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1. INTRODUCAO

A principal biotecnologia aplicada na reproducdo equina € a inseminagéo
artificial, sendo largamente praticada em todo o mundo, e comumente usada
mediante o resfriamento e transporte de sémen (LOOMIS, 2006).

O resfriamento visa prolongar a viabilidade espermatica através da reducéao no
metabolismo energético dos espermatozoides (GRAHAM, 2011). Esta biotecnica
possibilita o transporte de sémen por longas distancias e um melhor aproveitamento
de garanhdes geneticamente superiores (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008).

Na procura por novas substancias que consigam manter a qualidade e
viabilidade das doses de sémen equino resfriado, a op¢édo de diluentes que
apresentam meios mais viscosos se apresenta como uma alternativa viavel por
evitar a sedimentacédo (LOPEZ-GATIUS et al., 2005),neste contexto optou-se por
algo de origem natural que fosse atoxico aos espermatozoides, como a goma
xantana, uma substancia semelhante a gelatina, inerte, que aumenta a viscosidade
do meio, um polissacarideo produzido pela fermentacdo da bactéria Xanthomonas
campestres (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da goma xantana adicionada ao
diluente de resfriamento de sémen equino, utilizando como parametros de qualidade
esperméatica, motilidade espermética, integridade de DNA e integridade de
acrossoma, por um periodo de armazenamento de 72 horas a 5°C.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 30 ejaculados, oriundos de 10 garanhdes da raga Crioula, a
partir de 3 coletas de sémen através do método de vagina artificial com presenca de
uma égua em estro. As amostras de sémen foram diluidas com diluente base,
Kenney (1975), até a concentracéo final de 50x108 espermatozoide/mL e submetidos
aos tratamentos: grupo controle Kenney; Kenney + 0,01%; Kenney +0,12% e
Kenney + 0,25% de goma xantana. Em seguida, as amostras foram mantidas sob
resfriamento a 5°C.
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As amostras eram avaliadas ap6s 5 minutos de imersdo em banho maria a
37°C, nas 0; 24; 48 e 72h de resfriamento e os parametros analisados incluiram
motilidade espermatica, integridade de DNA e integridade de acrossoma.

A motilidade espermatica (0 a 100%), foi determinada pelo percentual de células
moveis em movimento progressivo, uma aliquota de 10 pl de sémen foi colocada entre
lamina e laminula aquecidas a 37°C. As amostras foram avaliadas através de
microscopia oOtica (CBRA, 2013).

A integridade de DNA foi realizada pela técnica descrita por EVENSON et al.
(1999) e a integridade de acrossoma conforme protocolo modificado por
KAWAMOTO et al. (1999), ambas realizadas em microscopio de epifluorescéncia.

As andlises estatisticas foram realizadas através do software Statistix 9%, com
analise de variancia (ANOVA) com comparac¢do de médias pelo teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na motilidade espermética, a partir das 24h, foi observado diferenca
estatistica entre o controle e o tratamento 0,25%. O tratamento 0,12%, nas 24h, ndo
diferiu do controle, porém foi estatisticamente inferior ao tratamento 0,01% (Tabela
1).

Tabela 1. Percentual de motilidade (média + erro padrdo da média) de sémen
equino mantido sob resfriamento a 5°C por 72h em diluente com adicdo de goma
xantana.

Horas 0 0,01% 0,12% 0,25%
0 85+1.0A2 85+1.0A2 85+1.0A2 85+1.042
24 60.5+1.67Bb 636+25A2 515+2BCb  447+26CP
48 43.6 £ 2.6 Abc 41+2.1AP 33.6+24ABbc 252+ 22 Bhc
72 26.8+3.1A¢ 231+29ABb 182+25ABC  233+248B¢
ab.c | etras distintas indicam diferenca estatistica nas colunas (ANOVA, p<0,05).
AB | etras distintas indicam diferenca estatistica nas linhas (ANOVA, p<0,05).

O tratamento 0,25% de xantana afetou negativamente a motilidade
espermatica a partir das 24h, quando comparado ao controle; isso pode ser atribuido
a concentracdo total de xantana adicionada ao diluente (superior aos demais
tratamentos) e ao fato de que, apesar das amostras passarem por um aguecimento
de 5 minutos a 37°C, a goma xantana n&o modificou sua fluidez. Segundo GARCIA-
OCHOA et al. (2000), a viscosidade da goma xantana ndo se altera em
temperaturas entre 4 e 93°C, desse modo, as amostras, quando incubadas a 37°C, a
viscosidade se manteve e contribuiu para a imobilizacdo das células espermaticas
na solugcdo que, devido a essa dificuldade de locomogédo, consequentemente
diminuiu a motilidade das células esperméticas (Tabela 1).

Na tabela 2, podemos observar que as meédias para integridade de DNA,
obtiveram uma queda, conforme o periodo de estocagem aumentava, porém sem
diferenca estatistica.
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Observou-se na tabela 3 um declinio no percentual de integridade de
acrossoma, apos 24h, no controle e tratamento 0,25%, contudo nos tratamentos
0,01% e 0,12%, se evidenciou essa diferenca apenas a partir das 48h, o que se
torna um resultado favoravel a adicdo deste biopolimero, pois 0 acrossoma é uma
estrutura essencial para o processo de fertilizacdo (KAWAKAMI et al. 1987). Esses
dados corroboram com que SALVADOR et al. (2006) descreveu em trabalho com
sémen de caprinos, onde encontrou taxas de integridade de acrossoma superiores
em tratamentos contendo gelatina, a partir de 24hs apos refrigeracao.

Tabela 2. Percentual de integridade de DNA (média + erro padrdo da média)
de sémen equino mantido sob resfriamento a 5°C por 72h em diluente com adi¢ao
de goma xantana.

Horas 0 0,01% 0,12% 0,25%

0 99.8+0.5 99.8+0.5 99.8+0.5 99.8+0.5
24 99.8+0.5 99.6 +0.5 98.0+1.3 98.8+1.2
48 99.4+05 98.4+0.6 97.7+1.6 99.6+0.1
72 99.3+0.5 99.4+05 97.7+21 99.6 +0.5

N&o houve diferenga entre os tempos e tratamentos (ANOVA, p<0,05).

Tabela 3. Percentual de integridade de acrossoma (média *+ erro padréo da
meédia) de sémen equino mantido sob resfriamento a 5°C por 72h em diluente com
adicdo de goma xantana.

Horas 0 0,01% 0,12% 0,25%
0 79.1+1.642 79.1+1642 79.1+16A72 79.1+16%2
24 61 +2.9AP 63.6+3.2A%  63.6+3Ad 62.5+ 3.6 AP
48 55.5+ 2.2 Ab 54.1+3.2AP 488+3.8AP 585+3.8AP
72 52.9+4.1Ab 53.5+29AP  487+35AP 483+34AP

ab.c | etras distintas indicam diferenca estatistica nas colunas (ANOVA, p<0,05).
AB | etras distintas indicam diferenca estatistica nas linhas (ANOVA, p<0,05).

4. CONCLUSOES

A adicdo de goma xantana ao diluente de resfriamento de sémen equino néao
apresentou efeito negativo na motilidade, exceto na concentracdo de 0,25%. A
integridade de DNA e acrossoma ndo sofreram efeito negativo sobre nenhuma das
concentragdes testadas durante armazenamento a 5°C por até 72h.
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