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Comparacgao de diluidores comerciais na motilidade,
funcionalidade e integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide bovino*

Comparison of commercial diluents on motility, functionality and integrity of
plasma membrane of bovine spermatozoa
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Resumo

O objetivo do estudo foi comparar o efeito de trés diluidores comerciais (Tryladil®, Botu-Bov® e OptiXcell®) na qualidade do
espermatozoide bovino apds o processo de criogenia. Para tal, foram utilizados oito touros da raga Nelore (2 ejaculados/touro).
As amostras de sémen fresco, diluido e pés-descongelamento foram avaliadas, comparando os pardmetros de motilidade total,
vigor, funcionalidade da membrana (HOST) e integridade da membrana (eosina). Os dados foram expressos em média e desvio
padréo. As variaveis foram submetidas as analises de ANOVA e Tukey ou teste de Friedman e Dunn’s, dependendo da normalidade
(p< 0,05). Os achados mostram que no momento da diluigdo ndo houve diferenga (p>0,005) entre os diluidores comerciais nos
parametros avaliados (exceto integridade da membrana plasmatica). No entanto, no momento do pds-descongelamento os
espermatozoides criopreservados utilizando-se o diluidor Tryladil® apresentaram maiores valores (p<0,005) referentes a integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica comparado aos diluidos em Botu-Bov® e OptIXcell®. Os parametros relacionados a cinética
espermatica (motilidade e vigor) ndo se diferiram (p>0,005) entre os diluidores comerciais utilizados. Em conclus&o, no momento
pos-descongelamento o diluidor Tryladil® apresentou os melhores resultados nos parametros de integridade e funcionalidade da
membrana plasmatica. Sendo assim, recomenda-se o diluidor Tryladil® para criopreservacéo de sémen de bovinos da raga Nelore.

Palavras-chave: criopreservagao, teste HOST, diluente, touro, Nelore.

Abstract

The main of the study was to compare the quality of frozen bull semen processed with three different commercially extenders (Tryladil®,
Botu-Bov® and OptiXcell®). For this, eight Nelore bulls (two ejaculate per bull). Sperm samples were analyzed fresh, diluted and
frozen-thawed. The parameters analyzed were total motility, sperm vigor, functional integrity of sperm plasma membrane (HOST)
and plasma membrane integrity (eosin). Date were expressed as mean and standard deviation. The variables were subjected
to ANOVA (Tukey test) or Friedman (Dunn’s test) test according to normality (p< 0,05). The results indicate that there was no
difference (p>0,005) among all treatments in the parameters evaluated (except plasma membrane integrity) at dilution moment.
However, Tryladil extender promoted an increase (p<0,005) in functional and integrity of sperm plasma membrane compared with
others extenders at the post-thawing analyze. After thawing, there was no difference (p>0,005) among all treatments in the kinetic
parameters. In conclusion, the Tryladil® extender promoted an increase in functional and integrity of frozen-thawed sperm plasma
membrane. Therefore, the Tryladil® extender is recommended to be use as an extender for Nelore bull sperm cryopreservation.

Keywords: cryopreservation; HOST test, diluent, bull, Nelore.

entanto, o uso do sémen criopreservado geralmente apresenta
menores taxas de fertilidade em relagéo ao sémen fresco (Bertol
etal., 2014).

Os principais fatores envolvidos nessa queda de fertilidade

Introducao

A utilizagdo do sémen bovino criopreservado apresenta
vantagens em relagdo as demais formas de processamento

pois possibilita a expansédo da genética de diferentes touros
mundialmente, além de atuar na prevengao da disseminagéo de
doencas passiveis de transmissao por meio de monta natural. No

sdo as mudangas de temperatura durante o processamento,
o estresse osmotico e toxico representado pela exposicéo
aos crioprotetores e a formagéo e dissolugdo de cristais de
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gelo extracelulares (Oliveira et al., 2013; Bertol et al., 2014;
Quan et al., 2016; Losano, 2016). Assim a sobrevivéncia do
sémen criopreservado, depende de agentes que presentes na
composigdo do meio diluidor, crioprotetores, tornando-se um
fator crucial para a preservagéo da integridade celular e sucesso
da fertilizagdo apds o congelamento (Leite et al, 2011).

Os componentes essenciais dos diluidores para criopreservagao
séo: as (1) substancias ibnicas e ndo ibnicas (responsaveis pela
manutencdo da osmolaridade e tamponamento); (2) as fontes
de lipoproteinas de alto peso molecular (necessarias para a
prevencao do choque frio, como gema de ovo e leite); (3) os
crioprotetores intracelulares (glicerol, etilenoglicol e DMSO);
(4) as fontes energéticas (representadas por agucares, como
glicose e frutose); e os demais aditivos, tais como antibidticos,
enzimas, antioxidantes e detergentes (Foote et al.,2002; Aguiar
et al., 2007; Bertol et al., 2014; Vasconcelos et al., 2017).

Dentre os diluidores comercias utilizados para a criopreservagao
de sémen bovino destacam-se trés: Tryladil®, OptiXcell® e
Botubov®. O Tryladil® ¢ um diluidor concentrado para preparagéo
de meio para congelamento de sémen contendo agucar, TRIS,
acido citrico, tampdes, antibidticos, gema de ovo, glicerol
e agua pura. OptiXcell® composto por carboidratos, sais,
antibiéticos, antioxidantes, glicerol e fosfolipidios organizados
em lipossomos, sendo vesiculas de fosfolipidios preparadas
artificialmente e sollveis em agua. O Botubov® possui em sua
composigao: agucares, antioxidantes, aminoacidos, gema de
ovo e glicerol (Informagé&o do fabricante).

Para minimizar os efeitos deletérios da criopreservacgao,
inumeros diluentes e crioprotetores vem sendo testados, além
de aditivos para proteger as células e fornecer substratos para
sua manutengéo durante e apos a congelagéo (Leite eta., 2011).
Desta forma, o objetivo desde estudo foi comparar o efeito de
trés diluidores comerciais Tryladil®, Botu-Bov® e OptiXcell® na
motilidade total, vigor espermatico, integridade e funcionalidade
da membrana plasmatica do espermatozoide bovino Nelore
antes (momento da diluicdo) e apés o descongelamento.

Material e métodos

O Projeto foi aprovado no Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade de Uberaba (CEEA-045/2017) e
realizado na central de coleta e processamento de sémen bovino
Alta Genetics Brasil, localizada no municipio de Uberaba — Minas
Gerais, durante agosto a setembro de 2017.

Foram utilizados oito touros da raga Nelore apresentando idade
entre 6 -10 anos, peso corporeo médio em torno de 1.100kg e
escore corporal entre 3—4. Os parametros minimos das amostras
de sémen para o presente estudo foram: motilidade total (£60%),
vigor espermatico (< 3), e concentragdo espermatica (< 6x108/
ml). A alimentagdo dos animais foi constituida por silagem de
milho e bagago de cana de agucar. Um total de 16 ejaculados
(dois por touro) foram coletados pelo método de vagina artificial
(modelo - IMV Technologies®). Apds a coleta, os ejaculados
foram imediatamente encaminhados ao laboratério para serem
analisados e posteriormente submetidos ao processamento para
criopreservagéo. Para controle interno da reagéo, as amostras
de sémen in natura foram avaliadas para motilidade total,
vigor espermatico, integridade e funcionalidade da membrana
espermatica.
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Objetivando alcangar a concentragdo espermatica de 3 x
10’de SPTZ/dose, o sémen foi diluido utilizando trés diluentes
comerciais (tratamentos): (1) Tryladil® (Minitube do Brasil®
Ltda.); (2) Botu-Bov® (Botupharma® Biotecnologia Animal) e (3)
OptiXcell® (IMV®Technologies). As analises foram realizadas
em dois momentos: (1) Diluicdo e (2) P6és-descongelamento.

As amostras de sémen diluidas de acordo com seu respectivo
grupo experimental foram colocadas em um tubo de polipropileno
(50 mL) e estes foram depositados em frascos contendo agua
a 37°C, visando evitar o choque térmico. Estas amostras foram
encaminhadas para camara fria (4 °C), onde permaneceram por
trés horas para resfriamento.

Apds a etapa de resfriamento, as amostras foram entao
envasadas em palhetas de 0,25mL (IMV®Technologies)
identificadas com o nome do touro, partida do ejaculado e diluidor
utilizado. Para a curva de estabilizacdo em vapor de nitrogénio
liquido, utilizou-se uma caixa isotérmica convencional de 50L. As
palhetas foram dispostas em grade de metal, e mantidas a trés
centimetros acima do nivel do nitrogénio, durante 20 minutos.
Posteriormente, as palhetas foram imersas no nitrogénio liquido
(-196°C) e transferidas para botijoes criogénicos, e mantidas até
o0 momento da analise.

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C por
30 segundos e homogeneizadas em tubos de ensaio aquecidos
a 37°C para posterior avaliagdo. O ejaculado foi avaliado
macroscopicamente e microscopicamente apods a diluicao do
sémen fresco e também apds o processo de criogenia de todos
0S grupos experimentais.

Para avaliagdo macroscopica foram avaliados os seguintes
parametros: volume (estimado por balanga de precisdo, no
qual pesa-se um tubo tipo Falcon 15mL, tara a balangca e
posteriormente pesa-se o tubo mais ejaculado, cujo valor é
registrado em gramas e transformado em mililitros), cor e odor.
Na avaliagdo microscopica, os seguintes parametros foram
avaliados: motilidade total, vigor espermatico, concentragédo
espermatica, funcionalidade da membrana espermatica
e integridade da membrana espermatica. A concentragao
espermatica foi estimada por espectrofotometria (Genesys 20%),
utilizando o comprimento de onda 550nm. Para tal foi pipetado
50uL da amostra do ejaculado em cubeta e esta preenchida com
sete mL de solugdo Formol-Salina (solucéo fisiolégica 0,9% e
formol na concentragéo de 1%).

A motilidade total e vigor espermatico (forca de locomogéo dos
espermatozoides; escore de 0 a 5) foram avaliados inserindo10
pL de sémen em uma lamina previamente aquecida (37°C), em
mesa aquecedora portatil, modelo MTP2030 (NeoVet) e coberta
por uma laminula. A andlise foi realizada em microscopia de
campo claro em aumento de 10x, conforme manual do colégio
Brasileiro de reproducdo (CBRA, 2013). A funcionalidade da
membrana espermatica foi avaliada pelo teste o hiposmético
(HOST). Paraisso, 20 pL de sémen foram incubados a 37 °C por
60 minutos em uma solugao 150 mOsm/Kg contendo D-frutose
(13,5g/L; Sigma) e citrato de sédio (7,3g/L; Sigma)(Correa
e Zavos, 1994). Apés o periodo de incubagdo, as amostras
foram fixadas em 0,5 mL de formol salino. Em seguida, 10 pL
da solugao foi colocada em uma lamina e coberta por laminula.
Posteriormente, 100 espermatozoides foram classificados de
acordo com presenga ou auséncia do dobramento/enrolamento
da cauda em microscopia 6ptica (aumento de 1000x). O calculo



da resposta osmdtica foi determinado pela porcentagem
de células reativas ao teste hiposmético (%HOST) = (% de
alteragcdes na regido de cauda apds teste HOST) — (% de
alteragbes na regido de cauda dos espermatozoides antes do
teste HOST) (Melo e Henry, 2005; Vasconcelos et al., 2017).

Aintegridade de membrana plasmatica foi avaliada pelo teste de
coloracéo com eosina (Sigma — Aldrich Corp.). Para isso, 10 L
de sémen e 10 uL de eosina (1%p/v) previamente aquecidos (37
°C) foram depositados em lamina para realizagédo de esfregaco.
A lamina foi mantida a 37 °C durante 1 minuto objetivando a
sua secagem. Seguidamente, procedeu-se a contagem de 100
células em microscopia éptica (40x) durante cinco minutos ap6s a
elaboragéo do esfregago (Blom, 1950; Vasconcelos et al., 2017).

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPadPrism
6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), com nivel
de significancia foi de 5%.Valores de média e desvio padrdo
das caracteristicas espermaticas (motilidade, vigor, host e
eosina) foram calculadas, logo apés a diluicdo do sémen in
natura e posteriormente ao descongelamento do sémen, dos
trés diluidores comerciais utilizados. A mesma amostra de
sémen foi pareada na avaliagdo antes e apds o processo de
criogenia. Para todos os grupos, inicialmente foi realizado
o teste de normalidade Shapiro-Wilk e teste para verificar a
homogeneidade das variancias (teste de Cochran). Dados
com distribuicdo normal, como HOST, foram analisados pelo
teste estatistico ANOVA seguido pelo teste Tukey. Dados nao
paramétricos com variancias homogéneas de motilidade, vigor
e eosina foram analisados pelo teste Friedman seguido pelo
teste Dunn'’s.

Resultados e discussao

A avaliagdo do sémen in natura apresentou os seguintes
resultados: motilidade total (71,6%), vigor espermatico (4,8),
funcionalidade (77 %) e integridade da membrana (84,4 %)
espermatica. Os valores referente a motilidade total e vigor
espermatico encontram-se dentro do padrao recomendado pelo
CBRA (2013). Martins et al (2011) avaliaram ejaculados de touros
daraca Nelore (n=6) e observaram valores proximos ao presente
estudo: 60,3% (funcionalidade da membrana plasmatica;
HOST) e 77,2% (integridade da membrana plasmatica; teste
de coloragédo com eosina).

Os resultados referentes
aos parametros analisados
neste estudo encontram-
se na Tabela 1. No mo-
mento da diluigdo, nao
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corroboram com o descrito na literatura (Leite et al., 2011; Janett
et al., 2005). Na avaliagcdo do sémen apods o descongelamento
nao houve diferenca (p>0,05) entre os diluidores comerciais nos
parametros de motilidade total e vigor espermatico. No entanto,
os espermatozoides diluidos no Tryladil® apresentaram maior
(p<0,05) taxa de integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica quando comparado aos diluidos no Botubov® e
Optixcell®.

O possivel efeito do Tryladil® sobre a membrana plasmatica pode
ocorrer devido a associagado do glicerol com componentes do
diluidor, como a gema de ovo, cujo principal beneficio para a
membrana plasmatica é fornecer uma fragdo LDL que previne
a perda de fosfolipidios da membrana, aumentando assim a
tolerancia ao choque térmico e ao processo criopreservagao.
Entretanto a razdo molar entre os constituintes e a concentragéo
celular pode ser um fator preponderante sobre a fungéo desta
molécula (Layek, et al. 2016).

Para avaliar o efeito do processo de criopreservagao na qualidade
espermatica foram realizadas comparagdes entre 0 momento
da diluigéo e pos-descongelamento em cada diluidor comercial
utilizado neste estudo. Considerando o diluidor Tryladil®, o sémen
apos descongelamento apresentou uma redugao (p<0,05) nos
parametros analisados em comparagao ao sémen diluido. Em
relagdo aos diluidores Botubov® e Optixcell® exceto o parametro
de vigor espermatico ndo apresentou reducéao (p>0,05) entre o
sémen diluido e sémen apos o descongelamento.

Ao analisar isoladamente as avaliagdes para cada diluidor
antes a apds o descongelamento, pode-se observar que
a motilidade total e vigor, sofreram variagcdes durante o
processo de congelamento do sémen, com uma queda de
aproximadamente de 35% para todos os diluidores. Watson
(1995) relata que a diminuigdo da qualidade espermatica, pos-
criopreservagao poderia ficar entre 40% a 50% do ejaculado. A
literatura registra que o objetivo da criopreservagéo do sémen
€ manter a viabilidade espermatica por meio da redugao do
metabolismo e preservagcdo dos componentes (Peeg, 2002;
Silva e Guerra, 2011). Entretanto, as variagdes de temperatura
dentro do contexto bioquimico promovem variagdes fisioldgicas
na membrana, diminuindo a viabilidade, além de atuar em fatores
fisico-quimicos relacionados ao pH e tensdo de salinidade
(Neidleman, 1987). Para Layek et al (2016) o processo de

Tabela 1: Média e desvio padrdo dos parametros motilidade (%), vigor (Score de 1 a 5), funcio-
nalidade da membrana (HOST) e integridade da membrana (eosina) nos diluidores
comerciais avaliados antes do congelamento (Diluidos) e apds o processo de criogenia
(Descongelado) do sémen bovino Nelore

houve diferenga (p>0,05)

entre 0s tratamentos N0S  p_rarotros TRYLADIL® BOTUBOV® OPTIXCELL®

parametros avalia-dos Diluidos  Descongelado  Diluidos  Descongelado  Diluidos Descongelado
motilidade total, vigor,

i(ntegridade e fungio- Motilidade (%) 71.2% 6,9%¢ 48,77, 7% 71,2+6,9" 51 + 8,5 70,3 £ 6,94 49,3 + 8,6

nalidade da membrana ;44 (14 5) 4.8 +0,4% 4 +0,5% 48+04%  43+0,6% 4.8+0,4% 4,1+0,6%

plasmatica).

Os resultados encon- HOST (%) 64,9 + 9,334 49,1 £7,7°7 62,5 + 8,43 40,6 + 7,8 67,2+ 12,13 44,3+ 9,108

trados em todos os dilui-  Eosina (%) 83,2+6,6% 675+84%  83+55%  564+9158 79 £ 6,9 54,1 + 5,8

dores para o aspecto
motilidade no momento

do pés-descongelamento  Descongelados).

Letras minusculas indicam a avaliagdo das médias entre os mesmos diluidores (Diluidos vs Descongelado). Letras
mailsculas indicam avaliacdo das médias entre os diluidores diferentes (Diluidos vs Diluidos) e (Descongelados vs
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criogenia causa a translocagéo de lipideos e a desestabilizacao
de membrana o que pode levar a perda da integridade da
membrana e também uma reagdo acrossomal prematura.
Crespilho (2006) e Chaudhari et al (2015) estabelecem que
com a queda da temperatura os lipideos passam do estado
fluido para o estado gel onde as cadeias de acidos graxos se
desordenam, até essas estruturas emparelham-se e se tornam
rigidas e fracas sujeitas a danos.

Leite e colaboradores (2011) apontam que na criopreservagao
do sémen bovino, os diluidores a base de gema de ovo séo os
mais comuns por apresentarem melhores resultados. Contudo
ao analisar os diluidores a base de gema de ovo Tryladil® e
Botu-Bov®, estes apresentaram resultados distintos em relagédo
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os parametros de integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica no momento do pds-descongelamento.
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