UNIVERSIDADE PARA O DESENVOLVIMENTO DO ESTADO E DA REGIAO
DO PANTANAL-UNIDERP

SELEGAO ESPERMATICA DE OVINOS NA RAGA SANTA INEZ PARA
REPRODUGAO IN VITRO

Campo Grande-MS
2008



Eliana Cristina Fabreti Calciolari

SELEGAO ESPERMATICA DE OVINOS NA RAGA SANTA INEZ PARA
REPRODUGAO IN VITRO

Dissertagdo apresentada ao programa de Pés-Graduagdo em
nivel de Mestrado Profissionalizante em Produgdo e Gestado
Agroindustrial da Universidade para o Desenvolvimento do
Estado e da Regido do Pantanal, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Produgdo e Gestao

Agroindustrial.

Comité de Orientagao:
Profa. Dra. Orientadora landara Scherttert Silva
Prof. Dr. co-orientador Edison Rubens Arrabal Arias

Prof. Dr. co-orientador Fernando César Bauer

Campo Grande-MS
2008



FOLHA DE APROVACAO

Candidata: Katiuscia Diniz Goulart

Dissertacao defendida e aprovada em 25 de julho de 2008 pela Banca Examinadora:

Profa. Doutora Andrea Ferraz Fernandez (Orientadora)

Prof. Doutor Anor Victério Passari (FAIESP)

Prof. Doutor Fernando Paim Costa (UNIDERP)

Prof. Doutor Francisco de Assis Rolim Pereira
Coordenador do Programa de Pés-Graduacgao
em Producao e Gestao Agroindustrial

Prof. Doutor Raimundo Martins Filho
Pro-Reitor de Pesquisa e Pés-Graduacao da UNIDERP



DEDICATORIA

A todos aqueles que créem em Deus



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar, proteger e dar saude para conquistar os objetivos
almejados.

A minha familia, em especial aos meus pais Artur e Edna, pelo apoio e confianga.
Ao meu marido, Carlinhos, pelo amor, carinho e apoio nos momentos bons e
ruins.

A minha filha, Carla, que renunciou momentos, para que pudesse dedicar-me aos
estudos.

A professora, orientadora e amiga, landara Schettert Silva, pela oportunidade,
confianga e dedicagao para a realizagéo deste sonho.

Ao professor, co-orientador, Edison Rubens Arrabal Arias, pelo apoio estatistico
do experimento.

Ao professor, co-orientador, Fernando César Bauer, pelas contribuigdes.

Ao professor Raysildo Barbosa Lébo, pela orientagéo inicial, sua simplicidade e
sabedoria tornaram-se um exemplo a seguir

Ao professor Gete Ottano da Rosa, pela constante atencdo, meu respeito e eterna
gratidao.

A todos os professores do Mestrado de Producédo e Gestdo Agroindustrial, pela
contribuigdo no crescimento da ciéncia.

A todos os colegas e funcionarios do Mestrado da UNIDERP, que contribuiram de
alguma maneira para a realizagao deste experimento.

A colega e Médica Veterinaria Janaina Baggio, com a qual partilhei todas as

alegrias, tristezas e dificuldades da parceria para a realizagado do experimento.

A todas as pessoas que, de forma direta ou indireta, contribuiram para a

execucao desta dissertacao.

MUITO OBRIGADO!



SUMARIO

LISTADE FIGURAS . ...ttt et e e e e e e e e e e e e e nnnneee e s v
LISTADE QUADROS . ...ttt e e et e e e e e e b e eeaeeenes vi
LISTADE TABELAS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e as Vii
LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS.........cooieeeeieee e viii
RESUMO ...ttt ettt e e e e et e e e e e e s be e e e e e e snnaeeeeeeeeaanns iX
ABSTRACT .ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e — e e e e e e e e e e e e e e annnes X
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ee et eeeneeneenens 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ......oote ettt eeenn s 3
3. MATERIAL € METODO.........ciiieeieeeeeeee et en e te et eennens 8
3.1 Local e periodo dO eXperiMmentO........cocouu e eiiiiiieieiieee e 8

R DA N o 41 1= = T 8
3.3 ProCedimentOs. ......cooiiiiiiiiiiie s 8
3.3.1 Descongelamento dO SEMEN..........uvueiiiiiiii e 8

3.3.2 Diferentes propor¢des do gradiente descontinuo coloidal.................... 9

3.4 AvaliacOes dO eXPerimentO...........uu i iiiiii e e e e e 10

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........co e, 12
5. CONCLUSAO. ..ottt et e et ne e eae e 18
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiieeeeeeeeee e, 19



Figura1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Esquema da técnica do gradiente descontinuo coloidal
(GDC), distribuicdo da fase 90% e fase 45% formando a

Procedimento de montagem da coluna de gradiente coloidal
descontinuo (GDC). A) tubo cbdnico apresentando apenas a
fragdo de concentracdo a 90%. B) tubo apds acréscimo da

fragdo de concentragcdo @ 45%.......cceeeeeeiiiiiiiiiiin

Médias das concentragdes de espermatozdides totais,
moveis em tempo zero e moveis apdés 60 min. (M/ml =
milhdes por ml de pellet) apds selegdo em diferentes volumes
de coluna GDC.... ..o

Pipetagem do sémen ovino na coluna de gradiente coloidal

AESCONTINUO. ... eaaaas

09

14



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Distribuicdo dos volumes das fases de concentrgéao
90% e 45% na coluna descontinua coloidal para todos

os tratamentos de selegdo espermatica em

[0)Y/1 0 Lo 1T

QUADRO 2 - Distribuicdo das distancias percorridas, em milimetros
(mm), pelos espermatozoides em cada tratamento.
Considerando o volume total (fase de concentracdo

90% + fase de concentr¢ao 45%).........ccceevciviiiininnnnnen.

Vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Andlise de variancia da selegao espermatica em diferentes

TABELA 2 -

grandezas de coluna GDC. Campo Grande, Laboratorio de
FIV. do Centro Biotecnolégico da  UNIDERP,

Médias das concentracbes espermatozoides moéveis
(milhdes por ml de pellet) apés selecdo em diferentes
volumes de coluna GDC, nos tempos zero e sessenta

(00110101 (e - TTT TP UPRUPRPRRRURRN

Vii

13



LISTA DE SiIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

* mL — mililitro

* mm — milimetro

* L — microlitros

* MM — micrémetro

 °C — grau centigrado

* CO, — di6xido de carbono

* FIV — Fertilizac&o in vitro

» GDC - gradiente descontinuo coloidal
* M/mL — milhdes por mililitro
* PIV — producéo in vitro

* RA — reproducéo assistida
* RPM - rotagdo por minuto
» Seg — segundos

* ® — marca registrada

viii



RESUMO

Com a finalidade de identificar os fatores que contribuem para a selecdo e
capacitacdo de espermatozdides in vitro de ovinos, o objetivo do experimentoo foi
verificar a eficiéncia do método de gradiente descontinuo coloidal (GDC), usando
diferentes volumes de meio, proporcionando diferentes tamanhos de coluna GDC.
As atividades experimentais foram realizadas no laboratério de FIV do Centro
Biotecnoldgico, localizado no campus Il da Universidade para o Desenvolvimento
do Estado e da Regido do Pantanal-UNIDERP, em Campo Grande — MS. Foram
efetuadas em sémen congelado da raga Santa Inéz. A eficiéncia foi verificada
através da analise do pellet, observando a concentragcdo de espermatozdides
viaveis. Constatou-se que houve melhores resultados utilizando os volumes de
0,600 mL a 90% de meio coloidal + 0,600 mL a 45% de meio coloidal e 0,700 mL
a 90% de meio coloidal + 0,700 mL a 45% de meio coloidal, ndo havendo

diferencgas significativas entre eles.

Palavras-chave: biotécnica, FIV, ovino, reprodugéo, PIV, sémen.



ABSTRACT

In order to identify the factors that contribute for selection and capacitation sperm's
sheep in vitro, the objective in the experiment was to verify the efficiency of the
method of colloidal discontinuous gradient (CGD), using different volumes of
reagent, providing different sizes of CGD column. Activities experimental were
performed in the laboratorio de FIV do Centro Biotecnologico, localizado no
campus lll da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do
Pantanal-UNIDERP, em Campo Grande — MS. Were held in frozen semen of
racial Santa Inez. Its efficiency was verified by pellet analysis, noting the
concentration of viable sperm. It was observed that there were better results using
the volumes of 0,600 mL to 90% of colloidal reagent + 0,600 mL to 45% of reagent
colloidal and the volumes of 0,700 mL to 90% of colloidal reagent + 0,700 mL to
45% of reagent colloidal and wasn't observed significant differences between

them.

Keywords: biotechnical, IVF, IVP, reproduction, semen, sheep.



1. INTRODUGAO

A ovinocultura representa um grande potencial para o desenvolvimento
econdmico e vem apresentando um ciclo de crescimento mundial. Esse
crescimento tem sido intensificado, sobretudo nos paises em desenvolvimento,
nos ultimos anos, que sado detentores dos maiores rebanhos. Para acelerar o
crescimento da produtividade, o investimento na biotecnologia de ponta em
producao animal é respaldado pelo fato que o Brasil € lider em biodiversidade e o

mercado interno de carne e leite estao entre o trés maiores mercado do mundo.

O melhoramento genético é parte importante na garantia da utilizagéao

de recursos e ferramentas para o incremento da produtividade (Silva, 1983).

Conforme Machado (2007), as medidas relacionadas a reprodugéo sao
necessarias ao desempenho zootécnico e econdémico, resultando em aumento

das taxas de paricéo e de prolificidade.

No que diz respeito aos programas de melhoramento genético, a
utilizacdo das biotécnicas de reproducdo tém possibilitado um crescimento
qualitativo na produgdo, por garantir a selecdo e proliferagdo de animais
geneticamente superiores. Entre a biotécnicas de reproducdo a produgéo in vitro

(PIV) de embrides, segundo Bernardi (2005), ainda estd em fase de



desenvolvimento, mas os estudos efetuados com a espécie ovina resultaram em
contribui¢cdes significativas para a PIV de embrides de outras espécies, além de
possuir bom potencial para a aplicagdo no melhoramento genético de rebanhos,
producao de clones e animais transgénicos. Neste contexto, Hammerstedt (1996)
declarou que a determinagao dos aspectos qualitativos do sémen se constitui num
processo critico na tomada de decisdes para a sele¢cao de reprodutores. Com isso
€ possivel garantir o desenvolvimento de testes laboratoriais mais especificos

com o objetivo de elucidar a funcionalidade espermatica.

Pérez (1996) afirmou que os espermatozdides dos mamiferos apos a
ejaculacédo ndo séo capazes de fecundar os odcitos, mesmo quando apresentam
motilidade e aparente normalidade morfolégica, capacidade que adquire no trato

genital feminino em um processo denominado capacitagdo espermatica.

A capacitagdo espermatica esta relacionada a mudangas fisiologicas e
bioquimicas da membrana plasmatica dos espermatozdides para que ocorram
interacdes entre os eles e os odcitos. Entre os processos envolvidos podem-se
verificar modificacbes como da fluidez da membrana, do fluxo de ions, entre
outros (GORDON, 1994; BAZER et al., 1995; HARRISON, 1996).

Identificar os fatores que contribuem para a sele¢cao e capacitacdo de
espermatozoides in vitro e o estabelecimento dos procedimentos que permitam
reduzir sua variagdo desses itens foi o objetivo deste trabalho de selegao

espermatica de ovinos na raga Santa Inéz para reproducao in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

O estabelecimento de programas de melhoria da produtividade,
mediante o uso de estratégias de racionalizacdo de manejo e de melhoramento
genético garante um modelo empresarial e propde recursos para estabelecer um
melhor perfil de ragas locais. Silva (1983), € de opinidao de que em certos casos,
racas substitutas tém comportamento menos eficiente no novo ambiente. Matos e
Bettencourt (1995) estdo de acordo com tais assertivas, ao declararem que
devido a esses condicionalismos, assisti-se, na ultima década, a novas
orientagdes quanto a exploragao de gendtipos locais de animais domésticos em
vias de extingado, que se prendem com a sua caracterizagao global e conservagao

genética.

De acordo com Machado (2007), o programa de melhoria produtiva
consta de medidas relacionadas a reprodugdo dos animais e que intentam a
melhoria do desempenho zootécnico e econdémico do rebanho. Assim, os seus
objetivos especificos sdo: aumentar as taxas de paricdo e de prolificidade
(numero de crias nascidas por parto), bem como acelerar os acasalamentos e a
entrada em reprodugao das borregas. Adicionalmente, contribui para a redugao
na taxa de mortalidade dos cordeiros. E fundamentado pelo conhecimento da
fisiologia reprodutiva da espécie, da selecdo de animais para reprodugao
(matrizes e reprodutores), dos sistemas de acasalamento (monta natural e

reproducgao assistida) e do diagnostico de prenhez.



Dentro dos programas de melhoramento genético, as biotécnicas da
reproducdo tém possibilitado um verdadeiro avango qualitativo na producdo, em
especial, por facilitar a selecdo e multiplicacdo de animais geneticamente
superiores. Segundo Bernardi (2005), a producgao in vitro de embrides (PIV) em
ovinos ainda mantém um carater experimental acentuado, mas dos estudos
efetuados com a espécie ovina resultaram contribuigdes significativas para a PIV
de embrides de outras espécies, principalmente no que diz respeito aos sistemas
de cultivo in vitro. O autor afirma que os beneficios do co-cultivo de embrides com
células do oviduto e da redugado da concentracdo de oxigénio foram constatados
com embrides ovinos e, posteriormente, utilizados com embrides de outras
espécies de interesse zootécnico. Além da possivel fonte de embrides para
pesquisas basicas de biologia e fisiologia do desenvolvimento, a produgao in vitro
de embrides ovinos apresenta bom potencial para a aplicagdo no melhoramento
genético de rebanhos ovinos, bem como na produgdo de clones e animais

transgénicos.

A reproducdo assistida (RA) é um conjunto de sistemas de
acasalamento que serve de ferramenta para a disseminagdo de caracteristicas
produtivas de animais de elite para uma populagdo de ovinos. Assim, segundo
Machado (2007), o ganho genético nos rebanhos pode ser acelerado.

O reprodutor como parte imprescindivel a cadeia de produgcédo animal
deve apresentar eficiente potencial de fertilidade in vitro e in vivo, ou seja,
capacidade de fecundacgado. Em particular, o potencial reprodutivo in vitro é cada
vez mais utilizado para garantir a rapida transmissao de caracteristicas produtivas
desejaveis. Nesse sentido, Martins et al (2000) relataram que tem-se procurado,
por intermédio das técnicas de reproducao assistida, testar e utilizar todas as
estruturas celulares espermaticas que possam apresentar capacidade
fecundante, tais como as células primordiais oriundas dos tubulos seminiferos.
Nesse mesmo contexto, foi relatada por Kikuchi et al (1998), a utilizagdo de
espermatozoides epididimais e ejaculados. Entretanto, para o sucesso destas
técnicas, sao imprescindiveis que se conhecam os fatores e mecanismos
envolvidos na sua capacidade fecundante, desde a formacéo até a saida através

do ejaculado.



Hammerstedt (1996), também afirmou que a determinacdo dos
aspectos qualitativos do sémen se constitui num processo critico na tomada de
decisbes para a selegcao de reprodutores. Isso tem permitido um verdadeiro
progresso, especialmente nas Uultimas décadas, na adaptacdo de testes
laboratoriais mais especificos com o objetivo de elucidar a funcionalidade
espermatica, a partir da relacdo entre certas caracteristicas estruturais e

capacidade fecundante.

Na reprodugdo assistida (RA), de alta complexidade, como a
fertilizacao in vitro, com ou sem micromanipulagao de gametas, deve-se realizar o
processamento dos espermatozoides no laboratorio, para separar os gametas
viaveis, remover toxinas e contaminantes, ou para melhorar o potencial fértil.
Conforme Pérez (1996), a capacitagcao espermatica esta relacionada a mudancas
fisiologicas e bioquimicas da membrana plasmatica dos espermatozdides para
que ocorram interagdes com 0s odcitos. Entre os processos envolvidos podem-se

verificar modificacbes como fluidez da membrana e fluxo de ions.

Mesmo hoje, ap6s mais de cinqlienta anos da descoberta da
capacitacdo, as bases moleculares nido foram totalmente entendidas. Os
primeiros relatos foram documentados por Austin (1952), da necessidade da
capacitacao em evidéncias experimentais em coelhos e ratos, e também Bedford
e Chang (1983), concordaram com a importancia da necessidade de capacitagéo

espermatica antes de fertilizagdo, em mamiferos.

Bernardi (2005), em seu trabalho de producgéo in vitro de embrides
(PIV) de ovinos, citou que o cultivo in vitro de embrides € uma ferramenta para
melhoramento genético de rebanhos, dependente de avangos biotecnolégicos.
Entre esses, identificar os fatores que contribuem para as diferencas entre
machos, em termos de capacitacdo e fecundacdo, assim como estabelecer
protocolos que permitam reduzir essa variacdo, encontra-se entre os mais

prioritarios.

De acordo com Holm et al. (1994), a FIV pode ser realizada com sémen
fresco ou congelado. No entanto, o sémen fresco é utilizado principalmente

quando machos de fertilidade comprovada estdo disponiveis para a coleta. Sua



utilizagdo apresenta os inconvenientes da necessidade de coletar o(s) macho(s) a
cada FIV e da utilizag&o restrita ao grupo de pesquisadores que dispdéem desses
machos. A partir do relato de sucesso e da praticidade do uso de sémen

congelado o mesmo foi incluido na maioria dos protocolos.

Segundo Parrish et al.(1995), apds o descongelamento, para captura
de espermatozdides viaveis de bovinos, o sémen é depositado sobre gradiente de
Percoll, consistindo de 2 mL de Percoll 45% e 2 mL de Percoll 90%, previamente
preparado e incubado a 39°C a 5% de CO2 em ar, por, no minimo 1h. Mais
especificamente, Fernandes (2005) utilizou esta mesma propor¢gdo em touros
nelore, procedendo a centrifugagcdo a 700 g por 20 minutos a 30°C. Em seguida
retirou o sobrenadante e ressuspendeu o pellet com 2 mL de TALP-sp. Na
sequéncia, procedeu a nova centrifugagdo a 700 g por 5 minutos a 30°C, seguido
de ressuspensao com meio de fecundacido. Nesta etapa, uma amostra de sémen
diluido em solugao de fecundacao foi retirada para avaliagdo das caracteristicas
seminais poés-gradiente de Percoll, sendo que o restante foi usado para

fertilizac&o in vitro.

O descongelamento seminal pode ser um fator relevante para o sucesso
da capacitacdo, pois pode influenciar na concentracdo de partida de
espermatozoides viaveis do sémen e afetar diretamente, em proporgcdo, o
resultado final. Diferentes autores verificaram este comprometimento. Borg et al.
(1997) compararam o descongelamento do sémen equino a 75°C e a 37°C e nao
encontraram diferengcas na motilidade espermatica e na porcentagem de
espermatozoides vivos. Vidament et al. (2001) estudaram a motilidade
espermatica do sémen equino descongelado a diversas temperaturas e tempos
de descongelamento (37°C e 30seg, 50°C e 10seg, 50°C e 20seg, 60°C e 10seq,
75°C e 5seg, 75°C e 10seg e 75°C e 15seg) e observaram diferenga para o
descongelamento a 75°C e 15 segundos, que diferiu dos demais, quando a

motilidade era zero.

A importancia da eficiéncia no descongelamento é também abordada
por Soler et al. (2003) que demonstraram os efeitos da viabilidade e fertilidade de

espermatozoides epididimais criopreservados de cervideos, descongelados em



diferentes protocolos de descongelamento (37°C por 20 segundos; 60°C por 8
segundos; 70°C por 5 segundos). Os autores observaram que o primeiro
protocolo de descongelamento é o mais adequado. Por outro lado, Furst et al.
( 2005) verificaram que taxa de motilidade total do sémen congelado de equino,
com resfriamento prévio foi superior (P<0,05) a do protocolo sem resfriamento,
tanto no descongelamento a 75°C (44,0% versus 24,5%), quanto a 37°C (46,7%
versus 25,20%). Mas dentro de cada protocolo, a temperatura de

descongelamento (75°C ou 37°C) nao afetou (P>0,05) a taxa de motilidade total.



3. MATERIAL E METODO

3.1 Local e periodo do experimento

As atividades experimentais foram conduzidas no Laboratério de FIV
do Centro Biotecnoldgico, localizado no Campus Ill da Universidade para o
Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal-UNIDERP. O periodo

experimental ocorreu durante o més de novembro de 2007.
3.2 Amostras

Foram utilizadas 39 palhetas de sémen congeladas de ovino da raga

Santa Inéz, todos do mesmo doador, lote e partida.
3.3 Procedimentos
3.3.1 Descongelamento do sémen:

O experimento foi realizado a partir de paletas de sémen congelado de

ovinos, eram descongelados em banho-maria a 36°C por 10 seg.



3.3.2 Diferentes proporcoes do gradiente descontinuo coloidal:

Apds descongelamento, o sémen de ovino era submetido a coluna
GDC em duas camadas: concentracbes 90% e 45% respectivamente, com 13

tratamentos de proporc¢des (volume e distancia), conforme Quadros 1 e 2.

Foram realizadas trés repeticdes, para cada uma das quais, 13 tubos
(tratamentos) foram utilizados. Era previamente enriquecido e preparado a coluna
de GDC e os tubos incubados a 37°C a 5% de CO, em ar por, no minimo 30 min.
Conforme Figura 1, em cada tubo foi distribuida primeiro a fragdo com gradiente
mais denso na porgao inferior ( concentragdo 90%) e depois com gradiente
menos denso ( concentragédo 45%), de modo que formou uma interface entre eles.
O sémen descongelado era depositado, delicadamente, sobre o gradiente
superior, formando outra interface e era centrifugado a 1500 rpm por 30 minutos
para impulsionar os espermatozoides através das camadas de densidades
diferentes, separando-os, assim, do plasma seminal, outros elementos celulares e
provocando as mudangas bioquimicas e fisiolégicas. Ao final do processo, no
fundo do tubo, adquiria-se um pellet com essa fragdo de espermatozoides viaveis.

A camada superior era removida e descartada e esse pellet era submetido a

avaliacao.
Inicial Final
Sémen [—
Fase concentracdo 45% GDC ' Fase concentracdo 45% GDC

Centrifugag&o

Fase concentracdo 90% GDC Fase concentracdo 90% GDC

Pellet

Figura 1 - Esquema da técnica do gradiente descontinuo coloidal (GDC),
distribuicao da fase 90% e fase 45% formando a coluna.
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QUADRO 1 - Distribuicdao dos volumes das fases de concentragées 90%

e 45% na coluna descontinua coloidal para todos os
tratamentos de sele¢ao espermatica em ovinos.
Tratamento Volume Fase 90% Volume Fase 45%

1 0,300 mL 0,300 mL

2 0,400 mL 0,400 mL

3 0,500 mL 0,500 mL

4 0,600 mL 0,600 mL

5 0,700 mL 0,700 mL

6 0,800 mL 0,800 mL

7 0,900 mL 0,900 mL

8 1,000 mL 1,000 mL

9 1,200 mL 1,200 mL

10 1,400 mL 1,400 mL

11 1,600 mL 1,600 mL

12 1,800 mL 1,800 mL

13 2,000 mL 2,000 mL

3.4 Avaliagoes do Experimento

Logo apdés a capacitagao, no tempo zero e apos 60 min. foram

realizadas as analises do pellet, avaliando as concentragdes totais e moveis dos

espermatozoides. O pellet e todo material utilizado na avaliagdo eram mantidas a

temperatura de 37°C para garantir suas caracteristicas.

A concentracdo total foi realizada através da diluicdo do pellet em agua

destilada, na proporcéo 1:6 e as células espermaticas foram contadas em camara

de Neubauer, em microscopia Optica a 400x. A concentragéo total foi expressa em

milhdes por ml de pellet.
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QUADRO 2 - Distribuicao das disténcias percorridas, em milimetros (mm),
pelos espermatozdéides em cada tratamento. Considerando o
volume total (fase de concentragcao 90% + fase de concentragao

45%).

Tratamento Volume Total Distancia percorrida
1 0,600 ml 15 mm
2 0,800 ml 18 mm
3 1,000 ml 19 mm
4 1,200 ml 20 mm
5 1,400 ml 21 mm
6 1,600 ml 24 mm
7 1,800 ml 25 mm
8 2,000 ml 26 mm
9 2,400 ml 29 mm
10 2,800 ml 32 mm
11 3,200 ml 34 mm
12 3,600 ml 37 mm
13 4,000 ml 40 mm

As concentragdes de espermatozoides moveis foram realizadas diluindo

o pellet em meio sémen na proporcao 1:6, foram colocadas entre lamina e

laminula, em microscopia 6ptica a 100x. Para analise da motilidade, foi observada

em 200 células espermaticas a quantidade de células moveis, foi transformada

em percentagem e calculada a concentragdo em milhdes por ml, através do

resultado da concentracao total.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da analise de variancia e do teste de comparacao de
médias oriundos dos tratamentos encontram-se retratados nas Tabelas 1 e 2.
Verifica-se que o coeficiente de variagao foi baixo (inferior a 1%) indicando uma
otima precisdo experimental. Um dos fatores para o éxito experimental foi a
manutencdo de temperatura especifica a 36°C por 10 segundos no
descongelamento das palhetas, o qual manteve a concentragdo de partida dos
espermatozoides viaveis do sémen e diretamente, em proporgdo no resultado
final. Importancia que foram abordadas por Borg et al. (1997), ao compararem o
descongelamento do sémen equino, por Vidament et al. (2001), ao estudarem a
motilidade espermatica do sémen equino descongelado a diversas temperaturas e
tempos de descongelamento, por Soler et al. (2003), que demonstraram os efeitos
da viabilidade e fertilidade de espermatozoides epididimais criopreservados de
cervideos, descongelados em diferentes protocolos de descongelamento e por
First et al. (2005), quando verificaram a taxa de motilidade total do sémen

equino congelado em diferentes protocolos.

Os resultados dessa pesquisa comprovaram a eficiéncia do uso de sémen
congelado, concordando com Holm et al. ( 1994), que afirmaram o sucesso e a

praticidade do uso de sémen congelado na FIV.
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TABELA 1- Analise de variancia da avaliagao da selegdao espermatica em
diferentes grandezas de coluna GDC. Campo Grande,
Laboratério de FIV do Centro Biotecnoldégico da UNIDERP, 2007.

Capacitacao espermatica

FV G.L. Q.M. tempo zero Q.M. 60 minutos
Volume da coluna 12 3965,003** 594,406**
Repeticao 2 0,646 "* 0,008**
Erro 24 0,374 0,072
Total 38
Média 70,30 33,718
C.V. (%) 0,87 0,79

** ¢ "% significativo & 1% e n&o significativo a 5% pelo teste F.

TABELA 2 - Médias das concentragées espermatozéides moveis (milhoes
por ml de pellet) apés selegdao em diferentes volumes de coluna
GDC, nos tempos zero e sessenta minutos.

fase 90%+45%(mL) Tempo Zero 60 minutos
0,600 96,97 D 53,83 A
0,800 102,70 C 51,33 B
1,000 108,00 B 49,10 C
1,200 113,10 A 46,57 D
1,400 114,20 A 40,77 E
1,600 89,00 E 36,63 F
1,800 75,77 F 3443 G
2,000 63,93 G 31,97 H
2,400 44,27 H 24,60 I
2,800 35,73 [ 22,33 J
3,200 28,23 J 16,17 K
3,600 22,90 K 15,30 L
4,000 19,13 L 15,30 L

Média 70,295 33,718
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Pode-se verificar, pelo teste de comparagao de médias, a indicagao de
associagao entre a grandeza da coluna e as concentragdes de espermatozdides

moveis finais.

Na avaliagcdo da motilidade espermatica, apds a finalizagdo do
processo de selegao in vitro, foram comparadas as médias pelo teste de Tukey e
foi observado nos tratamentos onde a coluna total era 1,200 mL e 1,400 mL os

melhores resultados, conforme demonstrado na Tabela 2.

Ha a necessidade de estudos e realizacbes das FIV para verificar
pontos de interrogagdo, como os tratamento com volume total da coluna 0,600
mL, 0,800 mL e 1,000 mL em que a propor¢cao de espermatozoides moveis, em
relacédo ao total foi menor em comparagéo com os tratamentos onde a coluna total
eram 1,200 mL e 1,400 mL, no entanto ap6s 60 min , foi observado uma maior

resisténcia, isto €, uma degradagao menor dos espermatozdéides selecionados.

Figura 2 -Procedimento de montagem da coluna GDC. A) tubo cénico
apresentando apenas a fragdo de concentragao a 90%. B) tubo
conico apdés acréscimo da fragao de concentragao a 45%.
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Conforme Hammerstedt (1996), sobre a importancia de testes
laboratoriais com o objetivo de elucidar a funcionalidade espermatica e facilitar
nas tomadas de decisdes. Os resultados desse experimento garantem uma
melhor eficacia na utilizacdo dos tratamentos onde a coluna total era 1,200 mL e
1,400 mL ( Figura 3).

No entanto, na avaliacdo da motilidade espermatica apés 60 min. da
finalizacdo do processo de selecao in vitro, foram comparadas as médias pelo
teste de Tukey e foi observado um padrao decrescente nos resultados, tendéncia

que pode ser observada nos resultados apresentados na Tabela 2.

No tempo zero, a propor¢cao de espermatozéides moveis em relagdo ao
numero total de espermatozoides foi crescente até o tratamento 5, e a partir dai,
decrescente até o tratamento 13. No entanto, apés 60 min. observou-se que a
proporcdo de espermatozdéides moveis em relagdo ao total foi sempre
decrescente (Figura 3).

Selecdo de Espematozoides ovinos

T 250
= 200 4
& 150
5
_E 100
§ 30 -
E 0 T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 G Fi 8 g 10 11 12 13
Tratamentos
1 2 3 4 5 G Fi & o 10 | 11 ] 12 | 13
OCONC. TOTAL 215 | 205 [ 196 | 186 [ 163 | 149 | 138 (126 |96.4 |89.3 (80.7| 76,3(76.5
ECOMC MOVEIS 0 | 97 | 103 | 108 [ 113 | 114 | 89 |75.8|63.9 (44.3(35.7(28.2|22.9(19.1
OCONC. MOVEIS B0'|53.8|51.3(40.1(4565|40.8|36.6(344| 32 |24 6(22.3|16.2(15.3|15.3

Figura 3- Médias das concentragoes de espermatozdéides totais, moéveis em
tempo zero e méveis apos 60 min. (M/ml = milhées por ml de pellet)
apos selecao em diferentes volumes de coluna de GCD.
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A distancia percorrida pelos espermatozoides no gradiente coloidal,
inicia-se com aproximadamente 15 mm no tratamento 1, aumentando
constantemente até o tratamento 13, onde chega a percorrer uma distancia de
aproximadamente 40 mm. A distribuicdo das distancias percorridas em cada
tratamento pode ser observado no quadro 2. Levando em consideracdo o
tamanho das células espermaticas, aproximadamente 50 um, estes percorrem

distancias 300 a 800 vezes seu tamanho.

Figura 4 — Pipetagem do sémen ovino na coluna de gradiente coloidal
descontinuo.

Em comparagao com os protocolos descritos por Parrish et al.(1995) e
por Fernandes (2005), para capacitacao de espermatozéides bovinos e touro
nelore, em que o sémen é depositado sobre gradiente de Percoll® consistindo de
2 mL de Percoll® 45% e 2 mL de Percoll 90%, o experimento demonstrou que
estas proporgdes de coluna GCD nao propdéem os melhores resultados para
ovinos, e ainda neste caso, estabelece uma grande economia, Ja que o0s
tratamentos 4 e 5 podem sao executados respectivamente com apenas 0,6 mL da
concentragao 45% e 0,6 mL da concentr¢ao 90%, e 0,7 mL da concentragéao 45%

e 0,7 mL da concentracao 90% (Figura 4).
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Tendo em vista que no experimento foi utilizado apenas sémen da raca
Santa Inéz, faz-se necessario comparar os resultados em outras ragcas de ovinos,

para verificar se ha efeito genotipico que possa diferir nos resultados.



5. CONCLUSOES

Diante das condigdes experimentais e com base nos resultados

obtidos, pode-se concluir que:

A producao in vitro de embrides a partir de sémen congelado de ovinos, é eficaz

na obtencao de espermatozoéides com alta motilidade.

Os melhores resultados para selecdo de espermatozoides em ovinos da raca
Santa Inez, ocorrem através das colunas com volume total de GDC de 1,200 mL e
1,400 mL.
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