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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a utilizagdo da gema de ovo de diferentes
espécies de aves: galinha (Gallus gallus domesticus) e galinha-d’angola (Numida
meleagris), nas proporc¢des de 10%, 15% e 20%, em protocolos de criopreservagéo de
espermatozoides da espécie caprina. Foram coletados seis ejaculadosde 4 caprinos das
racas Saanen e Alpina, duas vezes por semana, durante trés semanas consecutivas. Apos
a colheita e formacdo do pool seminal, o sémen foi dividido em seis aliquotas,
centrifugado a 600 g por 10 minutos e ressuspendido diretamente nos meios testes,
ajustado para concentracdo final de 400 milhdes de spz/mL, envasado em palhetasde 0,25
mL, refrigerado em geladeira e congelado em vapor de nitrogénio, utilizando curvas
testadas e padronizadas. Imediatamente apds a formacao do pool seminal, apos a diluicdo
do sémen e ap6s o congelamento, foram realizadas as avaliacfes de motilidade,vigor,
teste de integridade estrutural e funcional das membranas espermaéticas e a morfologia
espermatica. Foi verificado influéncia do processamento do sémen (p<0,05) com redugéo
gradativa no percentual de motilidade, no vigor, nos percentuais de células com
integridade estrutural e funcional das membranas, bem como no percentual de
espermatozoides morfologicamente normais emtodas as etapas (in natura, pés-diluicdo e
pos-congelamento). Ja entre os tratamentos, ndofoi verificado influéncia (p>0,05) da
espécie de ave utilizada como fornecedora de gema(galinha e galinha d’angola), nem
entre as proporcdes de gema utilizadas, em todas as etapas nas avaliacdes realizadas.
Concluimos que €é possivel realizar a substituicdo da gema de ovo de galinha pela gema

de ovo da galinha-d'angola em protocolos decriopreservagao de sémen caprino.

Palavras-chave: Biotecnologia. Caprinocultura. Espermatozoides.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the use of egg yolk from different bird species: hen
(Gallus gallus domesticus) and guinea fowl (Numida meleagris), in proportions of 10%,
15% and 20%, in protocols of caprine sperm cryopreservation. Six ejaculates from 4
Saanen and Alpine goats were collected twice a week for threeconsecutive weeks.
After collection and formation of the seminal pool, the semen was divided into six
aliquots, centrifuged at 600 g for 10 minutes and resuspended directly inthe test media,
adjusted to a final concentration of 400 million spz/mL, packaged in strawsof 0.25 mL,
refrigerated and frozen in nitrogen vapour, using tested and standardized curves.
Immediately after the formation of the seminal pool, after semen dilution and after
freezing, evaluations of motility, vigor, test of structural and functional integrity of sperm
membranes and sperm morphology were performed. The influence of semen processing
(p<0.05) was verified, with a gradual reduction in the percentage of motility,in vigor, in
the percentage of cells with structural and functional integrity of the membranes, as well
as in the percentage of morphologically normal spermatozoa in all stages (in natura, post-
dilution and post-freezing). Between treatments, there was no influence (p>0.05) of the
bird species used as yolk supplier (hen and guinea fowl), nor between the proportions of
yolk used, in all stages of the evaluations performed. We conclude that it is possible to
replace chicken egg yolk with guinea fowl egg yolk in goatsemen cryopreservation
protocols.

Keywords: Biotechnology. Goat farming. Sperm.
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1. INTRODUCAO

A atividade pecuaria devido a sua maior aptiddo para se adaptar a condi¢cfes de seca,
representa uma das mais importantes atividades do agronegocio no semiarido brasileiro e tem
se desenvolvido num dos principais fatores para a garantia da seguranca alimentar das familias
rurais, geracdo de emprego e renda local (Lima, 2009). Considerando que 92% do rebanho
caprino nacional se concentra na Regido Nordeste, a importancia da caprinocultura para a
economia da regido é cada vez mais evidente. Nesse contexto, a caprinocultura no Brasil vem
se consolidando como atividade rentavel, que ndo requer muitos investimentos ou grandes areas
para seu desenvolvimento.

Ao longo do tempo, o estudo da reproducdo dos mamiferos, em geral, tem sido de
grande relevancia e importancia para a producdo animal (Hafez; Hafez, 2004). A pesquisa
fundamental e o conhecimento da regularizacdo da atividade reprodutiva levaram ao
desenvolvimento de técnicas de manejo apropriadas para um melhor desempenho dos animais,
bem como, de métodos de reproducéo assistida que visam aumentar o nimero de crias viaveis,
sadias e com melhor qualidade genética (Freitas et al., 1997).

A criopreservacao do sémen € a principal técnica voltada a preservacéo animal fora do
seu ambiente natural. O sémen pode ser coletado por varios métodos, mas principalmente pelas
técnicas de eletroejaculacdo, massagem retal e vagina artificial (Trounson, 1998). O advento do
sémen congelado trouxe uma nova dimensdo para a inseminacdo artificial, viabilizando de
forma maximizada, o melhoramento genético dos rebanhos, justamente pela capacidade de
aumentar as progénies por macho em diversos lugares simultaneamente, além de criar a facil
possibilidade de manipulagdo e armazenamento de material genético (Leboeuf et al., 2000).

Em meio as biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, as técnicas aplicadas ao
sémen sdo as mais utilizadas, principalmente nas espécies bovina, caprina e ovina. Uma vez
que o sémen € utilizado para a realizacdo praticamente de todas as outras biotecnologias
reprodutivas, como por exemplo, a producdo in vitro de embrides, produgéo in vivo de
embrides, inseminacao artificial e entre outras (Qin et al.,2018).

Com isso, os diluidores usados para a preservacdo espermatica, de uma forma geral,
devem ter pH adequado, capacidade de protecdo e manutencdo da viabilidade celular,
osmolaridade adequada e, ainda, capacidade de proteger o espermatozoide de injurias
criogénicas (Salamon; Maxwell, 2000).

Além disso, é importante destacar que a sele¢cdo de um meio diluente adequado é
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fundamental para proteger as células espermaticas durante a criopreservacao. Por essa razéo,
esses meios sdo compostos por elementos essenciais, como fontes de energia, solu¢des tampéao
e agentes que previnem danos causados pelo congelamento (Cavalcante et al., 2014).

Por isso, a busca por meios diluentes mais eficientes, que incluam ingredientes
criteriosamente selecionados, tem sido alvo de intensas pesquisas cientificas.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo de gema de ovo galinha (Gallus gallus domesticus) e
galinha-d’angola (Numida meleagris) com diferentes propor¢des em protocolos de

criopreservacao de espermatozoides da espécie caprina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir qual a melhor proporcéo de gema de ovo (10%, 15% ou 20%) em
diluidor TRIS-Gema para caprino;

e Auvaliar qual gema de ovo, galinha (Gallus gallus domesticus) ou galinha-
dangola (Numida meleagris) preserva melhor a integridade e a
funcionalidade dasmembranas plasmaticas do espermatozoide caprino pos-

descongelamento;

e Avaliar se a substituicdo da gema de ovo de galinha (Gallus gallus
domesticus) pela gema de ovo de galinha-d’angola (Numida meleagris)
melhora a sobrevivéncia dos espermatozoides caprinos congelado e

descongelado.

15
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CAPRINOCULTURA NO BRASIL

De acordo com FAO (2016), em 2014 o rebanho mundial de caprinos era da ordem de
1,06 bilhdo de cabecas. Os caprinos estéo distribuidos por todos os continentes do planeta. No
entanto, percebe-se uma maior concentracao de caprinos nos paises em desenvolvimento. Com
a evolucdo do rebanho nos altimos 5 anos, é possivel observar uma taxa de crescimento anual
da ordem de 1%, apontando para pequenas mudancas deste cenario em 2016. Ja o rebanho
mundial de ovinos era da ordem de 1,2 bilhdo de cabecas em 2014, distribuido em todos os
continentes.

Segundo Figueiredo (1981), citado por Maia (1994), a caprinocultura foi introduzida no
Brasil pelos colonizadores portugueses, juntamente com 0s primeiros animais domésticos por
volta do ano 1535. Até o inicio da década de 70, o rebanho caprino brasileiro era composto por
animais sem raca definida. Em 1975, foi realizada a primeira importacdo de caprinos leiteiros
para o Brasil. Na década de 80 houve a entrada de grandes empresarios que fizeram
investimentos importantes para o setor. Nos anos 90, foram criados programas estaduais para
compra e distribuicéo do leite de cabra a criancgas carentes no Rio Grande do Norte e na Paraiba
(Fonseca; Bruschi, 2009).

Essas iniciativas foram de suma importancia para o desenvolvimento da caprinocultura
leiteira no Brasil. Apesar do ainda baixo nivel tecnoldgico presente em todo processo
produtivo, a Caprinocultura no Brasil, principalmente no Nordeste, tem apresentado formas
que a coloca numa posicédo estratégica no cenario do agronegocio e nos programas sociais de
combate a pobreza no campo. Entretanto, atualmente, a producdo destes pequenos ruminantes
vem se caracterizando como uma atividade de grande importancia cultural, social e
econdmica para a regido, desempenhando um papel crucial no desenvolvimento do Nordeste.
De acordo com Moraes Neto et al. (2003), a caprinovinocultura representa uma boa alternativa
de trabalho e renda, visto a producdo de alimentos de alto valor biologico (leite, carne e
visceras), bem como de pele de excelente qualidade, além da adaptabilidade dos animais aos
ecossistemas locais. Embora, segundo os autores, em virtude do elevado grau de incertezas e
riscos, a pecuaria nordestina torna-se dependente de uma reformulacdo dos modelos
tradicionais de planejamento e administracdo. Isto esta respaldado no incremento do consumo
interno de carne, leite e da demanda dos curtumes por peles de qualidade, bem como na

percepc¢do de oportunidades de negocio que a atividade tem oferecido. De acordo com o censo



17

agropecuario de 2006 (BRASIL, 2009), o rebanho caprino brasileiro é da ordem de 7.107.608
cabecas, estando concentrado na regido Nordeste (91%), onde séo criados, na sua maioria, sob
sistemas de produgdo poucos tecnificados, utilizando animais com baixo potencial genético

para atender as exigéncias do mercado consumidor em termos de regularidade e qualidade

3.2 CRIOPRESERVACAO

A criopreservacdo de sémen é uma ferramenta importante para a conservacdo dos
recursos genéticos. No entanto, essa biotécnica pode causar danos as células espermaticas,
especialmente durante o congelamento, determinando alteracGes letais ou subletais nos
espermatozoides em niveis ultraestruturais, bioquimicos e funcionais, que resultam na reducéo
da motilidade, viabilidade e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (Alcay et al.,
2020).

Um progressivo crescimento no interesse em técnicas que possam possibilitar um maior
aproveitamento do material genético oriundo de reprodutores de diferentes espécies vem sendo
observado ao longo dos anos. Dentre as diferentes biotécnicas reprodutivas, o grande destaque

vem sendo a criopreservacao de sémen, pois possibilita um melhor aproveitamento de
ejaculados oriundos de um mesmo reprodutor, bem como facilita a propagacéo deste material
genético para diferentes regides do planeta, mesmo apds a morte do animal (Silva et al., 2001).

A criopreservacao tem como principio a reducdo da temperatura, reduzindo o
metabolismo celular e permitindo que as células ou os tecidos sejam conservados por periodos

indeterminados, permitindo a retomada do desenvolvimento celular normal apds o
armazenamento adequado (PEGG, 2007). Que Segundo Watson (2000), a complexibilidade do
processo de criopreservacdo de sémen € uma das grandes problematicas e dependem de uma
série de fatores que contribuem para o sucesso da biotécnica. Dentre esses fatores, destacam-
se a qualidade inicial da amostra seminal colheita, a diluicdo submetida, concentracéo, diluente
e a técnica de criopreservacdo utilizada.

Todavia, o processo de criopreservacao das células espermaticas resulta em diminuicao
da fertilidade quando comparada ao sémen fresco. Este prejuizo surge da combinacéo de dois
aspectos, a morte celular e danos na capacidade funcional dos espermatozoides sobreviventes
(Watson, 2000).

A motilidade e a estrutura dos espermatozoides séo afetadas de diferentes formas, uma

vez que ocorrem injurias simultaneamente ou nas diferentes etapas da criopreservacao
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(Gonzales, 2004). As injurias ocorridas nas membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial
dos espermatozoides, ocasionadas pelo processo de criopreservacao, sdo devido a alteracbes na
temperatura e na osmolaridade do meio que provocam mudangas morfoldgicas na organizacéo
e composi¢cdo dos lipidios das membranas dos espermatozoides (Celeghini, 2005). Tal
biotécnologia, quando associada a inseminacdo artificial, representa um mecanismo eficiente

para promocéo e difusdo de material genético de excelente qualidade (Castelo et al., 2008).

3.3 DILUIDORES

Para um diluidor conservacdo espermatica ser considerado como ideal ele deve possuir
uma substéncia organica que atue como crioprotetor externo, como a gema de ovo ou leite
desnatado ja que a fosfatidilcolina (lecitina) e as lipoproteinas da gema e a caseina do leite
protegem os espermatozoides durante a refrigeracdo, contra o choque térmico que se produz ao
refrigerar o sémen desde os 20°C aos 5°C (Mies Filho et al., 1982; Das; Rajkonwar, 1995);
uma fonte de energia, como a glicose ou frutose; um componente tamp&o, como citrato de sodio
ou hidroximetil aminometano (TRIS); um crioprotetor interno que proteja os espermatozoides
durante o congelamento, a exemplo do glicerol, dimetilsulfoxido (DMSQO), etilenoglicol; e
antibioticos para prevenir o crescimento bacteriano, como penicilina, estreptomicina ou
gentamicina (Evans; Maxwell, 1987).

Os diluidores possibilitam o aumento do volume seminal, permitindo seu
fracionamento, exercem papel fundamental na preservacdo do sémen, tanto no processo de
refrigeracdo quanto no de congelacdo (Salamon; Maxwell, 2000). Segundo Sakashita 2012, é
muito importante a escolha de um bom diluente, onde este deve ser atdxico para oS
espermatozdides, ser de baixo custo, preparo facil e ter pH e pressdo osmética compativeis com
a sobrevivéncia espermatica, inibir o crescimento bacteriano sendo fundamental na
conservacao, pois devera conter substancias que ao mesmo tempo proporcionem aporte
nutricional e protecdo as células contra o choque térmico que ocorrem durante as curvas de
refrigeracéo.

O sémen caprino apresenta particularidades que o diferencia do sémen de outras
espécies. A mais importante € caracteristico do sémen caprino a sintese e secrecao de enzimas
pelas glandulas bulbo uretrais, liberadas no plasma seminal (Simplicio; Machado, 1989). O
plasma seminal dos caprinos é rico em fosfolipase A, que ao interagir com os fosfolipidios da
maioria dos diluidores, catalisa a hidrdlise de lecitina presente na gema de ovo e liberam &cidos
graxos e lisolecitinas, responsaveis pela acdo detergente sobre os lipidios da membrana
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plasmatica que séo altamente toxicos para os espermatozoides (Ammdal et al., 1965; Corteel,
1974; Iritani; Nishikawa,1961; Roy, 1957).

Ao se utilizar sémen caprino na criopreservacdo, ocorre a reducdo do numero de
espermatozdides vivos sendo diretamente proporcional ao tempo de armazenamento e a
remocdo do plasma seminal pela centrifugacdo imediatamente apds a coleta do sémen, antes do
congelamento, mostrou ser benéfica a sobrevivéncia das células espermaéticas pos-
descongelacdo em vérios trabalhos (Corteel 1974; Holtz, 1994; Lebouef, 2000; Ritar;
Salamon, 1982; Tuli; Machado; Simplicio, 1995).

3.4 CENTRIFUGACAO

A centrifugacdo é um procedimento que permite obter fracdo concentrada em
espermatozoides, além de eliminar o plasma seminal, que segundo Amann; Pickett, (1987) ndo
contribui na preservacdo da viabilidade espermatica durante o processo de congelagdo. O
sémen de caprino, contém na composicdo enzima (fosfolipase A) e lipoproteina (SBUIII), que
sdo secretadas pelasglandulas bulbubouretrais, e sdo capazes de reagir com lipideos presente na
gema de ovo e leite, que sdo substancias muito comuns em meios de criopreservacdo (Borges
etal., 2020).

Contudo, a for¢a de centrifugacdo influenciaa na integridade do acrossoma e membrana
plasmatica do espermatozoide, bem como no potencial cinético, com efeitos na interacdo do
espermatozoide com o odcito, na fertilizacdo e na producao de embrides (Machado et al., 2009).

Com o plasma seminal rico em fosfolipase A, 0 sémen caprino consegue interagir com
os fosfolipidios dos diluidores gerando substancias espermicidas (Roy, 1957). Logo, se faz
necessario remocao do plasma seminal, para evitar possiveis reagdes nocivas aos componentes
seminal e a interacdo negativa com os meios diluidores convencionais (Purdy, 2006; Bezerra,
2010).

Por esse motivo, a centrifugacdo € o método convencional capaz de superar as interacdes
prejudiciais do plasma seminal e junto com as proteinas da gema de ovo ou do leite, é
recomendado a diluicdo da amostra de sémen em um diluente tamponado, para poder separar o
plasma seminal do espermatozoide através de centrifugacao (Purdy, 2006).

Para minimizar os efeitos da centrifugacdo, recomenda-se o uso de pre-diluidores,
velocidade e tempo adequados, capazes de garantir protecdo as células espermaticas durante
este processo (Neves, 2008). E mesmo assim, segundo Camara (2018) o método de
centrifugacdo atua na separacdao do plasma seminal e pode gerar estresse nas células,

diminuindo a motilidade e aumentando as patologias.
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3.5 GEMA DE OVO NA CRIOPRESERVACAO

A adicdo da gema do ovo aos meios diluidores tem mostrado aumento dessa habilidade
e capacidade em proteger 0s espermatozoides contra 0s danos causados pelo resfriamento e
congelamento.Varias pesquisas vem sendo destinadas a entender o mecanismo de protecédo
exercido pela gema de ovo, bem como descobrir qual é o componente responsavel por esse
processo, mas ainda pouco se sabe sobre o0 assunto. Dentre esses componentes, as lipoproteinas
de baixa densidade, primeiramente isoladas por Mayer; Lasley em 1945, tém sido apontadas
como as responsaveis pelo efeito crioprotetor da gema de ovo (Watson, 1981a).

O diluente Tris-gema contém como tampdo o tris (CsH11NOs3), glicose ou frutose como
fonte de energia e gema de ovo para proteger a membrana contra o choque térmico (Evans;
Maxwell, 1987). Durante o choque térmico, os fosfolipidios presentes na gema interagem com
a estrutura lipidica da membrana plasmatica das células espermaticas e proporcionam a
protecdo da mesma. As lipoproteinas ligam-se a membrana da célula espermatica e ajudam a

preservar a integridade celular durante o armazenamento (Bouchard et al., 1990).



21

4 METODOLOGIA

4.1 LOCALIZACAO

O experimento foi conduzido nos laboratérios de Reproducdo Animal (LARA) e
Caprinocultura e Ovinocultura, ambos localizados no Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e

Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, Bananeiras, Paraiba, Brasil.

4.2 ANIMAIS E MANEJO

Foram utilizados quatro caprinos reprodutores de racas leiteiras (Saanen e Alpina) como
doadores de sémen, com cerca de cinco anos de idade e pesando em média 67 kg.,e duas cabras
daraca Saanen , foram utilizadas como manequins, com cerca de quatro anos de idade e pesando
em media 50 kg.

Os animais foram mantidos em baias individuais, recebendo alimentacdo, agua e
mistura mineral completa, visando suprir os requerimentos de mantenca. Os animais passaram
por um periodo de adaptacdo de aproximadamente 30 dias do periodo experimental, onde foram
submetidos a regime de colheita de sémen e avalia¢@es clinico-androldgicas, para comprovacao

de fertilidade e exclusdo de patologias reprodutivas.

4.3 PREPARACAO DOS MEIOS DILUIDORES

Para a execucdo do presente estudo, seis diferentes diluidores foram confeccionados.
Como diluidor padréo foi utilizado o TRIS-frutose-acido citrico, com 20% de gema de ovo e
5% de glicerol conforme mostra a tabela 1. Os diluidores testes foram formados a partir das
diferentes fontes de gema de ovo (galinha e galinha-d’angola) e suas diferentes proporg¢des
(10%, 15% e 20%), conforme mostra a figura 1.

O diluidor padrdo TRIS-frutose-acido citrico € compostode acordo com a formulacao
proposta por Hafez e Hafez (2004), com: 3,605g de TRIS (hidroximetil) aminometano; 2,024g
de &cido citrico; 1,488g de frutose, 25mg de Gentamicina, 100mL de &gua destilada. Havendo

modificacdo apenas no antibidtico, o qual foi utilizado a penicilina em sua composicao.
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Tabela 1. Descrigdo dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Concentracao/Descricao
TRIS +10% TGG TRIS + 10% gema de ovo de Gallus
gallus domesticus
TRIS +15% TGG TRIS + 15% gema de ovo de Gallus
gallus domesticus
TRIS +20% TGG TRIS + 20% gema de ovo de Gallus
gallus domesticus
TRIS + 10% TGGN TRIS + 10% gema de ovo de Numida
meleagris
TRIS + 15% TGGN TRIS + 15% gema de ovo de Numida
meleagris
TRIS + 20% TGGN TRIS + 20% gema de ovo de Numida
meleagris

TGG: gema de ovo de Galus gallus domesticus. TGGN: gema de ovo de Numida meleagris. TRIS:
hidroximetil aminometano. %: percentual.

Fonte: Autora.

Figura 1: Diluidores prontos.

Fonte: Autora.
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4.4 COLETA DE SEMEN

Foram realizadas colheitas de quatro reprodutores da espécie caprina para formacéao de
um pool seminal, para minimizar os efeitos individuais sobre a amostra. Uma cabra em estro
induzido foi utilizada durante as colheitas, conforme mostra a figura 2. As colheitas de sémen
foram realizadas com auxilio de vagina artificial, duas vezes por semana, durante trés semanas
seguidas, totalizando seis ejaculados por animal, para formacao de seis pools seminais.

Apdbs cada colheita, o ejaculado foi protegido da incidéncia direta de luz solar,
transportado ao Laboratério de Reproducdo Animal do CCHSA/UFPB, e avaliados de acordo
com o Manual de Andrologia do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013; Quin
etal., 2018).

Figura 2. Coleta de sémen caprino.

e

UFPB

_ LABORAT6
“APRINOVINO

Fonte: Autora.
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4.5 PROCESSAMENTO E AVALIACAO SEMINAL

Apds a formacdo do pool seminal, o sémen foi dividido em seis amostras, que foram
diluidas em Solucéo de Ringer com Lactato (Equiplex-R) na proporcao de 1:9. Apos a diluicéo,
as amostras foram levadas a centrifuga para remocéo do plasma por 10 minutos a 600 g de forca.
Sendo posteriormente, retirados todos os sobrenadantes e entdoos “pellets” foram suspendidos
e pré-diluidos ja nos meios diluidores a serem testados (até 2,0 mL).

Foram realizadas as determinac@es das concentracfes espermaticas das amostrase ajuste
nas dilui¢bes, obtendo-se ao final, uma concentracdo de 400 milhdes de espermatozdides/mL.
O sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL e refrigerado em geladeira utilizando a curva de
resfriamento caracterizada por Bispo (2005), testada e padronizada.

Ap0s a curva de resfriamento, as palhetas foram mantidas por mais uma hora (1h)na
temperatura de 5°C, sendo realizada posteriormente a curva de congelagdo em vapor de
nitrogénio, onde as palhetas foram colocadas a cinco centimetros (5 cm) acima da faseliquida do
nitrogénio e mantidas por 15 minutos. Posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogénio
liquido e preservadas no mesmo por um periodo minimo de uma semana, antes de serem
descongeladas.

Depois de descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos, as amostras foram
retiradas das palhetas, colocadas em tubos plasticos tipo eppendorf e mantidas embanho-maria
para avaliagéo.
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As amostras do pool espermatico e do sémen diluido em cada tratamento e em cada
tempo distinto (antes e apds o congelamento/descongelamento) foram avaliadas quanto a
motilidade espermatica (percentual de células mdveis), o vigor espermatico (intensidade de
deslocamento), a integridade estrutural (dupla coloragédo com eosina-nigrosina) e funcional da
membrana espermatica (teste hiposmotico), além da morfologia (percentual de ceélulas

espermaticas morfologicamente normais).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para verificar a influéncia
dos grupos sobre os pardmetros avaliados e quando ocorreram interferéncia, oteste Tukey foi
realizado para identificacdo das diferencas entre médias, todos com significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das médias de motilidade espermatica durante diferentes estagios do processo
de congelamento do sémen caprino € apresentada na Tabela 2. Os resultados indicam que a
motilidade espermatica, representativa da habilidade dos espermatozoides em realizar
movimentos coordenados e eficazes, ndo apresentou alteragdes significativas (p>0,05) em
resposta aos tratamentos testados, que consistiram na adicdo de gema de ovo de galinha e
galinha d’angola em propor¢6es de 10%, 15% e 20%.

Observou-se uma média de 84,3% de motilidade apos a diluicdo final, enquanto as
médias imediatamente apds o descongelamento e apds duas horas de incuba¢do a 37,0°C (TTR)
foram de 62,6% e 32,6%, respectivamente. Resultados esses que se assemelham aos
encontrados por Marco Jiménez et al.(2004) que nao encontrou diferencas nos parametros da
motilidade espermatica ap6s congelacdo do sémen em diluidores com concentragdes
de10%,15%, 20% de gema de ovo de galinha.

Tabela 2 — Percentual de células espermaticas moveis (motilidade) de caprinos, antes e apds o0 congelamento em

diluidor tris-gema de diferentes espécies em diferentes proporc¢des.

Po6s-Congelamento

Tratamento Pool (%) Diluido (%)
0h (%) 2h (%)
TGG-10 96,0+ 1,5 86,7+4,1 592 +132 325+19.2
TGG-15 86,7 +2,6 61,7+ 08,8 38,5+19.8
TGG-20 86,7 +4,1 70,0 £10,0 37,7+19.,0
TGGN-10 77,5+5.2 63,3 +£16,0 30,0 £ 16,1
TGGN-15 842+49 65.8+15,6 342+ 196
TGGN-20 842 +£58 558+11,6 225+17.2
Média 843 +454 62,6 12,58 32,6 +£18,5€

TGG-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-15: TRIS-
frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-20: TRIS-frutose- &cido citrico,
com 20% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol.; TGGN-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema
de ovo de galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-15: TRIS-frutose-&cido citrico, com 15% de gema de ovo de
galinha-d’angola ¢ 5% de glicerol.; TGGN-20: TRIS-frutose-4cido citrico, com 20% de gema de ovo de galinha-

d’angola e 5% de glicerol.

Fonte: Autora.
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Embora ndo tenham sido identificadas disparidades significativas na motilidade
espermatica entre os tratamentos avaliados, constatou-se uma reducdo média expressiva de
21,7% na motilidade espermaética antes e apos o ciclo de congelamento/descongelamento. Esta
reducdo € inerente aos processos de criopreservacdo do sémen, influenciada por diversos fatores
como a formacéo de cristais de gelo, variacdes osméticas e a manifestacdo de estresse oxidativo

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados da avaliagdo do vigor das células
espermaticas, que corresponde a capacidade dos espermatozoides de manterem um nivel
continuo de motilidade e funcionalidade ao longo do tempo. Este estudo constatou que, mais
uma vez, a classificacdo atribuida ao vigor espermatico néo foi afetada (p>0,05) pelos diferentes

tratamentos testados.

Tabela 3 — Vigor das células espermaticas caprina antes e ap6s o congelamento em diluidor tris-gema de galinha

e galinha-d’angola em diferentes propor¢oes.

Pos-Congelamento

Tratamento Pool (%) Diluido (%)

Oh (%) 2h (%)

TGG-10 45=05 3,7+0,5 3,009 20=+0,6
TGG-15 3505 33£05 2,0+0,6
TGG-20 35405 30£06 22+0,8
TGGN-10 32+0,8 32+04 1,8 +0.8
TGGN-15 33+05 3204 1.8+04
TGGN-20 33+05 27+08 1,7+0.8
Média 3.4 +054 3.1 +064 1.9+0.78

TGG-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-15: TRIS-
frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-20: TRIS-frutose- acido citrico,
com 20% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol.; TGGN-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema
de ovo de galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-15: TRIS-frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de
galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-20: TRIS-frutose-&cido citrico, com 20% de gema de ovo de galinha-
d’angola e 5% de glicerol.

Fonte: Autora.

As diferencas significativas (p<0,05) também foram observadas tanto antes do processo
de congelamento quanto apos o periodo de TTR (2 horas), com médias correspondentes de
(3,4%, 3,1% e 1,9%). Todas as amostras descongeladas atenderam aos critérios estabelecidos
para sémen descongelado, excedendo os requisitos minimos estipulados pelo Colégio Brasileiro
de Reproducdo Animal (CBRA, 2013) para os parametros de motilidade (>30%) e vigor (>2)
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em espermatozoides caprinos congelados.

A integridade da membrana plasmatica das células espermaticas € um aspecto critico
para a funcdo e a viabilidade dos espermatozoides, sua avaliacdo € realizada por meio de testes
de coloragdo com corantes vitais, 0s quais se ligam as células com membranas comprometidas,
tornando-as coradas, enquanto que as células com membranas intactas permanecem incolores.
Sendo assim de grande importancia para a capacidade dessas células de penetrarem o 6vulo e
fertiliza-lo. Espermatozoides com membranas comprometidas podem ter dificuldades em
completar esse processo com sucesso.

Na Tabela 4 estdo os resultados referentes ao percentual de células espermaticas viaveis
estdo detalhados na Tabela 4 deste estudo. Nela, foi observada uma diminuicéo significativa
(p<0,05) entre as médias do percentual de células viaveis antes (93,8%) e ap6s (57,1%) o ciclo

de congelamento/descongelamento.

Tabela 4 — Percentual da integridade de membrana plasmatica das células espermaticas caprina antes e apds o

congelamento em diluidor tris-gema de diferentes espécies em diferentes proporcdes.

Pa6s-Congelamento

Tratamento Pool (%) Diluido (%)
0Oh (%)

TGG-10 96,3 + 1,7 93,8 +3.6 60,1 + 10,0
TGG-15 939 +33 582474
TGG-20 94,5 +£30 5854095
TGGN-10 93,1 +3,5 55,1+ 10,5
TGGN-15 938 +38 574110
TGGN-20 93.6+4.0 53.4+97

Média 93,8 + 3,54 57.1+9.78

TGG-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-15: TRIS-
frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-20: TRIS-frutose- acido citrico,
com 20% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol.; TGGN-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema
de ovo de galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-15: TRIS-frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de
galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-20: TRIS-frutose-&cido citrico, com 20% de gema de ovo de galinha-
d’angola e 5% de glicerol.

Fonte: Autora.

Mais uma vez, ndo foi verificado diferenca significativa entre os tratamentos testados, antes
ou apés o processo de  congelamento/descongelamento. O  processo  de
congelamentodescongelamento € desafiador para as células, incluindo os espermatozoides,
devido as mudancas nas propriedades fisicas da agua e a formacéo de cristais de gelo. Esses fatores
podem ter impactos na estrutura das membranas celulares, resultando em danos potenciais. No
presente estudo, este processoreduziu o nimero de celulas espermaticas viaveis em 36,7% em

média.
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A integridade funcional da membrana plasmatica esta diretamente relacionada a

capacidade das células espermaticas de regular seu conteddo interno, trocar substancias com o
ambiente externo e resistir as mudancas nas condi¢cdes osmaticas. Quando as células esperméticas
sdo submetidas a mudancas rapidas nas concentracdes de solutos, isso pode levar a problemas
como desidratacdo ou inchaco excessivo, que podemcomprometer a estrutura e a funcionalidade
das células, logo, pode-se considerar funcionais aquelas com cauda enrolada, pois as membranas
funcionais absorvem a agua do meio, resultando no ingurgitamento da cauda do espermatozoide, e
ndo-funcionais aquelas que permaneceram com a cauda esticada (Fagundes et al., 2010).
Na Tabela 5 estdo os resultados do teste hiposmotico realizados antes e apds o
descongelamento do presente estudo, resultando em médias respectivas de 93,3% e 90,6% de
suas membranasfuncionais, em outras palavras, uma membrana que esta "intacta", completa e

que nédo apresenta danos ou rupturas em sua estrutura.

Tabela 5 — Percentual da viabilidade bioquimica da membrana plasmética baseando-se nas propriedades da manutencdo do
equilibrio osmético, das células espermaticas caprina antes e apds o congelamento em diluidor tris- gema de diferentes espécies

em diferentes proporgdes.

Pos-Congelamento

Tratamento Pool (%) Diluido (%)
0h (%)

TGG-10 93.6+1,6 35+ 1,7 875+£59
TGG-15 933+20 89,7 +3,5
TGG-20 93,1 +1,0 89,7 + 4,1
TGGN-10 928 +09 92,1 +£2.8
TGGN-15 935+ 1,1 925+28
TGGN-20 935+13 922430

Média 33 +£1,34 90,6 + 3,68

TGG-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-15: TRIS-
frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-20: TRIS-frutose- acido citrico,
com 20% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol.; TGGN-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema
de ovo de galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-15: TRIS-frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de
galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-20: TRIS-frutose-acido citrico, com 20% de gema de ovo de galinha-

d’angola e 5% de glicerol.

Fonte: Autora.

A integridade da membrana é essencial para a fungéo e a sobrevivéncia das células, pois
ela controla a entrada e saida de substancias, regula as trocas com o ambientee mantém a estrutura
celular. Tanto antes, quanto apds o processo de congelamento/ descongelamento, os tratamentos

ndo interferiram significativamente (p>0,05) nos numeros percentuais de membranas
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funcionais. Entretanto, nos distintos momentos aos quais as amostras foram avaliadas, ocorreu
uma pequena reducdo significativa de 2,7% nos percentuais de celulas com integridade
funcional da membrana.

As patologias espermaticas se referem a anormalidades ou condi¢bes que afetam a
estrutura, funcdo, quantidade ou qualidade dos espermatozoides. Essas patologias podem ter
um impacto significativo na fertilidade masculina e na capacidade dos espermatozoides de
fertilizarem um Gvulo. Na Tabela 6, as analises de morfologia espermatica ndo apresentarao
diferenca significativa dentre os tratamentos para o percentual de células morfologicamente

normal.

Tabela 6 — Percentual de células espermaticas morfologicamente normais encontradas antes e apds o

congelamento em diluidor tris-gema de diferentes espécies em diferentes proporgoes.

Pos-descongelamento

0 H 3 0
Tratamento Pool (%) Diluidor (%) Oh (%)
TGG-10 80,040 704 £76 468 £ 154
TGG-15 69,5 +5.1 409 +£20,6
TGG20 68.8 7.1 353 £132
TGGN-10 648 +4.1 423 £128
TGGN-15 612 £69 36,2 £6,5
TGGN-20 63.6 =74 40,1 £84
Média 63.4+6,3* 403 £ 10,78

TGG-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-15: TRIS-
frutose-4cido citrico, com 15% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol; TGG-20: TRIS-frutose- acido citrico,
com 20% de gema de ovo de galinha e 5% de glicerol.; TGGN-10: TRIS-frutose-acido citrico, com 10% de gema
de ovo de galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-15: TRIS-frutose-acido citrico, com 15% de gema de ovo de
galinha-d’angola e 5% de glicerol.; TGGN-20: TRIS-frutose-4cido citrico, com 20% de gema de ovo de galinha-
d’angola e 5% de glicerol.

Fonte: Autora.

Assim como nas demais avaliagOes realizadas, houve diferenca significativaentres os
distintos momentos do processamento seminal, onde a média do percentual de espermatozoides
com morfologia normal foi de 63,4% antes do congelamento, e de 40,3% apds o
descongelamento, ou seja, ocorreu uma queda relevante de 23,1% de células normais, em meios
as conformidades encontradas, causadas pelo congelamento e a todo o0 processo que as amostras
foram submetidas. Os pardmetros identificados estdo aquém do estabelecido pelo CBRA (2013)
para a porcentagem de espermatozoides normais ap0s o processo de congelamento, com a

exigéncia sendo superior a 80%.
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Logo, as diferentes proporcdes de gema de ovo de galinha (Gallus gallus domesticus)
por gema de ovo da galinha-d'angola (Numida meleagris) atribuidas ao meio, ndo apresentaram
diferenca estatisticas em suas medias, connseguindo preservar e proteger das células.
Resultados de acordo com De Oliveira Paula et al., (2020) conseguiu, comprovando que a
analise ultraestrutural dos espermatozoides caprinos criopreservados com ACP-101c® com
gema de ovo de Gallus gallus domesticus ou com gema de ovo de Numida meleagris,
demonstraram que ambas as constituicbes dos crioprotetores preservam tanto as membranas

guanto as organelas espermaticas de modo satisfatério.

6 CONCLUSAO

Podemos concluir que a substituicdo da gema de ovo de galinha pela
gema de ovo da galinha-d'angola em protocolos de criopreservacdo de sémen caprino
ndo resultou em diferencas significativas na protecdo das células espermaticas e no
que diz respeito a integridade e funcionalidade das membranas espermaticas apds o
processo de descongelamento.

Portanto € possivel substituir a gema de ovo de galinha (Gallus gallus
domesticus) por gema de ovo da galinha-d'angola (Numida meleagris) em protocolos
de criopreservacao de sémen caprino, com o mesmo nivel de protecdo das células

espermaticas.
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