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EFEITO DA INIBICAO DA PI3K NA CONGELABILIDADE DO SEMEN EQUINO

Bernard Brum de Rezende, Aline de Oliveira Felix, Raphael Farruk, Fausto Paes de
Carvalho, Angelo José Burla Dias.

Devido a grande reducdo do tempo de vida dos espermatozdides equinos,
causada pela criopreservacdo, essa biotécnica ainda nao é utilizada
rotineiramente nessa espécie. O aumento no tempo de vida de espermatozdides
humanos foi conseguido com a ativacdo da enzima glicogénio sintase quinase-3
(GSK-3) (Nauc et al., 2004), a qual é regulada negativamente pela ativagdo da
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K). Tem sido demonstrado que a GSK-3 e suas
quinases reguladoras tém uma importante participacado na sinalizacao de enzimas
envolvidas na regulacdo da motilidade espermatica. A GSK-3 juntamente com
outras proteinas sinalizadoras estdo presentes nos espermatozoides,
desempenhando uma funcdo na regulacdo da glicélise e consequentemente na
producdo de ATP. Dessa forma a inibicao da atividade da PI3K, pelo tratamento
dos espermatozdides com um inibidor seletivo dessa enzima, e a
consequentemente ativacdo da GSK-3 podera contribuir para melhorar a
crioresisténcia dos espermatozdides equinos. O objetivo desse trabalho é verificar
o efeito do wortmannin, um inibidor seletivo da PI3K, sobre a congelabilidade do
sémen equino. As coletas de sémen serdo realizadas em animais em plena
atividade reprodutiva, e 0 sémen sera coletado pelo método da vagina artificial.
Imediatamente apds a coleta serdo realizadas avaliagdes macroscépicas (volume,
cor, aspecto e odor) e microscépicas (motilidade, vigor e concentracao) do sémen.
No experimento 1 o sémen sera incubado em solugdes com diferentes
concentragdes do inibidor. As amostras permanecerao por 3h, a 37 °C, em banho-
maria. A cada 30 min. serdo feitas avaliacbes de motilidade e vigor. No segundo
experimento o sémen sera congelado em diluente contendo o wortmannin na
concentragdo de melhor resultado obtido no experimento 1. As amostras de
sémen serao diluidas, envasadas em palhetas plasticas, criopreservadas e
armazenadas em botijao criogénico. Apds o descongelamento serdo realizadas as
avaliac6es dos parametros fisicos (motilidade e vigor), além da determinacéao da
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atividade mitocondrial, pela marcacao com JC1, e da reacdo acrossémica, pela
marcagao com a lectina Pisun sativum — FITC. Os dados obtidos serdo lidos pelo
SAS (Statistical Analysis System, 1996), onde sera realizada a analise de
consisténcia dos dados, em seguida, para todas as caracteristicas estudadas,

sera realizada a analise de variancia para verificar o efeito do tratamento.

Palavras-chave: Criopreservacao, Espermatozoides, Gsk-3.
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