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1. INTRODUCAO

As Dbiotecnologias da reproducdo s&o importantes ferramentas para
melhoramento genético. Considerando as principais vantagens da inseminacgao
artificial, esta é a biotecnologia com maior impacto na criacdo de equinos,
proporcionando um reprodutor produzir centenas de descendentes ao longo de sua
vida reprodutiva (CANISSO et.al. 2008).

A maneira mais comumente utilizada para armazenamento e transporte das
doses inseminantes nesta espécie é mediante o resfriamento a temperatura de 5°C,
resultando em diminuicdo no metabolismo celular e prolongando o periodo de
viabilidade espermatica (LOOMIS, 2006).

Os diluentes seminais tém como principais fungdes aumentar o volume do
total do ejaculado, fornecer nutrientes para a producdo de energia, proteger 0s
espermatozoides contra choque térmico, reduzir a flutuacdo de pH, manter o balanco
osmotico e inibir o desenvolvimento bacteriano (JOHNSON et al.,, 2000). Neste
contexto, a busca por diluentes que fornecam a célula espermatica condi¢cdes
favoraveis para seu uso apés acondicionamento é incessante, com intuito de atuar na
reducdo dos danos resultantes da refrigeracao.

Dentre estas alternativas o biopolimero xantana, produzido pela Xanthomonas
campestres e comumente utilizada na inddstria alimenticia, apresenta como principal
propriedade a manutencdo da viscosidade na presenca de sais e estabilidade em
uma ampla faixa de temperatura (GASTAL et al., 2012). A hipétese deste trabalho é
que a xantana atue na célula espermética prevenindo flutuagdes do ph, pois evita
sedimentacdo celular, com isso auxiliando na manutencdo da integridade e
funcionalidade de membranas celulares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da goma xantana ao diluente
para resfriamento de sémen equino sobre os parametros de funcionalidade
mitocondrial e motilidade espermaética.

2. METODOLOGIA

Foram coletados 20 ejaculados de 5 garanhdes da raca Crioula e Quarto de
Milha (4 repeticdes por animal). As coletas foram realizadas apoés 2 dias de repouso
sexual, com auxilio de vagina artificial (modelo Hannover, Minitub®) e uma égua em
estro contido por peias.

Cada ejaculado foi adicionado de diluente Kenney (1975) até a concentracao
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final de 50x10° espermatozoides por mL. Em seguida, este material foi submetido a
cinco tratamentos: controle, somente diluente Kenney (T1) e Kenney + goma
xantana nas concentra¢gdes 0,01% (T2), 0,12% (T3) e 0,25% (T4).

As amostras seminais foram mantidas resfriadas a 5°C em geladeira
comercial (Minitub®). As avaliacfes espermaticas incluiram motilidade e integridade
de mitocdndria, sendo realizadas as 0, 24, 48 e 72hs durante o resfriamento a 5°C.

A motilidade foi determinada pelo percentual de células moveis em
movimento progressivo, identificadas no campo do microscopio, em aumento de
200x (BEARDEN & FUQUAY, 1997) com escala de motilidade 0 — 100% (CBRA,
2013). A funcionalidade mitocondrial foi avaliada com o uso de uma sonda
especifica, Rodamina 123 (Rh123), juntamente com iodeto de propidio, sendo
considerada célula com mitocondria funcional as que emitiam coloracao verde e
células afuncionais aquelas com mitocondria vermelha (GARNER et al.,, 1997).
Antes das analises, as amostras foram aquecidas em banho maria por 5 min por
37°C.

As analises estatisticas foram conduzidas através do software Statistix 8.0®
(2003), incluindo analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias pelo teste
de Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A motilidade espermatica decresceu significativamente em todos o0s
tratamentos conforme o aumento do periodo de resfriamento (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de motilidade (média * erro padrdo da média) de sémen
equino refrigerado por 72 horas a 5°C em diluente acrescido de xantana.

T1 T2 T3 T4
Horas Controle 0,01% 0,12% 0,25%
0 85+ 1 Aa 85+ 14 85+ 1A 85+ 1Aa

24 60.5 + 1.6 ABD 63.6 £ 2.54a 51.5 + 2 BCh 447 +2.6 C°
48 43.6 + 2.6 AbC 41 £2.1 4 33.6+2.4ABc 252+ 22 Bbe
72 26.8+3.14¢ 23.1+2.948b 18.2 + 2.5 ABC 23.3+2.46B¢

abc | etras distintas indicam diferenca significativa nas colunas
AB Letras distintas indicam diferenca significativa nas linhas

Na analise de funcionalidade de mitocéndria ndo foi observado diferenca
significativa entre os tratamentos em nenhum momento avaliado (Tabela 2).
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Tabela 2. Percentual de funcionalidade de mitocdndria (média + erro padrédo
da média) de sémen equino refrigerado por 72 horas a 5°C em diluente acrescido de
xantana.

T1 T2 T3 T4
Horas Controle 0,01% 0,12% 0,25%
0 766154 766+1.5A 76.6 £ 1.5 A2 76.6 £ 1.5 Aa

24 7461257 70.9+39%4® 69 7+324%b 703+ 3240
48 63+3.67% 63.1+24AC 64.7+3.440 60+ 25AC
72 50.4+3.17> 50.8+4.1A° 518+494° 43.6 £54¢

ab.c | etras distintas indicam diferenca significativa nas colunas
AB | etras distintas indicam diferenca significativa nas linhas

Frente aos resultados, a adicdo de xantana ao diluente seminal nao
apresentou efeito benéfico em relacdo a manutencao dos parametros funcionalidade
mitocondrial e motilidade espermatica

A motilidade descreceu nos tratamentos adicionados de xantana quando
comparado ao controle, sendo esse um parametro relevante para a deslocamento
dos espermatozoides no trato reprodutivo da fémea para alcancar o ovdcito
(POPWELL & FLOWERS, 2004). Esta diminuicdo de motilidade estd atribuida a
acao de viscosidade que a xantana produz nas solucdes, que ndo se altera com a
temperatura entre 4 e 93°C (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Deste modo, quando
incubado a 37°C, as propriedades da goma foram mantidas contribuindo para a
imobilizacédo das células e consequentemente para a diminui¢cdo da motilidade.

A integridade e a funcionalidade mitocondrial tém relacdo direta com a
motilidade espermética (RODRIGUES-MARTINEZ, 2005), tendo em vista que a
principal funcéo € a producdo do ATP celular - matriz energética para os batimentos
flagelares responsaveis pelo deslocamento das células espermaticas no trato
reprodutivo da fémea para o local de fecundacao. No presente experimento nao foi
observado diferenca significativa entre os tratamentos com e sem xantana. Esses
dados corroboram com os descritos por GASTAL, et al. 2012, em relacédo a adicéo
deste polimero no congelamento de sémen ovino.

4, CONCLUSOES

Neste trabalho os resultados demonstraram que a adicdo da goma xantana
ndo auxilio na manutencdo dos parametros de funcionalidade mitocondrial e
motilidade espermatica.
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