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1. Introducéo

O uso de biotecnologias aplicadas a reproducéo foram introduzidas na
ovinocultura com o objetivo de acelerar o ganho genético, visando o incremento da
eficiéncia reprodutiva (Smith, 1986). Segundo Maxwell e Salamon (1993), os varios
diluentes utilizados para a conservacdo do sémen ovino resfriado a 4° ou 15°C nédo
permitem um armazenamento prolongado, sendo a sua utilizacdo limitada ha 48
horas para obtencdo de boas taxas de fertilidade. Apdés 12-24 horas de
armazenamento, o poder fecundante do sémen diminui (30% ou mais) e,
consequentemente, a fertilidade apds a inseminacao artificial.

Assim se faz necessaria a busca por substratos que quando adicionados ao
diluente melhorem suas caracteristicas e consigam manter as células espermaticas
viaveis por um periodo de tempo mais prolongado. Uma alternativa para a
conservacdo do sémen é a utilizacao de extrato de propolis verde incorporado ao
diluente, se diferenciando por ser de origem natural. A propolis possui um amplo
espectro de atividades biolégicas, tais como antibibtica, antifingica, antiviral, anti-
inflamatoria, antitumoral e efeitos antioxidantes (Castilho et al, 2009). Resultados
evidenciam que o efeito protetor exibido por este composto natural aos
espermatozoides humanos esta relacionado, pelo menos em parte, pela capacidade
antioxidante de seus ativos componentes, demonstrando possuir a capacidade de
proteger a membrana do espermatozoide a partir da acdo deletéria do ataque
oxidativo reduzindo a peroxidacéo lipidica (Russo et al, 2006).

A manutencao da viabilidade e um maior tempo de sobrevivéncia das células
espermaticas requerem diluentes que promovam uma maior protecdo a membrana
celular, exercendo um papel fundamental na conservagao do sémen no processo de
refrigeracdo (Figueirédo, 2006; Figueirédo et al., 2007). A adicdo de prépolis mostra
ser uma alternativa para que possa se obter esses resultados. Este trabalho
objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragbes de propolis ao diluente para
sémen ovino refrigerado.

2. Material e Métodos

Foram utilizados 4 carneiros com fertilidade conhecida, realizando-se 10
coletas de sémen para cada macho, através do método de coleta por vagina artificial
totalizando 40 ejaculados. Foram avaliados os parametros de motilidade e vigor
espermatico, durante os periodos de Oh, 2h, 24h, 48h, 72h e 96h de armazenamento
sob refrigeracao a 5°C. Os diluentes utilizados foram: tratamento controle constituido
de tris-gema-glicerol (T1) (Evans & Maxwell, 1987) para avaliacdo da toxicidade a
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mesma constituicdo do controle acrescido de 2,5% (T2), 5% (T3), 7,5% (T4), 10%
(T5) de extrato de propolis verde, cada amostra tem uma concentracdo final de
1x10® espermatozéides viaveis/ml. A motilidade foi determinada pelo percentual de
células moveis identificadas no campo do microscépio, em aumento de 200x
(Bearden e Fuquay, 1997) com escala de motilidade (0 — 100%) e vigor de (0-5)
(CBRA, 1998). Estas avaliacfes foram realizadas por um Unico técnico treinado.
Antes das analises todas as amostras acondicionadas foram aquecidas em banho
maria (5 min por 37°C). Somente se utilizou neste estudo, ejaculados que quando
coletados apresentassem motilidade = 70% e vigor = 3 (1-5).

As andlises estatisticas foram conduzidas através do software Statistix 8.0°
(2003), foi realizada analise de variancia (ANOVA) com comparacdo de médias pelo
teste de Tukey.

3. Resultados e Discussao

Houve diferenca significativa (P<0,05) na motilidade espermética entre os
tratamentos nas 72h de resfriamento (Tab. 1).

No sémen avaliado nas 0 hs ndo houve diferenca entre os tratamentos, o que
corrobora com resultados encontrados em sémen de caprinos que a motilidade
espermética ndo diferiram entre si (Castilho et al, 2009).

Tabela 1. Motilidade espermética nas diferentes concentragdes de préopolis durante
o periodo de acondicionamento (médiat erro padréo da média).

Concentracgédo de extrato de prépolis verde

Horas Controle 2.5% 5% 7.5% 10%

Ohs 82,5+2,0" 83,4+1,1" 81,9+ 15" 78,1+ 2,6™°°P 78,4 + 2,07°°P
2 hs 75,6 + 1,6"°CPE 76,3 + 1,5"FCPE 72,5+ 1,6"°CPEF 720+ 1 gABCPER g 74+ 1 QBCPEFC
24hs  61,9+1,8°¢"K 59,1 + 2,457t 56,9 + 2,3k 53,1 + 2,0"M 49,4 + 2 2KMN
48 hs 47,2 +2,8"MN 51,9 + 2,87V 47,8 +2,6"" 41,3 + 2,7"N° 31,9 + 2,697
72 hs 47,2 +2,8°°9 51,9 + 2,8"™N 47,8 + 2,6M° 41,2 +2,8°°9 31,9 + 2,697V

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferiram significativamente (p<0,05).

Com a adicdo de prépolis pode-se observar que durante o periodo de
armazenamento de 2 hs o T1 nao diferiu dos demais exceto na concentracdo de 10%
(T 5), onde este demostrou uma diminui¢cdo na sua motilidade total.

ApoOs 24 hs evidenciou-se que o T1 apresentou motilidade superior aos
demais tratamentos porém néo diferiu do T2. Nas 48 hs os tratamentos T4 e T5
apresentaram uma maior queda de motilidade quando comparado aos demais
tratamentos. E nas 72 hs o T2 apresentou maior motilidade em comparacdo aos
demais tratamentos conforme observado na (Fig. 1). Essa manutengéo sugere que
pode ter ocorrido protecdo da membrana espermatica pelo extrato de propolis, da
peroxidacao lipidica reduzindo a producao de espécies reativas ao oxigénio e a lesao
espermatica (Ochsendorf, 1999 e Pereira et.al, 2002).
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Figura 1: Gréfico da motilidade espermética ao longo do periodo de avaligao.
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No T5 se observou a maior queda de motilidade demostrando assim que o
prépolis em maior concentracdo pode ser toxico a célula. Este ultimo vem de acordo
com o descrito por Oliveira et al. (2007) avaliando o efeito da adicao de propolis ao
meio diluidor nas concentracdes (0,25 e 0,5%) e sua influéncia nas caracteristicas
fisicas do sémen equino resfriado a 5 °C e concluiram que a prépolis ndo teve efeitos
benéficos sobre as caracteristicas fisicas do sémen resfriado a 5 °C.

Com os resultados obtidos neste trabalho sugere-se que novas analises sejam
realizadas sobre outros padrbes de funcionalidade da célula espermatica como
integridade de membrana, mitocondria e acrossoma, bem como avaliacdo do poder
antioxidante e antimicrobiano da prépolis verde. Foi observado que a mesma nao é
toxica aos espermatozoides ovinos para a manutencdo da motilidade espermatica
guando associada ao sémen fresco, até a concentracdo de 5%, pois acima desta
concentracdo demonstra uma maior toxicidade a célula durante o armazenamento.

4. Concluséo

Conclui-se que a adi¢cdo de propolis na concentragdo de 2,5% manteve a
motilidade mais elevada quando comparado aos demais tratamentos inclusive o
controle. A adicdo de prépolis na concentragdo de até 5% pode ocorrer sem perdas
na taxa de motilidade.
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