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1. INTRODUCAO

Durante o0 processo de congelamento e descongelamento de
espermatozoéides ovinos ocorrem danos estruturais, bioquimicos e funcionais em
grande parte das células (SALAMON & MAXWELL, 1995). Estes danos séo
determinados em parte por efeito téxico e osmotico gerados pela acdo dos
crioprotetores e dos cristais de gelo. Adicionalmente, agentes oxidantes
produzidos pelo metabolismo celular provocam danos as membranas e ao
material genético das células. Desta forma, para que seja possivel criopreservar
espermatozdides ovinos com eficiéncia é necessario minimizar tais problemas.
Neste sentido, diferentes aditivos crioprotetores tém sido empregados com
objetivo de preservar a integridade e funcionalidade espermatica pos-
descongelamento (SALAMON & MAXWELL, 1994). Dentre os aditivos testados
observou-se que, agucares como a sacarose, rafinose (JAFAROGHLI et al., 2011)
e trealose (TONIETO et al., 2010) atuam como protetores da membrana
espermatica. Outros agentes como a gelatina (VANNI et al., 2008), goma-arabica
(SCHMEHL et al., 1986) também demonstraram efeito benéfico na preservacao
do sémen ovino, entretanto, ndo tiveram seu uso difundido apesar dos potenciais
beneficios gerados pelo espessamento dos diluentes. Atentos a este principio,
verificamos que a goma xantana normalmente empregada no congelamento de
alimentos pode atuar como aditivo crioprotetor espermatico quando associado a
diluentes para criopreservacdo de sémen. A goma xantana € um biopolimero
produzido pela Xanthomonas campestris e apresenta como principais
propriedades a manutencdo da viscosidade na presenca de sais e estabilidade
em uma ampla faixa de temperatura (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Seu alto
peso molecular pode contribuir na dindmica de formacao de cristais de gelo no
meio, favorecendo a preservacdo da viabilidade dos espermatozoides no pos-
descongelamento. Como nédo existem informacdes acerca do uso da goma
xantana como aditivo crioprotetor para sémen ovino, este trabalho objetivou
determinar qual a concentracdo do biopolimero que é a mais adequada para uso
como aditivo crioprotetor de espermatozdides ovinos.

2. MATERIAL E METODOS

Como doadores de sémen foram utilizados sete machos ovinos,
clinicamente saudaveis e sexualmente maduros. Os animais permaneceram
alojados em instalacdes do Biotério Central da UFPel, sendo submetidos a duas
coletas semanais durante quatro semanas. As coletas foram realizadas pelo
método da vagina artificial sendo, imediatamente apds a coleta, o sémen foi
adicionado de meio diluente (1:1, v/v) Tris-gema-glicerol (TGG) (EVANS &
MAXWELL, 1987), para protecdo durante o transporte ao laboratorio. No
laboratorio, foram procedidas as determinagdes de concentragdo espermatica em
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camara hematimétrica de Neubauer e de motilidade espermatica total, utilizando-
se no experimento apenas ejaculados com concentragdo = 2,0x10°
espermatozdides viaveis/ml, motilidade = 70% (0 a 100) e vigor = 3 (escala de 0 a
5). A concentracdo de cada ejaculado foi ajustada em 1,2x10° espermatozoides
viaveis/ml do diluente, sendo em seguida diluido com o meio do respectivo
tratamento: TGG sem xantana (Controle); TGG com 0,15% de xantana (TGC15);
TGG com 0,20% de xantana (TGC20) e TGG com 0,25% de xantana (TGC25).
Em cada tratamento a diluicdo foi suficiente para proporcionar uma dose de
100x10° espermatozéides viaveis por palheta de 0,25ml (IMV® Technologies,
L’Aigle, France). A partir de cada ejaculado foram envasadas oito palhetas de
cada tratamento, sendo todas submetidas, simultaneamente ao protocolo de
resfriamento e congelamento em equipamento automatico de congelacdo (TK
3000®, Uberaba, MG, Brasil). Apds congeladas, as palhetas foram armazenadas
em botijdes criogénicos até o0 momento das avaliacdes de viabilidade.

Para determinar o grau de protecdo conferido pelos tratamentos, foram
comparados (pré e poés-congelamento) os parametros de motilidade e vigor
(BEARDEN & FUQUAY, 1997); morfologia (HANCOCK & HOVELL, 1959) através
de microscopio Gtico de contraste de fase e integridade de membrana plasméatica
(HARRISON & VICKERS, 1990); integridade de acrossoma (KAWAMOTO et al.,
1999) e funcionalidade mitocondrial (GRASA et al., 2004) através de microscépio
de fluorescéncia.

Os resultados obtidos foram analisados através do software STATISTIX®9
(2008). Estatisticas descritivas e distribuicbes de frequéncias foram realizadas
para os parametros de qualidade espermatica e a variagdo destas respostas em
funcdo dos tratamentos foi avaliada através de andlise de variancia. As variaveis
gue ndo apresentaram normalidade, de acordo com o teste de Shapiro-Wilk,
foram submetidas a transformacdo para as escalas de arco-seno e logaritmo,
ainda que os resultados sejam apresentados na escala original, para fins de
interpretacdo. As comparacdes de médias foram realizadas através do teste de
Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este € o primeiro estudo que buscou determinar a viabilidade da goma
xantana como aditivo crioprotetor em diluente para congelamento de sémen
ovino. Dentre os resultados observados, as médias de integridade de membrana,
integridade de acrossoma e atividade mitocondrial ndo variaram (P>0.05) entre os
tratamentos. Este resultado caracteriza a auséncia de qualquer efeito téxico
determinado pela goma xantana.

Os resultados de motilidade espermatica apés o descongelamento no
tratamento controle sem xantana foi superior (P<0,05) somente ao tratamento
com 0,25% de xantana (Tabela 1). Devido a capacidade de a xantana manter sua
viscosidade dentro de uma faixa de 10 a 90°C (LUVIELMO & SCAMPARINI,
2009), durante a incubacédo a 37°C, a maior viscosidade do meio atuou reduzindo
a velocidade de deslocamento espermatico. Tal comportamento ja era esperado,
objetivando-se com isto preservar as reservas energéticas dos espermatozoides
por periodos mais longos, 0 que ndo era possivel com a gelatina, que se liquefaz
dentro desta faixa de temperatura.

Em um experimento desenvolvido por HU et al. (2009), eles utilizaram um
polissacarideo (Gynostemma Pentaphyllum) extraido de uma planta com
propriedades antioxidantes conhecidas e utilizadas na medicina nos paises
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asiaticos. Nesse sentido o estudo deste polissacarideo levou os pesquisadores a
concluir que, este tipo de polissacarideo pode ser adicionado ao diluente de
sémen suino, exercendo capacidade crioprotetora das células espermaticas e
melhorando alguns indicadores de qualidade espermatica (motilidade, integridade
de membrana, integridade de acrossoma e parametros de atividade mitocondrial),
eles também observaram menor produgdo de radicais livres até a concentracdo
de 0,5mg/ml do polissacarideo. Acredita-se que, a Xxantana possa exercer um
efeito protetor as células até a concentracdo de 0,20%, conforme resultados
obtidos por este experimento. Outro fato relevante € que, estes polissacarideos
podem estabelecer pontes de hidrogénio com os grupos fosfatos dos fosfolipideos
de membrana (ANCHORDOGUY et al., 1987; RODGERS & GLASER, 1993),
reduzindo o fluxo de membrana durante o resfriamento e protegendo contra a
perda das propriedades desta. Esta acdo em diversos niveis de protecdo da
membrana plasmatica pode fazer da xantana um condidato como protetor de
membrana.

Tabela 1: Comparacfes de médias e erro padrdo de pardmetros seminais quanto as diferentes
concentragfes de xantana apos o descongelamento.

Xantana (%) Motilidade Membrana Acrossoma  Mitocdndria
0,00 31.4+2.6" 256+2.3 438+45 26.7+3.8
0,15 25.7+26"% 289+23 46.3+45 26.4+3.8
0,20 21.9+26"% 281+23 448+ 45 23.6+3.8
0,25 20.3+2.65 28.0+2.3 39.1+45 22.1+38

Letras diferentes indicam diferenca estatistica nas colunas. (P<0,05)

4. CONCLUSOES

O uso da goma xantana como aditivo crioprotetor ndo aumentou a
viabilidade espermatica nas trés concentracdes testadas. Avaliagdes continuam
sendo realizadas para afirmar o uso da xantana na criopreservacao de sémen
ovino.
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