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Resumo

A criopreservacdo de sémen tem trazido efeitos benéficos em programas de
melhoramento animal. O uso da gelatina pode minimizar as crioinjurias no
sémen criopreservado. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
adicdo de gelatina na qualidade e fertilidade do sémen ovino congelado. Foram
utilizados seis carneiros e 92 ovelhas da ragca Santa Inés. Amostras de sémen
foram diluidas sem (controle) e com (tratamento) adicdo de gelatina a 1,5%
ao meio, envasadas em palhetas de 0,25 mL, congeladas automaticamente
e, submetidas as seguintes avaliacdes: cinética espermdtica pela analise
computadorizada de sémen (SCA®), integridades das membranas plasmatica
e acrossomal utilizando o microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i, e
taxa de prenhez apés inseminacdo transcervical em tempo fixo em ovelhas
submetidas a sincronizacdo do estro. Conclui-se que a adicdo da gelatina nao
melhora a qualidade e fertilidade do sémen congelado de ovinos e que, apesar
dos prejuizos observados na cinética, estes ndo se refletiram em diminuicdo da
fertilidade a inseminacao artificial.
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Introducéao

A biotecnologia tem sido de grande importancia na reproducdo animal,
tendo as técnicas de criopreservacdo de sémen trazido resultados benéficos em
programas de melhoramento animal. (WATSON, 2000).

A manutencdo da qualidade do sémen durante a congelacdo depende
dentre outras coisas da capacidade do diluidor em promover um ambiente
apropriado para o espermatozdide (ROCA et al., 2000). No processo de
criopreservacdo, a célula espermatica estd vulnerdvel ao choque térmico entre
15 e 5° C, faixa em que uma velocidade rapida de refrigeracdo induz a danos
irreversiveis a sua motilidade e capacidade fertilizante (WATSON, 2000), e
entre -5 e -10 °C, inicia-se a formacao de cristais de gelo no meio extracelular,
alterando o equilibrio osmético e ocasionando a desidratacédo celular (SQUIRES,
1999). A viabilidade e um maior tempo de sobrevivéncia dos espermatozdides da
espécie ovina requerem diluidores que permitam uma maior protecdo das células
espermaticas, o meio diluidor conhecido como glicina-gema-leite (GGL) tem sido
testado e mostrado eficiéncia na preservacdo do sémen de ovinos (GONZALEZ,
1996). O experimento foi realizado com objetivo de avaliar a adicdo de gelatina
na qualidade e fertilidade do sémen ovino congelado.

Material e Métodos

Para o experimento foram selecionados seis carneiros e 92 ovelhas
da raca Santa Inés. Os carneiros selecionados foram submetidos a uma série
de coletas de sémen por meio de vagina artificial. As amostras com motilidade
acima de 70% foram utilizadas para formacdo de um pool. Posteriormente,
aliquotas de sémen foram transferidas para tubos de ensaio previamente
aquecidos contendo os meios diluidores a base de Glicina-Gema-Leite (controle:
pH- 7,0; osmolaridade- 1400 mOsm/L) e Glicina-Gema-Leite com gelatina (pH-
6,9; osmolaridade- 1590 mOsm/L) (GONZALEZ, 1996). Apdés a diluicdo as
amostras de sémen diluido foram envasadas em palhetas de 0,25 mL (com 100
x 10°% espermatozoéides por palheta) e foram congeladas utilizando-se a maquina
TK® 4000.

A avaliacdo da motilidade espermatica foi realizada pelo sistema
computadorizado de andlise de sémen - SCA°. Analise da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal foram realizadas sob microscopia
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epifluorescente, pela associacdo de diacetato de carboxifluoresceina e iodeto
de propidio, seguindo a técnica descrita por Harrison e Vickers (1990). Os
tratamentos foram avaliados quando a fertilidade in vivo apds inseminacao
artificial (IA). Para tanto, 92 ovelhas foram divididas aleatoriamente entre os
grupos experimentais.

Para as anélises estatisticas dos dados /in vitro utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade. Os dados normais foram submetidos
a ANOVA pelo método de General Linear Model (GLM) e os dados ndo normais
pelo teste nao-paramétrico de Wilcoxon. A taxa de prenhez foi analisada pelo
teste ndo-paramétrico de Qui-quadrado. Utilizou-se o nivel de significancia de
5% utilizando recursos computacionais do software SPSS 15.0.

Resultados e Discussao

Os resultados das avaliacdes /in vitro do sémen congelado viabilidade
espermatica, integridade das membranas plasmatica e acrossomal estao
apresentados na Tabela 1. Ndo houve diferenca (p>0,05) nesses parametros
entre o grupo controle e tratado com gelatina.

Tabela 1. Avaliacdo in vitro (média + desvio padrdo) do sémen ovino Santa Inés tratado

com gelatina e congelado.

Viabilidade espermatica (VE, %) 43,0 £ 15,3 45,6 + 21,9
Integridade da membrana plasmatica (IMP, %) 30,4 + 17,9 37,2 + 24,4
Integridade da membrana acrossomal (IMAP, %) 56,1 + 21,4 62,0 + 23,1

Nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05)

Os resultados da avaliacdo in vitro referente a analise computadorizada
da cinética espermatica do sémen congelado estdo apresentados na Tabela 2.
A adicao da gelatina ao meio diluidor diminuiu (p<0,05) a MP, VCL, VSL, VAP
e o ALH. Os parametros, MT, STR, LIN e BCF nao apresentaram diferencas
(p>0,05) entre o grupo controle e gelatina.
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Tabela 1. Avaliacdo in vitro (média = desvio padrdo) do sémen ovino Santa Inés tratado
com gelatina e congelado.

Motilidade total (MT, %) 90,6 + 6,7 84,6 + 12,2
Motilidade progressiva (MP, %) 37,9 = 9,2a 30,6 + 11,3b
Velocidade curvilinear (VCL, Im/s) 269,1 + 48,6a 220,8 + 61,3b
Velocidade em linha reta (VSL, Im/s) 165,7 + 40,8a 135,1 = 44,9b
Velocidade média do percurso (VAP, Im/s) 209,5 + 43,6 173,0 + 52,6b
Linearidade (LIN, %) 61,4 + 8,1 60,6 + 8,9
Retilinearidade (STR, %) 78,6 + 4,9 77,4 + 6,6
&Taht;:;e do deslocamento lateral da cabeca 2,8 + 0,5a 2,5 +04b
Frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF, Hz) 45,9 + 4,5 43,3 + 4,2

Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada parametro avaliado, indicam diferen-
cas entre meios diluidores (p<0,05).

Na andlise in vivo, a adicdo da gelatina ao meio diluidor nao
influenciou (p>0,05) a taxa de prenhez: 19,6% (9/46) vs. 21,7% (10/46) para
o grupo inseminado com sémen congelado aditivado da gelatina e controle,
respectivamente.

A adicao de gelatina ndo promove nenhum incremento qualitativo ao
sémen congelado de ovinos. Os poucos estudos que tém testado a adicdo da
gelatina ao sémen congelado tém mostrado que ela nao traz beneficios em ovinos
(SCHIAVON et al., 2006) e coelhos (CORTELL; VIUDES DE CASTRO, 2008).
Neste estudo, o diluidor com gelatina apresentou maior osmolaridade (1590
mOsm) que o controle (1400 mOsm). Este pode ser um dos fatores responsaveis
pelas diferencas observadas nos parametros de cinética espermatica.

Conclusoes

A adicdo da gelatina ndo melhora a qualidade do sémen congelado e
taxa fertilidade de ovinos.
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