado ao peso do meio diluidor
hipertdnico, que pode influenciar o deslocamento espermatico, reduzindo os movimentos
(ALH) e as velocidades dos movimentos (VAP, VSL, VCL). Dessa forma, os resultados das
avaliagdes da cinética espermética ficam comprometidos no meio hiperténico, em relacéo aos
meios isotonicos, usados mais comumente. Assim, essas diferencas podem néo representar
ateracOes espermaticas importantes, como as relacionadas a membrana plasmética ou as
organelas, especiamente as mitocondrias, responsaveis pelo metabolismo energético e que €
uma das causas da reducéo verificada nos parametros da cinética espermatica. Para tanto, é
necessaria a utilizagdo de técnicas complementares que podem contribuir para esta concluséo,
como a avaliagdo da integridade da membrana plasmética e do potencia mitocondridl,
técnicas estas utilizadas no presente trabal ho.



Também ficou evidenciado que a adicéo do quelante de calcio EDTA ao meio com trealose
(TRIStTRE+EDTA) ndo promoveu melhorias nas taxas de cinética espermatica pés-
descongelagdo, cujos resultados embora numericamente superiores (exceto para MT) aos
obtidos com a trealose sozinha (TRIS+TRE), ndo representaram diferenca significativa. E
novamente, assim como observado com 0 meio TRIS+TRE, as médias dos parametros MT,
MP, VAP, VSL, VCL, ALH e RAP foram inferiores as verificadas com o meio isotbnico
(TRIS).

Na Tab. 2 encontramse os resultados encontradas para os parametros de viabilidade
espermatica, avaliadas através da coloracdo supra-vital e microscopia de fluorescéncia

Tabela 2. Médias e desvios-padréo dos paréametros de viabilidade espermatica pos-
descongelacéo, obtidos através da microscopia de epifluorescéncia (IMP, IAC e PMM) ou
coloracdo supra-vital (EOS), nos diferentes diluidores estudados (TRIS, TRIS+TRE e
TRIStTRE+EDTA).

PARAMETROS TRATAMENTOS

(Média+ ) TRIS TRIS+TRE TRIS+TRE+EDTA
IMP 41,15+ 1532° 339+ 13,00° 2825+ 11,96°

IAC 69,48+ 18,40° 7528+ 11,02° 64,5+ 09,63°

PMM 31,30+ 28,84° 24,32 + 22,92° 16,62 £ 20,02°

EOS 57,08 +16,28" 58,75 + 10,37 54,87 + 10,77

?Integridade de membrana plasmatica (IMP) avaliada através da sonda fluor escente iodeto de
propridio, integridade acrossomal (IAC) verificada através glutinina de Pisum sativum

conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-PSA, potencial da membrana mitocondrial
avaliada através da sonda fluorescente iodeto de 5,5 ,6,6'tetracloro-1,1,3,3'-
tetr aetilbenzimidazolilcar bocianina - JC-1.

Valores seguidos de letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

A partir dos resultados da Tab. 2 pode-se verificar a similaridade (P>0,05) das taxas de
viabilidade espermética, entre os diluidores empregados, 0 que nos leva a concluir que os
indices inferiores dos parametros da cinética dos espermatozoides ovinos, observados com 0s
meios hiperosméticos de trealose, ndo estdo relacionados a ateracbes na membrana
plasmética ou as mitocondrias, 0 que comprometeria oS mecanismos fisiologicos e
metabolismo energético dos espermatozdides. Este fato reforca a justificativa do meio
diluidor hiperténico exercer maior resisténcia aos espermatozdides e isto estaria representado
pelas taxas inferiores das caracteristicas relacionadas a cinética espermatica.

Assim, os resultados obtidos neste estudo contradizem diversos relatos existentes na literatura
cientifica que citam que a adicdo da trealose aos meios isotbnicos a base de gema de ovo-
glicerol, melhorou os indices de viabilidade espermatica pos-descongelacéo (AISEN & al.,
2005; ABGOALA e TERADA, 2003; AISEN et d., 2000), fato este ndo observado neste
estudo e em trabalho anterior da nossa equipe (BITTENCOURT et a., 2007). Provavel mente,
variagbes nos protocolos de diluicdo, descongelacdo e rediluicdo, composicdo do meio
diluidor e concentragdo da trealose utilizada podem ser responsaveis pelas diferencas
observadas entre este trabalho e os demais.



4. Conclusdes

A adicdo da trealose ao meio tris-gema de ovo, sozinha ou associada ao quelante de célcio
EDTA, ndo melhorou os indices de viabilidade do espermatozdide ovino e ainda interferiu
negativamente sobre 0s parametros da cinética espermatica.

Novos estudos com a utilizagdo da trealose sd0 necessarios, empregando metodologias
aternativas para observacao do seu efeito, sob condicdes diferentes.
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