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1 INTRODUGCAO

A utilizagdo de sémen congelado para a inseminagao artificial (IA) permite o
transporte e 0 armazenamento prolongado do sémen, contribuindo para a difusdo do
material genético de animais zootecnicamente superiores (Donovan et al., 2004).
Entretanto, a criopreservagado causa danos que reduzem a motilidade, a viabilidade
e prejudicam o transporte dos espermatozdides apds a IA cervical (Salamon e
Maxwell, 19952), diminuindo as taxas de prenhes em ovinos. Um importante aspecto
na redugao de viabilidade trata-se das crioinjurias a membrana plasmatica tornando-
a mais suscetivel a ruptura e a penetracdo de ions. Estas alteracbes interferem
significativamente na sobrevivéncia e capacidade fecundante dos espermatozdides
(Martin, 1968; Maxwell e Watson, 1996). A fim de minimizar os danos inerentes a
criopreservagdo, a descoberta de novos crioprotetores se justifica. Uma
macromolécula, o polissacarideo de Gynostemma Pentaphyllum (espécie vagetal)
demonstrou resultados promissores como crioprotetor de sémen suino (Hu et al.,
2009). Nesse contexto, a goma xantana, um polissacarideo viscoso e de alto peso
molecular, amplamente utilizada na industria alimenticia, ganha destaque para os
alimentos congelados, por diminuir os danos causados pelo congelamento e
descongelamento nas células vegetais (Weber et al .,2008). Assim, poderia ser
associada ao diluidor de sémen ovino atuando como crioprotetor. Dessa forma, a
goma xantana realizaria protegdo externa mantendo principalmente a integridade da
membrana plasmatica. A utilizacdo desse polissacarideo na criopreservagao de
sémen ovino ainda nao foi relatada na literatura cientifica. Assim sendo, o objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial crioprotetor da goma xantana sobre a integridade
da membrana plasmatica e motilidade de espermatozdides ovinos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Utilizaram-se 7 carneiros para a coleta de sémen através de vagina artificial.
Esses animais estavam alojados nas dependéncias do Biotério Central da UFPel.
Foram realizadas 8 coletas de cada ovino. Apds a coleta, eram avaliados volume,
aspecto, motilidade, vigor e concentragao, sendo utilizados no experimento apenas
os ejaculados que apresentavam motilidade = 70%, vigor = 3 (escala de 0 a 5) e
concentracdo = 2x10° espermatozéides por mL. Em seguida procedeu-se a primeira
diluicdo com o diluente Tris-Gema-Glicerol (TGG) (Evans & Mawxell, 1987) na
proporcdo de 1:1 (v/v), para todos os machos. Através da camara de Neubauer
determinou-se a concentracdo espermatica. Retirou-se uma aliquota que contivesse
1,2x10° espermatozdides moveis e redilui-se para completar um volume de 0,5 mL
(sémen + TGG), sendo o wvolume de sémen dependente da concentragdo
apresentada por cada macho. Logo, a aliquota de 0,5 mL era adicionada ao volume
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padrao dos tratamentos, de 2,5 mL, finalizando um volume de 3 mL. Um total de 4
tratamentos foram comparados: TGG: Tris-gema-glicerol sem goma xantana
(controle); TGGX15: Tris-gema-glicerol com 0,15% de goma xantana; TGGX20: Tris-
gema-glicerol com 0,20% de goma xantana; TGGX25: Tris-gema-glicerol com 0,25%
de goma xantana.

Depois da formacéo dos 4 tratamentos, previamente ao envase, o sémen foi
avaliado para obtengao dos parametros pré-congelamento de motilidade e vigor e
integridade de membrana. A avaliacdo de motilidade e vigor ocorreu em lamina sob
laminula aquecida a 37°C (Bearden & Fuquay, 1997; CBRA, 1998) e a avaliagao de
integridade de membrana plasmatica através das sondas diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio em microscopia de fluorescéncia (Harrison
& Vickers 1990). O envase foi realizado em palhetas de 0,25 mL (IMV®
Technologies, L’Aigle, France) com 1x10® espermatozdides méveis. O
congelamento ocorreu em equipamento automatico de congelacdo (TK 3000°,
Uberaba, MG, Brasil) e em seguida armazenou-se as palhetas em nitrogénio liquido.
O descongelamento ocorreu em banho maria a 36°C durante 30 segundos apés o
minimo de 7 dias de armazenagem, utilizando sempre duas palhetas de cada
tratamento e de cada macho. Apés 10 minutos de incubacdo, procediam-se as
mesmas avaliagdes realizadas no sémen fresco: motilidade e vigor e avaliagdo de
integridade de membrana plasmatica. As analises estatisticas foram realizadas
através do software STATISTIX®9 (2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenga estatistica (P>0,05) entre o controle e os demais
tratamentos pré-congelamento (Tab. 1). Porém, pés-descongelamento (Tab. 2) o
tratamento TGGX25 diferiu estatisticamente (P< 0,05) do controle apenas em
relacdo a motilidade. Entretanto, os valores das médias para integridade de
membrana pos-descongelamento nos grupos que utilizaram goma xantana foram
numericamente superiores em relagao ao controle, principalmente o grupo TGGX15
(28,9% £2.3). Apesar de ndo haverem estudos associados ao sémen com a goma
xantana pode-se fazer uma analogia a outro biopolimero, a gelatina, por
compartilharem propriedades como a viscosidade. Assim, para sémen ovino
resfriado a 15°C, em estudo de Yaniz et al., (2005) verificou-se que o percentual de
membranas integras foi significativamente maior nos tratamentos contendo gelatina
que no controle (sem gelatina). Porém, no estudo de Yaniz et al., (2005) o sémen
nao foi submetido a temperaturas negativas evitando a faixa critica da
criopreservagao (entre -15°C e -25°C) na qual ocorre a maioria dos danos
espermaticos (Salamon e Maxwell et al., 1995"). Assim, a goma xantana poderia
exercer maior agao crioprotetora sobre as membranas espermaticas, por ter ocorrido
0 congelamento e o descongelamento.

Contudo, nota-se uma diminuicdo da motilidade pds-descongelamento, a
medida que a concentragédo de goma xantana aumenta. Desse modo, TGGX20 e
TGGX25 obtiveram os desempenhos mais baixos (21,9%%2.6 e 20,3%%2.6,
respectivamente). Comparando-se a gelatina, Lopez-Gatius et al., (2005) em estudo
de sémen de coelho resfriado a 15°C obteve motilidade significativamente maior nos
tratamentos contendo gelatina em relagdo ao controle (sem gelatina). Yaniz et al.,
(2005) em estudo semelhante, porém com sémen ovino, obteve uma motilidade
significativamente maior (nos tratamentos contendo gelatina) apds periodos de
armazenamento de 24 e 48 h. Essas diferengcas de motilidade entre a goma xantana
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e a gelatina talvez se expliquem primeiramente porque no estudo com a gelatina ndo
ocorreu o0 congelamento que seria responsavel pela maioria das lesdes
espermaticas,contribuindo para a queda na motilidade. Além disso, diluentes
contendo gelatina voltam ao estado liquido em fungdo do aumento da temperatura.
Assim, a incubacao a 37°C (antes da avaliagao) reverteu o estado sélido da gelatina
aumentando a motilidade. Por outro lado, a viscosidade da goma xantana nas
solugcbes praticamente nao se altera com a temperatura entre 4 e 93°C. Desse
modo, mesmo com a incubacgao a 37°C, as propriedades da goma foram mantidas
contribuindo para a imobilizacao das células e consequentemente para a queda na
motilidade.

Entretanto, a imobilizagado celular poderia ser vantajosa, por reduzr as
demandas energéticas do movimento, preservando o potencial fecundante. Assim,
testes que avaliem a atividade mitocondrial seriam convenientes para validar essa
hipétese. Nesse contexto, seria interessante mais estudos a partir da concentracéo
de 15% de goma xantana (TGGX15) para concentragbes mais baixas, pois foi esse
tratamento que menos interferiu na motilidade, mantendo ainda, a mais alta
porcentagem de membranas integras (pré-congelamento e pds-descongelamento).

Tabela 1: Média e erro padrdo para motilidade e integridade de membrana pré-
congelamento.

Tratamento Motilidade(%) Membrana (%)
TGG 81,7+3,3 67,5+4,3
TGGX15 77,5+ 3,3 64,3+4,3
TGGX20 76,7+ 3,3 58,5+4,3
TGGX25 75,9+ 3,3 59,6 +4,3

TGG — tratamento controle;

TGGX15 — tratamento com adi¢do de 0,15% da goma xantana;
TGGX20 — tratamento com adicdo de 0,20% da goma xantana;
TGGX25 — tratamento com adicdo de 0,25% da goma xantana;

Tabela 2: Média e erro padrao para motilidade e integridade de membrana pos-

descongelamento.

Tratamento Motilidade(%) Membrana (%)
TGG 31,4+26" 256 +2,3
TGGX15 25,7 +2,6"B 28,9+23
TGGX20 21,9+ 26"B 28,1+23
TGGX25 20,3+2,68 28,0+2,3

TGG - tratamento controle;

TGGX15 — tratamento com adicao de 0,15% da goma xantana;
TGGX20 — tratamento com adi¢do de 0,20% da goma xantana;
TGGX25 — tratamento com adi¢do de 0,25% da goma xantana;
Médias na coluna seguidas de diferentes letras diferem (P < 0,05).

4 CONCLUSAO

A xantana ndo apresentou efeitos prejudiciais a integridade da membrana
plasmatica em nenhuma concentragdo testada. Logo, mostra uma possivel nova
fonte para realizagdo de estudos referentes a crioprotetores externos para sémen
ovino.
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