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1 INTRODUÇÃO

A criopreservação de espermatozóides é uma técnica simples, porém importante
para a conservação das espécies, como forma de preservação da biodiversidade. No
entanto, estas células congeladas podem ser danificadas pela toxicidade de crioprotetores,
resultando em danos que nem sempre são ultra-estruturais, podendo ser expressos em
várias fases, tais como a motilidade do esperma e fertilização. Assim, os crioprotetores têm
sido amplamente utilizados nos protocolos de congelamento de sêmen, pois reduz a
temperatura de congelamento da célula, impedindo a formação de cristais de gelo intra e
extracelular. A associação de crioprotetor penetrante com não penetrantes (açúcar ou
proteína), pode melhorar motilidade do esperma e por sua vez a fertilização. Devido
características do sêmen variarem entre as espécies, o desenvolvimento desses protocolos
torna-se muito mais exigido para a criopreservação de sêmen de espécies específicas.
Desta forma, o objetivo do trabalho é avaliar o efeito dos crioprotetores não penetrantes:
trealose, rafinose, sacarose e lactose nas concentrações de 50mM, 100mM, e 150mM sobre
as células espermáticas da espécie Piaractus mesopotamicus.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

Alguns autores afirmam que os crioprotetores não penetrantes, como os açúcares,
são de extrema importância no congelamento e descongelamento de espermatozóides
(SILVA et al, 2015), sendo benéfico em muitas espécies, como o carneiro (AISEN et al
1995), cabra (ABOAGLA & TERADA, 2003 e touro (FOOTE et al, 1993). Entre os
dissacarídeos utilizados como não penetrante, destaca-se a utilização de sacarose como um
crioprotetor mais efetivo (MOCE e VICENTE, 2009), no entanto, Piassi et al (2009) destaca
Lactose e Sacarose como crioprotetor eficaz ao espermatozóide, sendo viável ao
espermatozóide após congelamento.

3 MATERIAIS E MÉTODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLÓGICO)

Foram utilizados 14 machos da Piscicultura Panamá. O semen foi coletado por
massagem abdominal, e só amostras acima de 80% de motilidade foram congeladas. Após
foram adicionado ao diluente BTS (Pursel & Johnson 1975), contendo o crioprotetor
penetrante dimetilsulfóxido 10% e os diferentes crioprotetores não penetrantes: trealose,
rafinose, sacarose e lactose nas concentrações 50mM, 100mM, e 150mM. As amostras
foram envasadas, após 20min colocadas em botijão Dryshipper (-70°C) por 12 horas e
transferidas para botijão de nitrogênio líquido (-196ºC). As palhetas foram descongeladas



em banho-maria a 45°C por 8 segundos e analisada movimentação celular (motilidade e
tempo de motilidade) pelo Computer Assisted Semen Analysis (CASA), usando o software
Sperm Vision ® (Minitube).

4 RESULTADOS e DISCUSSÃO

Com base nos resultados (Tabela 1), a Sacarose 150mM obteve 34,5% percentual de
motilidade total, indicando o melhor desempenho comparado aos demais tratamentos. A
partir da avaliação de motilidade progressiva, os espermatozóides caracterizados
movimento contínuo para frente, o açúcar Sacarose como melhor tratamento (24,4%).
Quanto a avaliação do tempo de motilidade, as concentrações de 100mM de Rafinose e
Lactose (46,6 e 46,7), juntamente com 50mM de Trealose (50,1), obtiveram maior
porcentagem de tempo, significando melhor motilidade do espermatozóide.

Tabela 1- Desempenho de motilidade (total e progressiva) e seu tempo, a partir das
diferentes concentrações dos açucares.

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A sacarose adicionado em concentração de 150 mM na solução diluidora, foi o
dissacarídeo que promoveu melhor desempenho de motilidade total e progressiva, além de
seu tempo, nas células descongeladas de Pacu.
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AÇUCAR % MOTILIDADE
TOTAL

MOTILIDADE.
PROGRESSIVA

TEMPO DE
MOTILIDADE

CONTROLE 0 26.2 ± 2.9 b 18.9 ± 2.6 b 32.6 ± 5.7 ab

TREALOSE
50 26.9 ± 1.7 b 18.7 ± 1.6 b 50.1 ± 5.9 a

100 27.8 ± 2.2 b 19.2 ± 2.0 b 43.8 ± 6.0 ab

150 23.3 ± 1.9 bc 15.4 ± 1.9 bc 40.5 ± 6.6 ab

RAFINOSE
50 23.0 ± 1.4 bc 14.7 ± 1.3 bcd 45.0 ± 7.1 ab

100 26.0 ± 1.9 b 16.8 ± 1.8 bc 46.7 ± 6.0 a

150 18.0 ± 1.6 c 9.9 ± 1.4 d 38.3 ± 7.6 ab

SACAROSE
50 25.4 ± 1.7 b 16.8 ± 1.6 bc 37.7 ± 6.2 ab

100 25.5 ± 2.0 b 16.7 ± 1.8 bc 40.7 ± 5.3 ab

150 34.5 ± 2.3 a 24.4 ± 2.3 a 33.9 ± 7.1 ab

LACTOSE
50 23.1 ± 2.5 bc 15.6 ± 2.0 bc 38.4 ± 7.7 ab

100 19.1 ± 2.3 c 11.5 ± 2.0 cd 46.6 ± 6.8 a

150 23.7 ± 1.7 bc 15.3 ± 1.4 bc 27.0 ± 5.8 b


