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O trabalho objetivou avaliar os efeitos dos dissa-
carideos sacarose, trealose e lactose, como crioprotetores
impermeaveis a membrana plasmatica em diluentes para
criopreservacao de s€émen de camundongos. Para avaliagdo
do sémen utilizaram-se os seguintes pardmetros: motilidade
progressiva (MOT) das células espermaticas, e a taxa de
clivagem embrionaria (TXCL) obtida por meio de fertili-
zagao in vitro, nas linhagens SWISS-ALBINA ¢ BALB/c.
Os tratamentos avaliados foram: S1=sacarose; S2=trealose;
S3=lactose, para SWISS-ALBINA e B1=lactose; B2=trealose
para BALB/c. Avaliou-se a MOT durante as seguintes etapas:

RESUMO

descongelagdo (DES), centrifugagdo e ressuspensdo no meio
P-1 (CEN) e ap6s dez minutos de incubagdo (10M). AMOT
no S2 para a linhagem SWISS-ALBINA nas trés etapas
(47% no DES; 66,5% na CEN e 67,2% no 10M) foi superior
(P<0,001) a S1(32,5% no DES; 51,5% no CEN ¢ 47,7% na
10M) e S3 (30% no DES, 46,5% na CEN e 32,7% no 10M).
Na linhagem BALB/c, a MOT no B2 foi superior ao Bl
(P<0,001). Em concluséo, pode-se recomendar a utilizagao
dos dissacarideos testados, com destaque para a trealose, na
congelacdo rapida de sémen de camundongos.

PALAVRAS-CHAVES: Camundongo, criopreservagao, dissacarideos, sémen.

ABSTRACT

EFFECT OF IMPERMEANT CRYOPROTECTANTS ON THE /N VITRO VIABILITY OF FROZEN
SPERMATOZOA OF SWISS-ALBINA AND BALB/C MICE (Mus musculus)

The objective of this study was to evaluate the effect
of three disaccharides (sucrose, threalose and lactose) used
as nonpenetrating cryoprotectants in extender for mice
semen. The parameters evaluated were sperm motility
(MOT) and cleavage rate (CLV) after in vitro fertilization
in the SWISS-ALBINA and BALB/c lines. The treatments
were Sl=sucrose; S2=threalose; S3=lactose, for SWISS-
ALBINA; and B1=lactose; B2=threalose for BALB/c. MOT
was evaluated after: thawing (THA), centrifugation and re-

suspension in P-1 medium (CEN) and after 10 minutes of
incubation (10M). The MOT for the SWISS-ALBINA line
was higher for S2 (P<0.001) in the 3 evaluated steps (47% at
DES; 66.5% at CEN and 67.2% at 10M) than for S1 (32.5%
at DES; 51.5% at CEN and 47.7% at 10M) and S3 (30% at
DES, 46.5% at CEN and 32.7% at 10M). For the BALB/c
line, MOT was superior for B2 than for B1 (P<0.001).
Thus, the tested disaccharides, especially threalose, can be
recommended for freezing of mice sperm.

KEY WORDS: Cryopreservation, disaccharides, mice, semen.
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INTRODUCAO

A criopreservacao de sémen ¢ uma biotéc-
nica estabelecida e difundida em todo o mundo,
em diferentes espécies de mamiferos. Esse fato
deve-se em grande parte a descoberta, por POLGE
et al. (1949), da func¢ao crioprotetora do glicerol.
Porém, a técnica s6 foi empregada com sucesso
em camundongos recentemente.

Inumeros trabalhos foram apresentados na
década de 1990, inicialmente utilizando 10% de
rafinose e 5% de glicerol como agentes criopro-
tetores da célula espermatica de camundongos
(YOKOYAMA et al., 1990). Depois estabeleceu-
se a técnica descrita como método NAKAGATA
(1995), o qual utiliza 18% de rafinose e 3% de
leite em p6 desnatado como crioprotetores para a
congelagdo de sémen nessa espécie (OKUYAMA
etal., 1990; TADA et al., 1990).

O sucesso desse método se deu pela facili-
dade de execucao da técnica de congelagao, assim
como pelo fato de ndo necessitar de aparelhagem
especifica para a técnica, o que diminuiu o custo
do processo (NAKAGATA, 1995; GLENISTER
& THORNTON, 2000).

O protocolo Nakagata de congelagdo de
sémen, utilizado no mundo inteiro, inclusive
para linhagens transgénicas, apresenta muita
variacao nos resultados das taxas de congelagao
e descongelacdo, em virtude de aspectos ainda
pouco explorados do protocolo, relacionados a
viabilidade da cé€lula pds-descongelacao (ARAV
etal., 2002; STACY etal., 2005). Por isso, outros
métodos de congelacdo rapida foram estudados,
baseados em modificagdes no protocolo Nakagata,
0s quais também apresentaram resultados bem
variaveis na técnica de criopreservagao de s€émen
(SZTEIN et al., 1997; AN et al., 2000; WARD et
al., 2003). Possivelmente, essas variagdes sejam
decorrentes da alta sensibilidade atribuida aos
espermatozoides de camundongo a diferentes
mecanismos de estresse, como as mudangas 0s-
moéticas, pH e variagdes nas taxas de congelagdo
(WARD et al., 2003).

Segundo KUSAKABE et al. (2001), ficou
evidenciado que a célula espermatica do camun-
dongo ndo necessita de crioprotetores permeaveis

a membrana plasmatica como o glicerol, para
a congelacdo, mantendo sua viabilidade pos-
descongelagdo apenas com o uso de crioprotetores
impermeaveis. SZTEIN et al. (2000) constataram
ainda que os agentes crioprotetores impermeaveis
(trealose, rafinose e sacarose) sdao superiores em
relacdo aos agentes crioprotetores permeaveis
(DMSO, propanediol, formamida e glicerol), nos
parametros de motilidade, viabilidade e fertilidade
po6s-descongelacdo. O mecanismo de a¢do dos
agucares na prote¢ao do espermatozoide durante a
congelacdo ainda ndo esta totalmente esclarecido.
Especula-se que dissacarideos como a trealose e a
sacarose interagem com os grupos polares da mem-
brana, promovendo a estabilizagdo da membrana
espermatica (DALIMATA & GRAHAM, 1997).

Atualmente, modelos transgénicos de ca-
mundongo vém sendo desenvolvidos e comercia-
lizados, o que justifica 0 aumento de interesse pela
preservacao de material genético (SONGSASEN
& LEIBO, 1997b; AN et al., 2000). As numerosas
linhagens mutantes, para serem mantidas como
exemplares vivos nos biotérios, necessitam de
maiores recursos financeiros e espago fisico para
manuten¢do (WARD et al., 2003).

Com a formagao dos bancos de germoplas-
ma, ¢ possivel armazenar diversos genomas na
forma haploide e, posteriormente, difundi-lo a
partir da técnica de fertilizag¢do in vitro, por um
custo bem inferior (AN et al., 2000).

Trabalhos visando avaliar a viabilidade da
congelagdo de s€émen em linhagens isogenéticas,
heterogenéticas e transgénicas tém demonstrado
que cada linhagem responde diferentemente ao
processo de congelacdo e descongelagdo, com
resultados bastante variados, em relacao a moti-
lidade espermatica e fertilidade (NAKAGATA,
1996; SONGSASEN & LEIBO, 1997b; NAKA-
GATA, 2000; SZTEIN et al., 2000; NISHIZONO
et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi testar o efeito
crioprotetor dos dissacaridios trealose, lactose e
sacarose na congelacdo rapida de sémen de ca-
mundongos SWISS-ALBINA (heterogenética) e
BALB/c (isogenética), utilizando como variaveis
para essa avaliacdo a motilidade progressiva e a
capacidade fecundante in vitro do s€men.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Nos quatro experimentos realizados, fo-
ram utilizadas duas linhagens de camundongos,
SWISS-ALBINA/UFPel e BALB/c-UNICAMP,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas. Os machos apresentavam idade
entre oito e vinte semanas e as fémeas, entre cinco
a sete semanas. Os animais foram mantidos no bio-
tério em condi¢des controladas, com temperatura
aproximada de 20°C, com fotoperiodo de 14 h luz/
dia e administracdo de racdo balanceada e agua
ad libitum. As fémeas eram mantidas em gaiolas
coletivas, numa concentragao de vinte animais por
gaiola e os machos, em gaiolas individuais.

Meios de cultivo

Para os procedimentos de recuperacdo dos
oocitos, foi utilizado o fluido tubarico humano
modificado (m-HTF, Irvine Scientific-®), e para
a fertilizagdo in vitro (FIV) e o cultivo in vitro
(CIV) dos zigotos, o meio preimplantation stage
one (P-1%, Irvine Scientific).

Ambos foram suplementados com albumina
sérica bovina (BSA® —Fracdo V, Sigma-Aldrich),
nas concentragdes de 5 mg/ml para as coletas e 10
mg/ml para a FIV e CIV.

Preparacgdo das solugdes de congelacao

Foram avaliados trés dissacarideos como
crioprotetores impermeaveis & membrana: treal-
ose, lactose e sacarose (Sigma-Aldrich®), tendo
como base uma solugdo-tampao de 3% de leite em
p6 desnatado em agua ultrapura (SZTEIN et al.,
2000; SZTEIN et al., 2001).

Centrifugou-se a solucdao tampao a 16.000
g por trinta minutos e, posteriormente, filtrou-se o
sobrenadante obtido em membrana com 0,22 pm
de poro (Millipore®).

Os agucares foram acrescentados separa-
damente a solucao filtrada, numa concentracao
final de 0,3M cada. Para a dissolu¢ao completa
dos solutos, agitaram-se as trés solugdes de leite

e agucar a 60°C, em agitador eletromagnético
aquecido.

Apos a adicao dos agucares, as solucoes
foram centrifugadas a 10.000 g por dez minutos e
filtradas em filtros com 0,22 um de poro. Avaliaram-
se todas as solugdes crioprotetoras quanto a osmola-
ridade, devendo estar entre 380 € 450 mOsm. Ap0s,
foram aliquotadas e armazenadas em freezer, até
serem utilizadas. Esse armazenamento ndo poderia
ser maior que trinta dias sem alterar os resultados
(SZTEIN et al., 2000; SZTEIN et al., 2001).

Congelacdo e armazenamento do sémen

Sacrificaram-se os machos doadores por
deslocamento cervical (HOGAN et al., 1986). A
abordagem dos testiculos foi feita por laparotomia,
sendo removidas a cauda do epididimo e parte do
ducto deferente, para uma placa de petri de 35
mm de didmetro (Corning®), contendo 500 pl de
solucdo de congelacdo a ser testada. Para a coleta
do sémen, realizou-se o rompimento das estruturas
anatomicas, com auxilio de agulhas hipodérmicas
(30 G), para obtencdo da suspensdo de esperma-
tozoides (SZTEIN et al., 1997; SZTEIN et al.,
2000; REVEL et al., 2004). As placas, contendo a
solucdo de congelacao e os espermatozoides, foram
mantidas por dez mininutos em estufa de CO2
(37°C, 5% de CO2), com intuito de possibilitar
a saida dos espermatozoides de dentro das estru-
turas anatomicas. Apds esse periodo avaliou-se,
qualitativamente, a suspensao de sémen a partir dos
parametros motilidade progressiva (MOT). Estando
o sémen viavel, com motilidade superior a 80 % e
vigor 4, efetuou-se o preenchimento das palhetas de
congelamento de 0,25 ml (IMV®), com 100 pl de
sémen cada. Estas foram mantidas por dez minutos
em vapor de N2, a uma altura de 5 cm, e depois
foram mergulhadas no N2L e transferidas para os
botijoes de armazenamento, onde permaneceram
até serem utilizadas, num periodo entre trés a sete
dias (SZTEIN et al., 1997; SZTEIN et al., 2000).

Descongelacao e capacitagao

Para a descongelac¢do, as palhetas, apos se-
rem retiradas do N_L, foram mantidas por cinco
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segundos em temperatura ambiente de 20 °C e,
depois, mergulhadas em banho-maria a 37 °C, por
dois minutos. Transferiram-se as doses de sémen
de cada palheta, individualmente, para tubos coni-
cos de 1,5 ml (Eppendorft®), sendo avaliadas nesse
momento quanto a motilidade espermatica. Logo
em seguida, centrifugaram-se os tubos contendo
as doses de s€émen por quatro minutosa 735 g . O
sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido
em 50 pl de meio P-1, suplementado coma BSAe
anteriormente equilibrado. Apos outra avaliagao,
transferiram-se as doses para a estufa de CO,,
onde permaneceram por dez minutos, a fim de
serem novamente avaliadas quanto a motilidade e
o vigor espermaticos (SZTEIN et al., 1997). Para
o calculo da dose inseminante, houve a dilui¢ao
de 1:100 de uma aliquota de 2 pl de cada amostra,
objetivando-se realizar a contagem de células na
Camara de Neubauer.

Utilizaram-se doses inseminantes que re-
sultassem em uma concentragao de 2 x 10° esper-
matozoides/ml no meio de fecundacdo, ajustada
a partir do valor da MOT. Os espermatozoides
foram transferidos para gotas de 200 pl do mesmo
meio, recobertas com 6leo mineral, permanecendo
em estufa por uma hora e trinta minutos para a
capacitagdo do s€men.

Recuperacao e avaliagdo dos oocitos

As fémeas doadoras foram submetidas a
superovulagdao, com aplicacao intraperitonial
(i.p.) de 10 UI de gonadotrofina corionica equina
(eCG) (Novormon®; Sintex S.A.; Argentina).
ApOs 48 a 52 horas, recebiam aplicagdo i.p. de
10 UI de gonadotrofina coriénica humana (hCG)
(Choriomon®; Meizler; Suiga). Sacrificaram-se as
fémeas por deslocamento cervical, de quatorze a
quinze horas apds a aplicagao do hCG. Os ovidutos
foram retirados e mantidos em gotas de 500ul de
m-HTF em placa de petri de 35mm de diametro
(Corning®). Posteriormente, realizou-se a ruptura
da ampola do oviduto, com agulha hipodérmica 30
G e pinga, sob lupa estereomicroscopica. Logo a
seguir, os oocitos foram recuperados e separados
em outra placa com 0 mesmo meio para serem
avaliados quanto a sua integridade morfologica,

como o preconizado pela Sociedade Internacional
de Transferéncia de Embrides (IETS).

Fertilizagdo in vitro

Apos o periodo de capacitacao dos esper-
matozoides, os odcitos foram transferidos para as
placas de fecundacao. Utilizaram-se vinte oocitos
por gota de 200 pL. Os gametas coincubados
permaneceram em estufa por um periodo entre
seis e sete horas (REVEL et al., 2004). Apos, os
provaveis zigotos foram lavados, passando por
uma sequéncia de trés gotas de meio m-HTF, para
retirada do maior nimero de espermatozoides
possivel e, depois, transferidos para uma gota de
meio P-1.

Finalmente, foram transferidos para placas
contendo gotas de 60ul de meio P-1 suplementa-
do com BSA (HOGAN et al., 1986) e recobertas
com oOleo de silicone, numa concentracao de dez
zigotos por gota de cultivo, permanecendo em
estufa (37°C, 5% de CO,), para completar seu
desenvolvimento.

Cultivo in vitro

Apos 24 e 36 horas do final da FIV, com
auxilio de lupa estereomicroscopica, foi realizada
a avaliagdo da capacidade fecundante do sémen.
Com esse objetivo, verificou-se o numero de
embrides com duas células formados, calculan-
do, assim, a taxa de clivagem embriondria por
tratamento.

Desenho experimental

Experimento 1

A partir do protocolo de congelagdo rapida
de sémen descrito por SZTEIN et al. (1997) e
SZTEIN et al. (2000), foi realizada a avaliacao
do efeito dos trés dissacarideos (sacarose, trealose
e lactose) na congelagdo rapida de sémen de ca-
mundongos, utilizando ao todo trinta machos da
linhagem heterogenética SWISS-ALBINA, distri-
buidos entre os trés tratamentos (S1: sacarose, S2:
trealose e S3: lactose), realizando-se dez repeti-
¢oOes por tratamento. Foram armazenadas, de cada

Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 4, p. 1161-1170, out./dez. 2009



Efeito de crioprotetores impermeaveis sobre a viabilidade in vitro de espermatozoides ...

1165

tratamento, quatro amostras (palhetas de 0,25 ml
contendo 100ul de sémen cada) por macho. Para
avaliagcdo pds-descongelacao, descongelaram-se
dez palhetas de cada tratamento, sendo cada pa-
lheta proveniente de um macho, para avaliacio da
viabilidade espermatica, a partir dos parametros
de motilidade progressiva espermética no descon-
gelamento, apds centrifugacao e dez minutos apds
incubados na estufa de CO,,.

Experimento 2

Utilizaram-se ao todo vinte fémeas da li-
nhagem SWISS-ALBINA superovuladas e com
ovulagdo induzida, para avaliagdo das amostras
de sémen criopreservadas no experimento 1,
sendo subdivididas por macho e por tratamento,
resultando em oito fecundagdes por tratamento. Os
odcitos recuperados foram avaliados e entdo acres-
centados as gotas de fecundacao, permanecendo de
seis a sete horas em cocultivo com o sémen des-
congelado previamente avaliado. Observaram-se
as taxas de clivagem (TXCL) nos trés tratamentos
(sacarose, trealose e lactose), para determinagdo da
capacidade fecundante do sémen criopreservado
da linhagem SWISS-ALBINA.

Experimento 3

Utilizaram-se quinze machos da linhagem
isogenética BALB/c, retirando-se cada epididimo
para avaliagdo em um tratamento (B1: lactose e
B2: trealose, os quais apresentaram o pior € 0 me-
lhor resultado no experimentol), respectivamente.
Foram congeladas quatro amostras de s€men por
tratamento, por animal (palhetas de 0,25 ml com
100ul de suspensdo de sémen e solugdo de conge-
lamento), resultando em 60 amostras/ tratamento.
Posteriormente, sete palhetas de cada tratamento
foram descongeladas, sendo avaliadas quanto a
viabilidade das doses espermaticas, a partir dos
parametros de MOT.

Experimento 4

Utilizaram-se dez fémeas da linhagem
SWISS-ALBINA e quinze fémeas da linhagem
BALB/c, superovuladas e induzidas a ovulagdo,
como no experimento 2. Para avaliagdo do efeito
dos crioprotetores lactose e trealose nas duas

linhagens, trés palhetas de cada macho, por trata-
mento, foram descongeladas e avaliadas quanto a
motilidade (MOT), para, utilizando a técnica de
FIV, determinar a taxa de clivagem embrionaria
(TXCL). Realizaram-se cruzamentos entre as
duas linhagens, mediante a utilizagdo do s€émen
de machos SWISS-ALBINA congelado no expe-
rimento 1. Das palhetas congeladas, utilizaram-se
doze palhetas, de cada tratamento, para fecundar
oocitos de BALB/C (heterocruzamento) e oito
palhetas de cada tratamento para fecundar odcitos
de fémea SWISS-ALBINA — (endocruzamento),
assim como o sémen de machos BALB/c conge-
lado no experimento 3. Das palhetas congeladas
neste experimento foram utilizadas sete palhetas
de cada tratamento, para fecundar odcitos de fé-
meas da linhagem SWISS-ALBINA, e quatorze
palhetas de cada tratamento, para fecundar os
o6citos da linhagem BALB). Desenvolveu-se
este experimento com a finalidade de serem ava-
liadas, além da capacidade fertilizante do s€émen
de BALB/c, a interagao entre os tratamentos e as
linhagens utilizadas.

Analise estatistica

Procedeu-se a andlise dos dados mediante a
utiliza¢ao do programa Statistix®. Como variaveis
dependentes foram consideradas: MOT e TXCL.
Os efeitos dos tratamentos e das linhagens nos
experimentos 1 e 3, referentes a congelagdo de
sémen das linhagens SWISS-ALBINA e BALB/c,
respectivamente, foram comparados por meio do
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Compa-
raram-se as variaveis TXCL, nos experimentos 2
e 4, mediante teste ndo paramétrico, qui-quadrado
(x?), e avaliou-se a interagdo entre as TXCL nos
cruzamentos do experimento 4 empregando o teste
paramétrico LSD.

RESULTADOS
Experimento 1
Em relacdo a variavel motilidade progressi-

va (MOT), nao se observou diferenca estatistica
(P>0,05) entre os tratamentos 1 e 3, nos momentos
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DES e CEN, mas ambos apresentaram-se diferen-
tes (P<0,01) do tratamento 2 nesses momentos
(DES, CEN). No momento (10M), houve diferen-
ca significativa (P<0,01) entre os trés tratamentos
(Figura 1).
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FIGURA 1. Motilidade progressiva (MOT) média (%) dos
espermatozoides de camundongo da linhagem SWISS-ALBI-
NA, em fun¢ao dos tratamentos e dos momentos de avaliagao
(DES = pos-descongelacdo; CEN = pos-centrifugagao; 10M
= apods dez minutos de incubacao). Letras diversas nas barras
de cor igual significam diferenca estatistica (P<0,01).

Portanto, pode-se observar que, neste experi-
mento, 0 tratamento 2 manteve-se superior, em rela-
¢ao a MOT, quando comparado aos tratamentos 1 ¢ 3,
em todos os momentos do processo de avaliacdo.

Experimento 2

Em relagdo a fertilidade in vitro do s€émen
criopreservado de camundongos da linhagem
SWISS-ALBINA, avaliada por meio das taxas
de clivagem in vitro (TXCL) obtidas apds a F1V,
nao foi observada diferenca (P>0,05) entre os trés
tratamentos. O S1 (sacarose) resultou numa TXCL
de 38,2% (39/102); o S2 (trealose) resultou numa
TXCL de 45,9% (51/111) e o S3 (sacarose), numa
TXCL de 43,4% (33/76). De um total de 289 006-
citos inseminados neste experimento, 123 (42,6%)
foram fertilizados.

Experimento 3

Em relacdo ao congelamento do sémen de
camundongos da linhagem isogenética, BALB/c,

pode-se observar que houve diferencga (P<0,001)
entre os tratamentos utilizados. Os resultados de
MOT com o diluente preparado com o crioprotetor
trealose foram iguais a 48%, 65,3% e 56%, nos
momentos DES, CEN e 10M, respectivamente, €
os resultados obtidos com a lactose iguais a 44,6%;
50,6% e 42% (Figura 2).
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FIGURA 2. Motilidade progressiva (MOT) média (%) dos
espermatozoides de camundongo da linhagem BALB/c, em
fungdo dos tratamentos e dos momentos de avaliagdo (DES =
pos-descongelamento; CEN = pds-centrifugagido; 10M = ap6s
dez minutos de incubag@o). Letras distintas nas barras repre-
sentam diferenca estatistica (P<0,001) nos tratamentos.

Experimento 4

Machos BALB/c versus fémeas BALB/c:
no cruzamento isogenético da linhagem BALB/c,
ndo se observou diferenca significativa entre os
dois tratamentos, sendo obtidas taxas de clivagem
de 46,4% (52/112) no B 1 (lactose) e de 35,7%
(40/112) no B 2 (trealose). De um total de 224
odcitos, 92 (41,1%) foram fertilizados.

Machos BALB/c versus fémeas SWISS-
ALBINA: no cruzamento hibrido em que os esper-
matozoides eram originados de machos BALB/c,
também nao se observou diferencga (P>0,05) entre
os tratamentos. Foram obtidas taxas de clivagem
(TXCL) de 37,7% (26/69) no B 1 (lactose) e de
40,2% (35/87) no B 2 (trealose). De um total de
156 odcitos, 61 (39,1%) foram clivados.

Machos SWISS-ALBINA versus fémeas
BALB/c: no cruzamento hibrido em que os esper-
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matozoides eram provenientes de machos SWISS-
ALBINA, nao se observou diferenga (P>0,05)
entre os tratamentos. Foram obtidas TXCL de
39,5% (15/38) no B 1 (lactose) e de 40,6% (28/69)
no B 2 (trealose). De um total de 107 odcitos, 43
(40,2%) foram clivados.

Entre os cruzamentos avaliados, também
nao se verificou diferenca (P>0,05) nas TXCL.
No endocruzamento da linhagem BALB/c a
taxa de clivagem foi de 41,1%. Nos heterocru-
zamentos, foram iguais a 39,1% e 40,2% para o
cruzamento de sémen de BALB/c com odcitos de
SWISS-ALBINA e para o cruzamento de s€émen
de SWISS-ALBINA com oo6citos de BALB/c,
respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1. Numero de odcitos e taxa de clivagem embrio-
naria obtida nos diferentes cruzamentos

Cruzamentos Odcitos Clivados (%)
JdBalb/c X PBalb/c 224 92 (41,1)
JdBalb/c X QSwiss 156 61 (39,1)
JdSwiss X 9Balb/c 107 43 (40,2)
Total 487 196 (40,2)

Nao houve diferenca (P>0,05).

Em relacao a interacao entre as TXCL e
0s tratamentos, observou-se que no tratamento
1 (B1) a média de clivagem foi igual a 42,5% e
no tratamento 2 (B2), a média foi igual a 38,4%,
nao havendo, portanto, diferenga P>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 2).

TABELA 2. Numero de odcitos ¢ taxa de clivagem embrio-
néaria obtida nos diferentes tratamentos

Tratamentos Odbcitos Clivados (%)
B1 - lactose 219 93 (42,5)
B2 - trealose 268 103 (38.,4)
Total 487 196 (40,2)

Nao houve diferenca (P>0,05).

DISCUSSAO

No presente trabalho ficou evidente a
superioridade do dissacarideo trealose como
crioprotetor externo das células espermaticas de
camundongos das linhagens SWISS-ALBINA e
BALB/c, para a variavel MOT, ao ser comparado
aos dissacarideos sacarose e lactose, utilizando o
protocolo de congelamento rapido descrito por
SZTEIN et al. (1997), SZTEIN et al. (2000),
SZTEIN et al. (2001).

Os protocolos mais utilizados para criopre-
servacdo de sémen de camundongos utilizam o
trissacarideo rafinose como crioprotetor externo
no diluente descongelamento (YOKOYAMA et
al., 1990; SONGSASEN & LEIBO, 1997a). En-
tretanto, outras opg¢des de crioprotetores, como
os dissacarideos, trealose e sacarose, sdo efeti-
vOs para a criopreservacao, pois quando foram
comparados ao efeito crioprotetor da rafinose, no
congelamento de sémen de camundongos, ndo se
constataram diferengas nas taxas de sobrevivéncia
dos espermatozoides (AN et al., 2000).

Como nas demais espécies, também com
os camundongos deste experimento ocorreu uma
queda de viabilidade espermadtica, evidenciada
pela variavel MOT, pds-descongelamento, como
relatado por MOCHIDA et al. (2004). Verificou-
se que as porcentagens de células com motilidade
progressiva variaram entre 30% e 67%, de acordo
com o tratamento ¢ 0 momento de avaliagdao na
linhagem SWISS-ALBINA, e entre 42% e 65%
na linhagem BALB/c, confirmando uma queda
de viabilidade pos-descongelamento e uma inte-
racdo entre a viabilidade pos-descongelamento e
a linhagem utilizada. Os resultados obtidos neste
trabalho foram semelhantes as taxas de motilida-
de pds-descongelamento obtidas em trabalhos de
criopreservacao, utilizando deferentes linhagens
de camundongos (SONGSASEN & LEIBO, 1997;
NISHIZONO et al., 2004).

A partir do indicador de qualidade esper-
matica através da MOT, ¢ possivel determinar a
viabilidade espermatica pela porcentagem de es-
permatozoides vivos com movimento progressivo
no campo de observacao. Esta avaliagao ¢ normal-
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mente realizada por microscopia optica e, por ser
subjetiva, pode sofrer variacdes, dependendo do
examinador. Concorda-se portanto que, basean-
do-se apenas nos resultados obtidos a partir das
avaliacdes de MOT, nao se pode caracterizar a
viabilidade do sémen apds o processo de crio-
preservacdo, nem determinar se um crioprotetor
¢ melhor ou pior para a formagdo de bancos de
embrides. Para isso, devem ser utilizados outros
métodos de avaliagdes in vitro, como a avaliagao
da integridade da membrana e do acrossoma, € a
capacidade de fertilizagao por meio do teste de
penetracdo ou da FIV (SONGSASEN & LEIBO,
1997b; NISHIZONO et al., 2004).

Como a fun¢ao do sémen criopreservado
¢ ser utilizado num programa de fertilizagao,
seja mediante inseminacao artificial ou FIV, o
melhor indicador de viabilidade espermatica ¢ a
capacidade fertilizante do sémen (SONGSASEN
& LEIBO, 1997a; NISHIZONO et al., 2004).

Pdde-se constatar que, embora a trealose
tenha apresentado superioridade em relacdo a
MOT, nas duas linhagens avaliadas, esses resul-
tados nao estao diretamente relacionados a supe-
rioridade na capacidade fertilizante do s€men in
vitro. As taxas de clivagem, observadas apods as
fertilizagdes in vitro, nao apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos e 0s cruzamentos
avaliados. Resultado semelhante foi verificado
por NISHIZONO et al. (2004), em avaliagao das
variaveis MOT e da capacidade fertilizante, a
partir da FIV, comparando-se o crioprotetor per-
meavel DMSO e a associagdo de crioprotetores
impermeaveis, trealose e leite em po.

Durante o experimento, pdde-se verifi-
car que uma amostra de sémen avaliada apds
o descongelamento, com MOT 30%, mantém
a capacidade de fertilizacdo, nao diferindo de
uma amostra com MOT 60%. Isso ocorre pos-
sivelmente porque, para a técnica de FIV, ao se
calcular a concentracdo espermatica minima por
gota de fertilizagdo (1 a2 x 10 espermatozoides/
mL), esta ¢ ajustada a partir do nimero de células
vivas e moveis. Essa pratica faz com que haja
uma equalizagdo das amostras de sémen, pois
mantém um numero de células minimas viaveis
para a fertilizagdo (SZTEIN et al., 2000). Outro

fato a ser observado ¢ a pequena distancia que o
espermatozoide tem de percorrer para encontrar
0 o6cito in vitro. Talvez in vivo, tanto motilidade
quanto vigor sejam mais relevantes, e maiores
valores de ambos possam influenciar positiva-
mente nas taxas de fertilizagao.

No experimento 4 realizado neste trabalho,
nao foi constatado o efeito da interagdo entre os
tratamentos utilizados na criopreservagao do sé-
men e o cruzamento entre as linhagens, avaliada a
partir do endocruzamento da linhagem isogénica
BALB/c e dos heterocruzamentos, entre as duas
linhagens, SWISS-ALBINA versus BALB/c.
Resultados proximos aos verificados no presente
trabalho foram reportados por GLENISTER &
THORNTON (2000), obtendo taxas de clivagem
embriondria variando de 37% a 57% em linha-
gens hibridas. Entretanto, porcentagens de cliva-
gem variaveis entre 0% e 40% foram observadas
mediante o uso de oocitos hibridos (SZTEIN et
al., 2000) e 80% em linhagens como a CB6F1
(SZTEIN et al., 2001).

Baixas taxas de fertilizagdo in vitro com
sémen congelado, observadas em algumas li-
nhagens de camundongos, estdo associadas a
danos causados pelo processo de congelamento
aos espermatozoides, localizados principalmente
no acrossoma e mitocondria, € ndo aos efeitos
do processo sobre a motilidade (NISHIZONO
et al., 2004).

Porém, deve-se ressaltar que no presente
trabalho ndo foram avaliadas as caracteristicas
morfologicas e estruturais das células esperma-
ticas, pré-congelamento e pos-descongelamento,
fatores que pode influenciar nas taxas de ferti-
lizacgao.

CONCLUSAO

Os dissacarideos trealose, sacarose e lac-
tose se mostraram eficazes como crioprotetores
da célula espermdtica de camundongos das
linhagens SWISS-ALBINA, e os dissacarideos
trealose e lactose sdo eficazes como crioprote-
tores da célula espermatica de camundongos
das linhagens BALB/c. Os resultados obtidos
demonstram a viabilidade espermatica pos-
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congelamento, o que possibilita a utilizagdo do
sémen congelado a técnica de FIV, viabilizando
a formacao de banco de gametas masculinos de
ambas as linhagens.
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