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EFEITO DA CONCENTRACAO E TEMPERATURA DE ADICAO DE TREALOSE
EM DILUENTES PARA A CONGELACAO DE SEMEN OVINO EM PALHETAS

EFFECT OF THE CONCENTRATION AND ADDITION TEMPERATURE OF TREHALOSE
IN EXTENDERS ON FREEZING RAM SEMEN IN STRAWS

Adilson Moura?

RESUMO

A trealose € um dissacaridio com potencial
emprego como crioprotetor quando adicionada aos meios
para congelamento de s€men ovino. Este experimento foi
realizado para verificar os efeitos da temperatura de adicio
(30°C e 4°C) e da concentragdo de trealose (2%, 4% e 6%)
sobre 0 sémen ovino congelado em palhetas, utilizando
como base as formulagOes INRA ¢ TRIS/FRUTOSE. Os
efeitos estudados em ambos experimentos foram medidos
atraves da avahiagdo da motilidade espermatica (MOT) € da
integridade de acrossomas (INTA) em diferentes momentos
apds 0 descongelamento (Oh, 2h e 5h). Os presentes
resultados ndo recomendam a inclusdo da trealose visando
incrementar a quahidade in vitro do sémen ovino congelado
em palhetas nas concentragdes e diluentes testados, porém,
sugerem maiores estudos quanto a sua toxidade e possiveis
interacdes com outros constituintes dos diluentes ja
formulados para o congelamento de s&@men ovino.

Joao Carlos Deschamps’

José Carlos Ferrugem Moraes®
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SUMMARY

This study was aimed to evaluate the possible
ctfects of the addition of trehalose to extenders developed
for freezing ram semen In straws. The effects of addition
temperature (30°C and 4°C) and concentration of trchalose
(2, 4 and 6%) on INRA and TRIS/FRUTOSE diluents was
evaluated. Their effects were studied through motility rate
and by acrosome integrity at different incubation times after
thawing (O, 2 and Sh). The results do not recommend the
inclusion ot trehalose in these diluents. However, 1t would
be interesting to learn more about toxicity and interactions
between the components of the extenders and trehalose 1n

ram sperm frozen in straws.
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INTRODUCAO

Nos altimos 50 anos houve a geracdo de um
aprecidvel volume de conhecimento cientifico e
desenvolvimento tecnol6gico sobre a congelacio de sémen
ovino. Considerando aspectos relativos a embalagem,
concentragdo, metodologia de uso e/ou via de inseminacdo
¢ composigdo dos diluentes (EVANS & MAXWELL, 1987).
A despeito do conhecimento acumulado h& necessidade de
maiores estudos nos aspectos mencionados anteriormente em
fun¢do de taxas de prenhez obtidas pela inseminacio com
sémen congelado wvia cervical ndo satisfatdérias nem
repetitivas € de que as taxas de prenhez pela inseminacio
Intrauterina apresentam alta variabilidade (EVANS, 1991).

No que concerne a possibilidade de aprimorar os
diluentes, a fun¢do ¢ o metabolismo dos crioprotetores nos
diluidores para congelagdo de sémen ovino, ainda nio estio
adequadamente investigados (SANCHEZ-PARTIDA et al.,
1992). A trealose € um dissacaridio encontrado nas espécics
animais ¢ vegetais  capazes de manterem integras suas
membranas em condigdes extremas de temperatura, envol-
vendo a perda de 4gua (CROWE et al., 1987). Estes
mesmos  pesquisadores  apresentaram  evidéncias que  a
trealose pode contribuir na estabilizacio das membranas
durante o processo de congelamento (CROWE et al., 1990).

A trealose for utilizada como crioprotetor adicto-
nal no processo de congelagao de embrides de camundongos
(HONADEL & KILLIAN, 1988), refrigeracao ¢ congelacao
de sémen suino (REVELL & GLOSSOP, 1989; BORDIG-
NON, 1993) ¢ de sémen ovino em peletes (OLIVEIRA &
MORAES, 1991/ 1993).

O objetivo deste estudo € de investigar os efeitos
da adicdo da trealose em diluidores desenvolvidos para a
congelagao de s€émen ovino em palhetas sobre a motilidade
espermatica e integridade acrossomatica, apods os procedi-
mentos de congelagao e descongelacio.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sémen foram obtidas com vagina
artificial de trés cameiros das racas Texel (2) e Corriedale
(1). O sémen até os procedimentos de diluicdo foi incubado
a 30°C. Foram utilizadas amostras com motilidade progres-
siva superior  70% na formagdo de "pools" para congela-
¢ao, sempre contendo trés ejaculados de pelo menos dois
cameiros. A concentragdo espermatica de cada "pool” foi
cstimada em cdmara hematimétrica, sendo ajustada a uma

concentragio tinal de 100 mithdes de espermatozoéides por
ml em todos os tratamentos.

Os diferentes "pools” sequencialmente foram
diluidos e processados seguindo os protocolos descritos por
COLAS (1975) e FISER et al. (1982), respectivamente,
diluidores INRA e TRIS/FRUTOSE, sendo acondicionados
em palhetas de 0,5ml.

A descongelacgao das palhetas for em banho-maria
a 37°C por 20 segundos. As avaliagdes procedidas foram: a
motilidade espermatica (MOT) em microscopia de contraste
de fase logo ap6s a descongelagdo, duas ¢ cinco horas apos;
a integridade acrossomaética (INTA) logo apds a descongela-
¢do e apods cinco horas de incubag¢do a 37°C em microscopia
de contraste de fase em amostras tixadas em formol salino
tamponado (HANCOCK, 1957). Foram avaliadas trés
palhetas em cada tratamento ¢ os valores de MOT ¢ INTA
em cada tempo de incubago apOs a descongelagao submeti-
dos a analise de variancia (SNEDECOR & COCHRAN,
1967).

No delineamento cxpernimental toram ajustados
dots modelos estatisticos. No modelo | foram considerados
além do tempo de incubacgio os efeitos principais da adigio
da trealose (g/100ml) em diferentes concentragdes (0; 2; 4,
6%), a formulacdo onginal do diluente (INRA; TRIS/FRU-
TOSE), a repeticido/bloco (1; 2; 3) em tuncao do dia da
congelagdo ¢ as interagdes de primeira ordem significativas
(P < 0,05) sobre a motilidade espermatica ¢ a integnidade
dos acrossomas. No modelo 2 foram inclutdos os efeitos do
tempo de incubacdo (0; 2; Sh), da quantidade de trealose (2,
4; 69%), da temperatura de sua adicdo ao diluente (4°C
30°C), da tormula do diluente (INRA; TRIS/FRUTOSE), da
repeticdo/bloco (15 2; 3) € das interagoes de primetra ordem
significativas sobre ambas as variavers medidas,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s3ao apresentados os quadrados
médios e nivers de significancia para os efeitos principais ¢
interacoces, considerando o modelo 1. O alvo desta anélise
for de verificar como se comportavam os dois diluidores
testados com a adicdo de trealose. De um modo geral a
adicao de trealose nao resultou em beneficio para a motih-
dade espermatica. Embora tenha sido verificada diterenga
(P<0,05), houve reducdo progressiva na motithidade a medida
que aumentava a concentragdo de trealose. No que diz
respeito a integridade acrossomdtica também ndo houve
beneficio com a adicdo de trealose nos dois diluentes. Os
efeitos Obvios como o tempo de incubagdo ¢ bloco foram
significativos tanto para MOT quanto para INTA. Pode ser
constatada diterenca (P < 0,01) para MOT entre os diluido-
res, facilmente explicavel pelos seus constituintes, com uma
superioridade em torno de 25% para o TRIS/FRUTOSE, que
apresenta composicdo mais completa, incluindo tampoes ¢
diversos agucares (FISER et al., 1982).
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As respostas diferenciais na motilidade espermati-
ca entre diluidores podem ser visualizadas mais adequada-
mente atraves das interagdes "diluente x adicio/concentra-
¢30" ¢ “diluente x tempo de incubacdo” (Figuras 1 ¢ 2).
Estes resultados indicam que efetivamente a composicao dos
diluentes ¢ um tema muito complexo, requerendo inGmeros
experimentos fatoriais para sua formulagio ¢ ndo a simples
adigdo de uma nova substéncias com propriedades crioprote-
toras.

Tabela 1. Resultados da analise de varidncia dos efeitos relativos a adigio
de trealose a diluentes de sémen ovino sobre a motilidade os-
permatica (MOT) e integridade acrossomética (INTA; Modelo 1).

MOT INTA
Fonte de variacdo =00 @—ceieees S,
QM GL oM L
Tempo de incubagio 3345,06%%x 2 3219,05*%%x |
Adgao/concent. trealose 137,67* 3 84,30ns 3
Diluente 3075,20%¥*x | 55,050s 1
Bloco 1194 87%*x 2 257,61 2
Diluente x Adkido
conc. trealose 235 83%x 3 ______ .
Diluente x bloco 884,39 2 -
Diluente x Tempo
de incubagdo 300,39 2 . §
Erro 45,44 110 51,72 76
ns P>0,05,* P < (,05; ** P < 0,01; *** P < 0,00}
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Figura 1. Motilidade cspermatica (médias ajustadas) para os dois diluentes
em cada concentracao d etrealose testada,
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A desperto dos resultados negativos da adicao da
trealose nos diluentes testados, o objetivo do modelo 2 to
de verificar se a temperatura em que a trealose for adiciona-
da nas tormulagoes com 2%, 4% ¢ 6% afetaria a MOT ¢ a
INTA. Os resultados da analise da varidncia (Tabela 2)
indicam que a temperatura de adicdo ateta significativa-
mente a MOT, com uma supenoridade em tormo de 8%
quando o dissacaridio for adicionado na temperatura de
30°C. O etetto diferencial sobre a MOT em funciao do
diluente € também importante apenas no diluidor INRA,
também culminando com maror % de células movers
quando adicionada a 30°C. Um aspecto interessante & que
tanto a MOT quanto a INTA sdo afetadas diferentemente
pela temperatura de adigdo ¢ concentracdo da trealose
adicionada (Figura 3).
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Figura 2. Motilidade espermatica (médias ajustadas) para os dois diluentes
em cada tempo de mcubagdo apos descongelagio.

Os padroes de variagao observados sugerem que a
trealose em concentragdes crescentes a partir de 2¢/100mi
pode ser detrimental tanto 3 motihidade espermatica quanto
a mtegridade acrossomadtica, poré¢m depende do diluente a
que for adicionada. De um modo geral estes resultados sao
stmilares aos obtidos pela adigdo de trealose ate 0,3% ao
diluidor BTS desenvolvido para o congelamento de sémen
suino em macrotubos (BORDIGNON, 1993), porém
contrastam com os de OLIVEIRA & MORAES (1991:
1993), que evidenciaram incremento na MOT com uma
concentragdo de 0,2% de trealose adicionada ao sémen
ovino congelado em peletes com o diluidor desenvolvido

por SALAMON (1970).
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Tabela 2. Resultados da an8lise de vanancia dos efeitos relativos a
temperatura de adigdo de trealose a diuentes de sémen ovino
sobre a motilidade espermatica (MOT) ¢ integridade acrosso-
matica (INTA; Modelo 2).

MOT INTA

Fonte de variagdo = —mememmmmemmmmmmmeee e

QM GL QM GL
Tempo de incubagao 2771,12%%x 2 2688, 89%** |
Concentragio trealose 49.01ns 2 61,.43ns 2
Temperatura de adigao 249,04 1 2,72ns |
Diluente 4057, 81¥¥* ] 16,06ns 1
Bloco 962,73%%*x D 163,72* 2
Diluente x coig. trealose 233, 84xF* 2 S— -
Diluente x bloco 1061,29%*x 2 — -
Diluente x Tempo de Incub.  249,73%** 2 oo -
Diluente x temp. de adigio  213,93% 1 e -
Temperatura x conc. trealose  164,56% 2 315,26* 2
Temperatura x bloco 130,45% 2 S ]
Bloco x tempo de mcubagdo  70,44* 4 0 e -
Bloco x cone. trealose 140,79%* 4 e _
Ero 27,28 80 44.42 62

ns P > 0,08, ¥ P < 0,08, ¥ P < (,01; ¥ P < (),001.

Os presentes resultados ndo recomendam a inclusao
da trealose visando incrementar a qualidade in vitre do
semen ovino congelado em palhetas nas concentragdes ¢
diluentes testados, no entanto, sugerem mailores estudos
quanto a um possivel efeito toxico da trealose ¢ possivels
interagoes com outros constituintes dos diluentes ja formula-
dos para o congelamento de sémen ovino.
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