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RESUMO

O objetivo foi comparar a qualidade do sémen caprino criopreservado com diferentes tratamentos a base
de lecitina de soja ou gema de ovo. O sémen foi coletado de cabras da raca Alpina (n = 4), foram utilizados
dois diluentes comerciais: AndroMed® (1% de lecitina de soja, LS); Optidyl® com 20% (v/v) Tris-gema de
ovo; TY), e um terceiro diluente a base de citrato-gema de ovo (CY), em sémen fresco (SF) e em seguida
resfriado de 37 a 4 ° C por 2 h; sémen resfriado (SR), em seguida, as palhetas foram preenchidas com
sémen e congeladas em nitrogénio liquido a -196 °C (SC). Nao houve diferenca (p> 0,05) entre os diluentes
do SF em relagdo a motilidade da massa (MM; 4,7 + 0,26), viabilidade espermatica (VE; 74,1 + 1,66) e
motilidade individual (MI; 62,3 £ 4,0). Da mesma forma, para o RS néo houve diferenca (p> 0,05) entre os
diluentes em relacdo ao MM = 3,83 + 0,4 e MI = 52,1 + 6,0, porém o VE variou (p <0,05) de acordo com o
diluente, observando a menor viabilidade em LSvs. CY e TY (51,0 £ 13,0 vs 71,3 + 3,0 € 69,0 + 3,1). Em
relacdo ao SC, MM, Ml e VE favoreceu (p <0,05) o diluente TY vs. LS e CY (2,4+0,5,325+8,3,41,3 +
13,0). Os resultados mostraram uma melhor criopreservacao do sémen caprino com o diluente Tris-gema
em comparagdo com a lecitina de soja.

Palavras-chave: Lecitina de soja, diluente, sémen de cabra

ABSTRACT

The objective was to compare the quality of cryopreserved goat semen with soy lecithin or egg yolk. The
semen was collected from male goats (n=4), two commercial diluents AndroMed® (1% soy lecithin, SL);
Optidyl® (20% (v/v) Tris-egg yolk; TY), and a citrate-egg yolk-based diluent (CY) were used in fresh semen
(FS) and then cooled from 37 to 4 °C for 2 h (refrigerated semen, RS), afterwards straws were filled with
semen and frozen in liquid nitrogen at -196 °C (FS). There were no differences (p>0.05) between diluents
in the SF in the mass motility (MM; 4.7+0.26), sperm viability (SV; 74.1+1.66) and individual motility (MI;
62.3+4.0). In the same sense, for the SR there was no difference (p>0.05) between diluents with respect to
MM (3.83+0.4) and MI (52.1+6.0), however, the SV varied (p<0.05) according to the diluent, observing the
lowest viability in SL vs CY and TY (51.0£13.0 vs 71.3+3.0 and 69.0+£3.1). Regarding SC the MM, Ml and
SV obtained better values (p<0.05) with the diluent TY vs SL and CY (2.4+0.5, 32.5+8.3, 41.3+13.0). The
results showed a better cryopreservation of goat semen with the diluent Tris-yolk compared to that of soy
lecithin.
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INTRODUCAO

Os diluentes tradicionais que sao adicionados ao sémen para a preservacao da
viabilidade e fertilidade do esperma durante a criopreservacao incluem gema de ovo
(Lima-Verde et al., 2017). Isso se deve ao fato de que a gema de ovo protege 0s
espermatozoides dos danos induzidos pela criopreservacdo durante o resfriamento,
congelamento e descongelamento, interagindo diretamente com a membrana plasmatica
(Andrabi et al., 2008; Akcay et al., 2012; Sieme et al., 2016). Porém, nos ultimos anos,
tem havido opiniéo frequente contra o uso de gema de ovo devido a grande variabilidade
de seus componentes, o que torna complexa a avaliacdo de seus beneficios (Kulaksiz et
al., 2010). Além disso, buscou-se evitar o uso de diluentes de origem animal, uma vez
gque poderiam ser uma possivel via de transmisséo da doenca (Lima-Verde et al., 2017;
Ansari et al., 2017).

Em relacdo a gema de ovo, alguns componentes indesejaveis (hormoénios esterdides e
suas moléculas precursoras) sdo considerados prejudiciais a integridade do esperma
(Akhter et al., 2012; Lima-Verde et al., 2017). O principal componente da gema de ovo
que protege a membrana do esperma é a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Foi
demonstrado que os fosfolipidios ou lecitina na gema do ovo tornam 0s espermatozoides
menos sensiveis ao resfriamento (Zeron et al., 2002). Em patrticular, no cabrito macho,
existem interacdes negativas entre os fosfolipidios da gema do ovo e a glandula
bulbouretral, esta glandula secreta com o plasma seminal uma enzima coagulante da
gema do ovo, que catalisa a hidrolise da lecitina da gema em &cidos graxos e lisolecitina,
que sao citotdxicos (Ngoma et al., 2016). Portanto, substitutos quimicamente definidos
para a gema de ovo tém sido usados sem serem de origem animal (El-Sisy et al., 2018;
Gamal et al., 2016), feitos de lecitina de soja e que podem ser potenciais alternativos para
a criopreservacao de sémen (Akhter et al., 2012).

Acredita-se que os lipossomas atuem de forma semelhante as lecitinas na gema do ovo
ou no leite (Belala et al., 2016). Em bufalos, ndo foram encontradas diferencas em termos
de integridade acrossomal quando diluentes a base de gema de ovo, lecitina ou
lipossomas de soja foram usados (Kumar et al., 2015; Singh et al., 2013). Nesse contexto,
os diluentes a base de gema de ovo merecem atencdo especial quanto aos seus
componentes e ao seu efeito em relacdo aos diluentes a base de lipossomas. Devido ao
fato de que o efeito dos componentes acima mencionados é pouco conhecido sobre a
qualidade do sémen criopreservado em caprinos machos, nos propusemos como objetivo
comparar os efeitos de diluentes a base de lecitina de soja ou gema de ovo sobre a
qualidade do sémen conservado por refrigeragdo e congelamento.
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MATERIAL E METODOS

Geral
Todos os métodos e manejo das unidades experimentais utilizadas neste estudo estavam
em estrita conformidade com as diretrizes para o uso ético, cuidado e bem-estar de
animais em pesquisa em nivel internacional (FASS, 2010) e nacional (NAM, 2002)
namero UAAAN-UL referéncia de aprovacgéao institucional com codigo 38111-425501002-
2431.

Localizacédo e animais

O experimento foi realizado no norte do México, no Centro Caprino da Universidade
Agraria Auténoma Antonio Narro (26° Latitude Norte e 104° Longitude Oeste), durante a
estacdo reprodutiva (janeiro). A area de estudo esta a uma altitude de 1120 metros acima
do nivel do mar, com precipitacdo média anual de 230 mm e temperatura média de 24°
C, maxima de 41 °C em maio e junho e minima de -1 °C em dezembro e janeiro.
(CONAGUA, 2015). Foram utilizados caprinos machos adultos da raca Alpino-Francesa
(n =4, 1,5 a 2 anos), homogéneos quanto ao peso vivo (PV; 75,0 £ 0,32 kg) e condicao
corporal (CC; 3,5 + 0,10 unidades) com fertiidade comprovada antes do estudo
experimental através de avaliacdes frequentes da qualidade seminal. Durante o periodo
experimental, os machos foram alimentados duas vezes ao dia (800 he 1800 h), com
acesso livre, com dieta a base de feno de alfafa (18% PB, 1,95 Mcal de EM) e 100 g de
concentrado comercial (21% PC, 1,7 Mcal ME) com base em suas necessidades
nutricionais (NRC, 2007). Os machos tiveram livre acesso a agua limpa e sais minerais e
um periodo de adaptacao de 2 semanas antes da investigacao.

Coleta e processamento de sémen

O sémen foi coletado pela manha (800 a 1000 h) a cada 3 dias, durante trés semanas,
uma fémea em atividade estral foi utilizada como estimulo para a extragdo do sémen. O
sémen foi coletado em vagina artificial padrdo para ovinos e caprinos, mantida a uma
temperatura de 38 °C, portanto, foi pré-aquecida a 42 °C antes da coleta. Foram
coletados 24 ejaculados, apds cada extracdo o sémen foi imediatamente imerso em
banho-maria a 37 °C para posterior analise macroscopica e microscépica durante os 10
minutos seguintes.

Preparacéo de diluentes e processo de congelamento

Dum total de 24 ejaculados (6 ejaculados por homem) e cada ejaculado foi dividido em
trés aliquotas de partes iguais para serem processadas para criopreservacao, usando
dois diluentes comerciais: AndroMed® (Minitiibe, Tiefenbach, Alemanha; com 1% de
lecitina de soja; LS); Optidyl® (CRYO-VET, Franca; com 20% (v/v) de Tris-gema de ovo;
TY), e um terceiro diluente a base de citrato-gema de ovo (CY) obtido de acordo com a
técnica usada por Salamon o Maxwell, (2000) .
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No experimento, foram consideradas apenas amostras com volume> 0,5 mL,
concentracdo de 2,5x10° mL, motilidade de massa 2 3,0 e viabilidade = 70%.
Posteriormente, as amostras ja diluidas foram submetidas a 3 processos de avaliagdo:
sémen fresco (SF); sémen resfriado (SR, equilibrado a 4 °C por 2 horas); e sémen
congelado (SC). Apo6s a refrigeracdo do sémen, os canudos de 0,25 mL foram
preenchidos e para o processo de congelamento foram colocados em 7 cm de nitrogénio
liquido (NL, -140 °C) por 10 min; em seguida, foram submersos diretamente no NL (-196
°C) e armazenados até a analise (Jerez et al.,, 2016). Em cada um dos estados de
conservacgao (SF, SR e SC), o sémen foi analisado, imediatamente e a cada 15 minutos
durante o processo de conservacgao, para avaliacdo da massa e motilidade e viabilidade
individual. No caso do SC, foi analisado 24 horas depois, para o qual a palha foi
descongelada, imergindo-a em agua temperada (37° C) por 30 s.

Variaveis avaliadas

A motilidade da massa (MM;%) foi avaliada com a utilizacdo de plataforma pré-aquecida
(37 °C), colocando-se uma gota de sémen puro (20 ul) em Iamina de microscépio optico
com objetiva de 10x, e de acordo com o observado movimento, uma pontuagao de escala
arbitraria de 1 a 5 foi atribuida, onde 1 = 25% e 5 = 100% espermatozoides moveis
(Mahsud et al., 2013). A motilidade individual (IM;%) foi determinada a partir da proporcéo
de espermatozoides progressivamente moveis, para isso, uma gota (10uL) de sémen foi
colocada em uma lamina e coberta com uma lamina de laminula; posteriormente, foi
observado ao microscépio com objetiva de 40x. A viabilidade espermatica (VE;%), foi
avaliada pela técnica de coloracdo com eosina-nigrosina (Kafi et al., 2004), pelo menos
200 espermatozoides por amostra foram observados em microscépio de luz, usando a
objetiva de 100X, e a porcentagem de células vivas (ndo coradas) e células mortas
(coradas em rosa) foram calculadas. Todas as avaliagbes foram realizadas sempre pelo
mesmo avaliador qualificado.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA usando o procedimento General Linear Model
(GLM). As médias obtidas a partir dos parametros seminais foram comparadas por meio
de um teste t. Foi considerado o efeito do uso de diferentes diluentes, os estados do
processo de criopreservagao e sua interacao. Todos os dados foram analisados usando
0 pacote estatistico SAS V9.1 (SAS, 2005). As diferencas foram consideradas
significativas a um valor de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos diferentes parametros avaliados para determinar a qualidade do
sémen diluido com LS, TY ou CY, em sémen fresco (SF), refrigerado por 2 h (SR) e
sémen congelado (SC) estédo resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Médias (+ SEM) para a qualidade do sémen criopreservado de cabras dos Alpes
franceses diluido com lecitina de soja ou gema de ovo

MM

Parametros M VE
(escala, 1-5) (%) (%)

Sémen fresco
LS 4.6+0.22 63.0+1.22 76.0+2.02
TY 4.8+0.32 62.5+1.42 75.0+0.02
CY 4.8+0.32 61.3+4.32 71.3+4.02
Sémen refrigerado
LS 3.1+1.07 44.0£12.0% 51.0+13.0%
TY 4.4+0.12 57.5+2.5% 71.3+2.4%
CcY 4.0£0.22 55.0+£3.5% 69.0+3.1%
Sémen congelado
LS 1.0£0.4°¢ 11.046.4°¢ 11.0+7.1¢
TY 2.4+0.5° 32.5+8.3° 41.3+13.0°¢
CY 0.5+0.3¢ 6.3+3.8° 2.5+2.5¢

Tratamentos: Andromed® (LS; 1% de lecitina de soja), Optidyl® (TY: Tris- 20% de gema de ovo) ou
citrato-gema de ovo (CY). Motilidade de massa (MM; escala, 1-5), Motilidade individual (MI;%),
Viabilidade do esperma (VE;%) 2<d Sobrescritos desiguais entre as linhas indicam diferenga estatistica
significativa (P<0,05).

No FS, foram obtidos valores semelhantes entre os grupos (P> 0,05) em cada uma das
variaveis avaliadas [MM (4,7+0,26%), VE (74,1+1,66%) e IM (62,3+4,0%)]. Os resultados
sugerem que a composicdo dos diluentes utilizados neste estudo afeta a qualidade dos
espermatozoides apés o processo de descongelamento. No entanto, a qualidade do
sémen poés-descongelamento foi mais afetada quando o diluente a base de LS foi usado
em comparacao com o TY. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados em cavalos
e cervideos; em que uma qualidade de semente superior € mostrada quando diluentes a
base de gema de ovo s&o usados (Pillet et al., 2012; Stewart et al., 2018). E provavel que
os resultados encontrados se devam ao fato de que o componente Tris-gema de ovo
auxilia na reducao da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), mantendo assim
o potencial de integridade da membrana ao reduzir o choque térmico causado pelas
mudancas de temperatura no processo de criopreservacdo (Alcay et al., 2016; Seifi-
Jamadi et al., 2017). Isso pode estar relacionado ao componente efetivo da gema de ovo
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que é a lipoproteina de baixa densidade (20%), que contém o TY e funciona como uma
fracao crioprotetora que ajuda a manter a melhor qualidade do sémen (Amirat et al., 2004,
Forouzanfar et al., 2010; Alcay et al., 2016).

Ao comparar os efeitos dos diluentes nas condi¢cdes de SR, ndo houve diferencas (P>
0,05) no MM e MI (3,83 + 0,4% e 52,1 £ 6,0%, respectivamente); entretanto, o percentual
de VE foi menor com o diluente baseado em LS em comparacdo com TY e CY (51,0 +
13,0vs 71,3 £ 3,0 € 69,0 £ 3,1 respectivamente; P <0,05).

Os resultados relatados no presente experimento com relagéo ao diluente TY concordam
com os relatados por Celeghini et al. (2008), que indicam maior integridade do acrossoma
de espermatozoéides de touro, e Konyak et al. (2018) que descobriram que, apos
balancear e congelar o sémen de cabras, a motilidade espermatica € significativamente
maior quando se usa o diluente Tris com 20% de gema de ovo, em comparagao com
aguele composto por 1% de lecitina de soja. Nesse sentido, esta comprovado que a
lecitina de soja ndo é capaz de prevenir a peroxidacao lipidica que ocorre durante o
processo de resfriamento dos espermatozoides (Salmani et al., 2013).

Pesquisas anteriores em ovinos mostraram que o sémen diluido com lecitina de soja
apresenta danos a membrana espermética e, consequentemente, danos ao nivel
mitocondrial, o que resulta em menor mobilidade e fertilidade dos espermatozoides (Del
Valle et al., 2012; Lima-Verde et al., 2017). Konyak et al. (2018) atribui a baixa qualidade
espermatica do sémen exposto ao LS a diferencas na concentracdo de lecitina de soja
utilizada, em relagéo a isso, Forouzanfar et al. (2010) observaram em sémen de carneiros
que diluentes contendo concentracbes de 1% de lecitina tinham maior viabilidade
espermatica, em comparacdo com 2% de lecitina, e também que a faixa de 1 a 1,5% de
lecitina de soja no diluente apresentou melhores caracteristicas de sémen apés a
preservacgao.

Em SC, os valores de MM, MI e VE foram maiores no sémen diluido com TY (2,4 + 0,5,
32,5+8,3, 41,3 £ 13,0, respectivamente; P<0,05) em comparacéo ao sémen diluido com
LS e CY que seus MM, MI e VE diminuiu drasticamente (1,0,0 £ 0,4, 11,0 £ 6,4, 11,0 £
71e05+0,34 6,3*38¢e 25+ 2,5 respectivamente; P<0,05). Da mesma forma, os
resultados em nosso estudo em CY pos-descongelamento foram menores em
comparacdo com TY. E provavel que esses resultados estejam associados aos
componentes do diluente, especificamente a porcentagem de gema de ovo, no diluente
CY a concentragédo de 15% e no TY a 20%. Esses resultados concordam com
Fourouzanfar et al. (2010), que relatam que a mobilidade e a viabilidade espermaticas
pés-descongelamento sdo maiores quando se usa uma concentragdo de gema de ovo
de 20% do que quando se usa 15%. Da mesma forma, outros estudos confirmam que o
aumento na concentracdo de gema de ovo melhora a preservagdo da qualidade do
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esperma (Amirat et al., 2004; Forouzanfar et al., 2010; Alcay et al., 2016). A razdo para
essa melhora pode ser devido ao fato de que os fosfolipidios contidos na gema do ovo,
como a fosfatidilcolina, sdo importantes para a manutencédo da integridade da membrana
do esperma durante o processo de congelamento e pés-descongelamento (Mousa et al.,
2002; Amirat et al., 2004; Forouzanfar et al., 2010; Alcay et al., 2016). Portanto, € provavel
gue uma alta porcentagem de gema de ovo melhore a viabilidade espermatica observada
em TY, e isso contribui para a manutencdo dos niveis de acidos graxos polinsaturados
necessarios para a membrana espermatica, sendo menos suscetivel & peroxidagéo
lipidica destrutiva (Cerolini et al., 2001; Kaeoket et al., 2010).

Por outro lado, a baixa qualidade do sémen pos-descongelamento de CY pode ser devido
ao fato de que a gema de ovo tem um alto risco de sofrer contaminag&do microbiana, o
que pode diminuir a qualidade do sémen pds-descongelamento (Aboagla et al., 2004;
Kulakzis et al.,, 2010); e por ser a gema comercial (CY), ndo poderia ter uma boa
qualidade sanitaria, o que prejudicou a qualidade do sémen pdés-congelamento. Outro
fator que pode afetar a qualidade do sémen CY € a dieta e 0 manejo das aves produtoras
(Lima-Verde et al., 2017). Na verdade, varios estudos tém mostrado que as gemas de
ovos de diferentes espécies de aves apresentam uma variagdo em seus componentes,
resultando em diferentes efeitos no processo de criopreservacdo sobre o0s
espermatozoides (Trimeche et al., 1997; Bathgate et al., 2006; Singh et al., 2013). Além
disso, a gema do ovo pode conter metabdlitos e endotoxinas prejudiciais que afetam a
viabilidade do esperma (Vidal et al., 2013), bem como horménios esterdides que reduzem
a motilidade do esperma (El-Sisy et al., 2018). Estudos laboratoriais anteriores revelam
gue, ao eliminar alguns componentes da gema do ovo por centrifugacao; além de certas
substancias na gema que inibem a respiracdo e a motilidade espermatica, sugerindo a
substituicdo da gema inteira pela fracao crioprotetora (Amirat et al., 2004).

CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo ndo mostraram diferencas estatisticamente
significantes entre o uso dos diferentes diluentes para a conservacédo de FS e RS; No
entanto, o Tris-yolk obteve maior motilidade individual e de massa e viabilidade pés-
descongelamento em comparacdo ao diluente a base de lecitina de soja durante o
processo de criopreservacdo do sémen de cabra Alpina.
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