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The Horse's Prayer

(unknown)

Feed me, water and care for me, and when the day's
work is done, provide me with a shelter, a clean dry
stall large enough for me to lie down in comfort.

Talk to me, your voice often means as much to me
as the reins. Pet me sometimes that | may serve you
more gladly and learn to love you. Shoe me properly
that I may serve you in comfort. Never strike, beat
or kick me when | don't understand what you want,
but give me the chance to understand you.

And finally oh master, when my youthful strength

is gone do not turn me out to starve or freeze, or sell
me to some cruel owner to be slowly tortured or
stoned to death, but do thou, my master take my life
in the kindest way, and your God will reward you
here and hereatfter.

You will not consider me irreverent if | ask this in

the name of Him who was born in a stable



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar a utilizacdo de diluentes
comerciais a base de gema de ovo de galinha com os mesmos diluentes, nos
quais se substituiu a gema de galinha pela de ovo de ema (Rhea americana).
Foram utilizados Seis garanhdes da raca Crioula, comprovadamente férteis e
no periodo fora da estacdo de monta e utilizados seis ejaculados de cada
garanhdo. O sémen foi avaliado macroscopicamente quanto ao volume,
aspecto e coloracdo, a seguir avaliou-se a motilidade progressiva e total.
Posteriormente o sémen foi dividido em quatro aliquotas e diluido na proporcao
1:1 com o diluente, Equimix (Nutricell Nutrientes Celulares) para centrifugacao.
Para adicdo do diluente de congelamento foram utilizados: diluente A (FR-5,
Nutricell Nutrientes Celulares) e diluente B (Botu-crio, Biotech Botucatu S.A.)
adicionados de 20 % de gema de ovo de ema, ou de 20 % de gema de ovo de
galinha. As amostras foram envasadas, identificadas e submetidas a
congelamento conforme o protocolo. As palhetas foram descongeladas, apos
um periodo minimo de 7 dias e examinadas para 0S seguintes quesitos:
motilidade total e progressiva, e integridade fisica e funcional da membrana
plasmatica do espermatozoide. Os diluentes comerciais com ou sem adi¢do de
gema de ovo de ema nao apresentaram diferencas em relacdo a motilidade
total e progressiva, porém observou-se diferenca nos parametros quando
comparados os diluentes comerciais. Houve diferenca na funcionalidade da
membrana apenas quando comparado diluente A e B com gema de ovo de
ema. No quesito integridade de membrana nao foi observado diferenca
estatistica. Estes resultados demonstram que a gema de ovo de ema (Rhea
americana) pode ser uma alternativa para producdo de diluentes para
congelamento de sémen de equinos.

Palavras — chave: criopreservacdo, sémen equino, gema de ovo, ema.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the use of two commercial
extenders using chicken egg yolk with the same extenders, to which ema (Rhea
americana) egg yolk was added. Six Criollo breed stallions were used during
the off-breeding season period. Six collections per stallion were used. The
ejaculate aspect, total and progressive motility were evaluated with a
microscope; concentration was determined with a Neubauer counting chamber.
After evaluation, semen samples were divided in two aliquots and diluted 1:1 in
each of the centrifugation extender Equimix (Nutricell Nutrientes Celulares). For
freeze that semen we used two commercial extenders: A (extender with
glycerol) or B (extender with methylformamide) and was added 20% rhea egg
yolk or 20% chicken egg yolk . Semen samples were examined at least 1 week
after freezing, for total and progressive motility, physical and functional
membrane integrity (HOST test and CFDA-PI fluorescence) (Lagares et al.
1998; Harrison & Vickers, 1990). The extenders of a given brand with or without
rhea egg yolk had no significant difference according to total and progressive
motility, although there was difference (p = 0,05) between extenders when
different brands were compared, no matter if they were added Rhea egg yolk or
not. Membrane functionality showed difference only when compared Extender A
and B with Rhea egg yolk. Membrane integrity had no significant difference
between all the treatments. These results show that Rhea egg yolk might be an
alternative to making an equine semen extender.

Keywords: cryopreservation, equine semen, egg yolk.
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1 INTRODUCAO

A industria do cavalo no mundo exerce um importante papel como fonte
de empregos e de renda. No Brasil, o rebanho de equinos no ano de 2004
estava constituido por 5.787.250 cabecas. Neste mesmo ano o faturamento de
vendas em leildes foi em torno de 2.058.202.871. A industria de medicamentos
e suplementos movimentou cerca de R$ 54.142.630,20 e o mercado de ragdes
para equinos, R$ 53.440.000,00 anualmente (SOUZA LIMA et.al., 2006).

As biotecnologias na reproducdo tém importante papel na producéo
animal, especialmente como instrumentos aplicados ao melhoramento
genético. Na espécie equina, a inseminacdo artificial (IA) é mundialmente
utilizada, sendo a biotecnologia com maior impacto sobre a reproducéo equina,
pois um garanhdo pode deixar centenas de descendentes durante a vida
se |A for usada de forma eficiente. A modalidade mais frequentemente utilizada
€ o resfriamento do sémen e transporte para o local onde a égua esta alojada
(LOOMIS, 2006).

As diversas vantagens e praticidade da IA permitiu sua rapida expanséao
e disseminacéo. Dentre os diversos beneficios de seu uso destacam-se:

e a utilizacdo de garanhfes de genética superior em um maior numero de
éguas;

e assegurar avaliacbes e monitoramento do sémen, permitindo deteccao
imediata de problemas, e inicio do tratamento antes que ocorram perdas
reprodutivas;

e 0 aumento do potencial reprodutivo de garanhdes subférteis,
possibilitando tratamentos como filtragem, centrifugagao ou diluicdo em
meios que melhorem os indices de fertilidade destes reprodutores;

e permitir a cobertura de éguas problema que ndo podem ser cobertas por
monta natural, como éguas debilitadas, com laminite, problemas de
navicular, entre outros casos; eliminacdo das barreiras geogréaficas;

e permitir a utilizacdo de sémen congelado; aumento do numero de éguas

cobertas por garanh&o;
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e permitir a utilizacdo de garanhdes que estdo em treinamento; auxilia na
preservacao de ragas raras; permite melhor controle de doencas
sexualmente transmissiveis;

e reduzir os riscos de acidentes; e ainda permitir a utilizacdo de
garanhdes lesionados (DAVIES MOREL, 1999).

A fertilidade de um rebanho depende diretamente da qualidade do
sémen utilizado na IA. Love et al. (2005) citam que a baixa qualidade seminal
contribui para a reducdo dos indices de fertilidade, além de que o manejo
inadequado das éguas pode ser responsavel pelas baixas taxas de prenhez.
Os fatores ambientais também devem ser considerados ao se avaliar a
eficiéncia reprodutiva dos animais (PICKETT E SHINER, 1994).

A IA com sémen congelado ainda tem questdes técnicas a serem
solucionadas, como a variagdo individual frente a criopreservagdo, o baixo
rendimento de doses por ejaculado, o intenso manejo das éguas durante as
inseminacdes, maior custo por prenhez, além da grande oscilacao das taxas de
prenhez em relacdo as obtidas com Monta Natural (MN) ou IA com sémen a
fresco ou refrigerado (BALL, 1998; BACKMAN et al., 2004). A criopreservagao
do sémen equino representa importante instrumento no melhoramento genético
da espécie pela padronizacdo do uso de bons reprodutores. Diversas
associacfes de racas no Brasil ja permitem a utilizacdo de sémen congelado
equino, entre elas a de Quarto de Milha, racas de salto, Campolina,
Mangalarga Paulista, Mangalarga Marchador. A associacdo brasileira que
mais recentemente liberou a utilizacdo de sémen congelado foi a da raca
Crioula (ABCCC,2011).

Nessa pesquisa comparou-se o efeito da gema de ovo de galinha e de
ema (Rhea americana) sobre parametros espermaticos de sémen equino

congelado com dois diluentes comerciais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O espermatozoide:

Os espermatozéides (figura 1) sédo células alongadas consistindo de
uma cabeca, peca intermediaria (colo) e cauda (GADELLA et. al., 2001). A
cabeca possui forma oval e achatada e acomoda o nucleo, uma estrutura que
contém cromatina altamente condensada. O acrossoma é uma estrutura de
parede dupla situada entre a membrana plasmética e a porcdo anterior do
nacleo, derivada do Golgi gerado durante a espermiogénese. O acrossoma
possui enzimas hidroliticas envolvidas no processo de fecundacdo e oferece
protecdo ao DNA contra choques mecanicos (EDDY E O’'BRIEN, 1994; HAFEZ,
1995). Esta estrutura envolve dois tercos do nucleo; nessa regido encontram-
se cinco membranas: a membrana plasmatica, as membranas acrossomais
externa e interna e as membranas nucleares externa e interna
(CHRISTENSEN, 1995). As membranas plasméticas e acrossomal de
espermatozdides de diferentes espécies possuem diferentes composicées
lipidicas, estando relacionadas com a capacidade do espermatozoide de
suportar mudancas que ocorrem na bicamada lipidica durante a reducdo da
temperatura (AMANN, 1991). Toda a caracteristica estrutural especializada do
espermatozdide esta voltada para sua atividade funcional Unica, ou seja,
assegurar a liberacdo do material genético contido no nucleo do
espermatozoide para o o0cito, onde ocorre a unido dos pronucleos masculino e
feminino, produzindo o zigoto (EDDY E O’BRIEN, 1994). Portanto, a fungéo
principal da cabegca do espermatozdéide é armazenamento e liberagdo do
genoma para o odcito; enquanto a da cauda é promover a motilidade da célula
para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e a penetracao
atraves da zona pelucida do oécito (MORTIMER et al., 1997).

O colo conecta a cabeca do espermatozoide a cauda, que € subdividida
em peca intermediaria, principal e terminal, todas envolvidas por uma
membrana plasmatica comum (HAFEZ, 1995). O colo ou peca intermediaria
forma uma placa que se ajusta dentro de uma depressdo na superficie do
nucleo (EDDY E O’BRIEN, 1994) e é continua com nove feixes de fibras que

posteriormente se projetam através da maior parte da cauda. A peca
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intermediéaria, localizada entre o colo e o annulus, juntamente com o
comprimento total da cauda, formam o axonema (HAFEZ, 1995). Na peca
intermediaria, dispostas helicoidalmente estdo as mitocéndrias (entre 75 a 100
aproximadamente), possuindo a func¢do de produzir a energia necessaria para
a motilidade espermatica (EDDY E O’BRIEN, 1994). Na regido da peca
intermediaria, essas estruturas ainda sdo envolvidas pela bainha mitocondrial.
As mitocondrias presentes nesta estrutura sdo responsaveis pelo suprimento
de energia requerida nos processos celulares, principalmente para o inicio e
manutencdo da motilidade (VARNER et al., 1991). As mitocondrias de
espermatozoides de diferentes espécies parecem ser semelhantes e bastante
resistentes a varios tipos de lesbes, porém, a crista mitocondrial pode ser
severamente danificada caso 0s espermatozdides sejam submetidos a
criopreservacao sem que ocorra uma desidratacdo minima, ou na auséncia de
um agente crioprotetor intracelular, como por exemplo, o glicerol
(AMANN,1991)

A \ Acrossoma
; \\ Membrana Plasmatica

Cabx
bl Mitocondria

Colo
Pega

Interme
diaria

:\\1\\(_— Membrana Plasmatica

—— Mitocondria

&v— Annulus

Coluna itudinal
sSegmento Coluna Longitudinal

Equatorial

Pega

Principal Membrana Plasmatica

Coluna Longitudinail

poés-acrossomal

Membrana Plasmatica

Pega Final

Figura 1 — Morfologia do espermatozodide equino. Adaptado de AMAN E
PICKETT (1987)

O axonema é uma estrutura complexa composta por duas proteinas
principais, a dineina e a tubulina (ALBERTS, 2004), e esta envolvido no

mecanismo de motilidade espermatica. E composto por um par de microttibulos
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central e nove pares de microtubulos periféricos circundados pelas fibras
externas densas. A membrana plasmatica engloba a célula, envolve todas as
estruturas espermaticas, define os seus limites e mantém as diferencas entre o
citosol e o ambiente extracelular (AMANN E GRAHAM, 1992; ALBERTS et al.,
2004). E composta de moléculas lipidicas e protéicas (proteinas integrais ou
intrinsecas e periféricas), unidas principalmente por ligacdes nédo-covalentes. A
bicamada lipidica ficou estabelecida definitivamente como a base universal da
estrutura das membranas celulares. Todas as moléculas lipidicas séao
anfipaticas, ou seja, possuem uma extremidade hidrofilica ou polar, voltada
para o meio externo e uma extremidade hidrofobica ou apolar, voltada para o
meio interno (SQUIRES et al., 1999; ALBERTS et al., 2004).

Os lipidios de membrana mais abundantes sdo os fosfolipidios,
predominantemente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e
esfingomielina, compostos de uma cabeca polar e duas caudas de
hidrocarboneto de caracteristica hidrofébica, na qual agua e moléculas
dissolvidas na mesma passam a barreira com dificuldade.

As diferencas no comprimento e na saturacdo da cauda de acidos
graxos sao importantes, pois influenciam na habilidade das moléculas de
fosfolipidios em se agrupar, afetando, consequentemente, a fluidez da
membrana (ALBERTS et al., 2004). Os glicolipidios estdo localizados na
superficie da membrana, enquanto o colesterol preenche os espac¢os entre as
cadeias de acidos graxos de fosfolipidios, estabilizando a membrana (PARKS
E GRAHAM, 1992; SQUIRES et al.,, 1999). As proteinas estdo entremeadas
aos fosfolipidios (AMANN E PICKETT, 1987; HAFEZ, 1995), desempenhando a
maioria das fungdes especificas da membrana (ALBERTS et al., 2004). Estas
representam pouco mais de 50% do peso da maioria das membranas e sao
classificadas como integrais ou periféricas. As proteinas integrais servem como
poros ou canais de membrana, receptores para ions e outras moléculas. Muitas
proteinas integrais e periféricas contém cadeias de carboidratos (AMANN E
PICKETT, 1987; AMANN E GRAHAM, 1992; SQUIRES et al.,1999), que sao
denominadas de glicoproteinas.

A membrana néo é estéatica. Geralmente todos 0s componentes estéo
dispostos aleatoriamente e sao livres para movimentarem-se lateralmente. Isso

porque a membrana é fluida a temperatura ambiente, denominado estado
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liguidocristalino (PARKS E GRAHAM, 1992; SQUIRES et al., 1999). A
proporcao de colesterol : fosfolipidios, assim como a natureza dos fosfolipidios
e a temperatura determinam a fluidez da membrana. Em geral, quanto mais
colesterol presente, menos flexivel ou menos fluida € a por¢cdo da membrana
(AMANN E PICKETT, 1987; AMANN E GRAHAM, 1992).

Devido as diferencas na composicdo da membrana plasmatica, cada
compartimento exibe propriedades fisicas bastante diferentes (SQUIRES et al.,
1999). A composicdo lipidica da membrana plasmética dos espermatozoides
de diferentes espécies de mamiferos é bastante varidvel. A membrana
plasmatica dos espermatozéides do garanhdo é formada por fosfolipidios,
divididos em fosfoglicerolipidios e esfingomielina (57%), colesterol (37%) e
glicolipidios (6%) (GADELLA et.al., 2001). Fisiologicamente os fosfolipidios
que compdem a membrana plasmatica estdo arranjados ao acaso e sao livres
para se movimentarem lateralmente. Esta mobilidade lateral dos fosfolipidios &
conferida pela caracteristica de fluidez da membrana na temperatura corporea.
Muitos fatores afetam a fluidez e a flexibilidade da membrana e dentre esses, 0
mais importante é a temperatura (AMAN E PICKETT, 1987; AMANN E
GRAHAM, 1993). Outros fatores que alteram a fluidez da membrana sédo a
localizacdo, composicdo e distribuicdo dos fosfolipidios e a natureza das
cadeias de &cidos graxos. Sabe-se que a propor¢do colesterol:fosfolipidios,
bem como a natureza das cadeias de &cidos graxos saturados ou insaturados
determina a fluidez da membrana. Em geral, quanto maior a quantidade de
colesterol, menos flexivel e fluida é a membrana. Normalmente quanto maior a
proporcao colesterol:fosfolipidios, mais resistente € a membrana plasmatica as
mudancas de temperatura (AMANN E PICKETT, 1987).

Os espermatozoides da espécie equina sdo mais sensiveis ao choque
térmico durante a reducdo de temperatura porque possuem menos colesterol
na sua membrana plasmatica (KIRK et al., 2001). O colesterol atua
estabilizando a membrana e diminuindo a temperatura na qual a membrana
sofre a mudanca da fase fluida-cristalina para gel e também tem a capacidade,
guando em concentragao elevada suficiente, de eliminar completamente a fase
de transicéo (KIRK et al., 2001).
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2.2 Principios da Criopreservagao:

O desafio da célula espermatica durante o processo de congelamento
nao é sua habilidade em resistir a temperatura de armazenamento de -196°C,
mas a sua capacidade de suportar mudancas que ocorrem durante as zonas
intermediarias de temperatura (19°C a 8°C e -15°C a - 60°C), pela qual elas
devem passar duas vezes, durante o congelamento e o descongelamento
(MAZUR, 1984).

No processo de criopreservacdo, 0 sémen deve ser primeiramente
resfriado da temperatura corpérea (37°C) a temperatura ambiente (20°C). Este
resfriamento aparentemente ndo causa danos aos espermatozoides, desde
gue estes estejam diluidos em meio adequado. Existe, porém, uma faixa critica
de temperatura no processo de refrigeracdo, entre 19 e 8°C, em que o
espermatozdide pode ser severamente lesado (MORAN, 1992). Estas
alteracdes sdo parcialmente irreversiveis, sendo denominadas em conjunto, de
“‘choque térmico”. O estado de choque térmico dos espermatozoides €
caracterizado pelo aparecimento de movimento circular fechado ou anormal,
perda prematura de motilidade, diminuicdo na producdo de energia, aumento
na permeabilidade da membrana e perda de moléculas e ions intracelulares, e
danos acrossdmicos (AMANN E PICKETT, 1987; PICKETT E AMANN, 1992),
como edemaciamento e irregularidades do acrossoma (WATSON, 1995). A
extensdo dos danos provocados pelo choque térmico esta associada a taxa de
resfriamento e temperatura final a qual os espermatozéides estdo sendo
submetidos. Os danos causados aos espermatozoides durante o choque
térmico sdo exacerbados na criopreservacdo (AMANN E PICKETT, 1987;
PARKS E GRAHAM, 1992).

Modificagdes na organizacdo em mosaico fluido da membrana, como
assimetrias na bicamada lipidica e sua interagdo com as proteinas, podem
provocar alteracbes nos receptores de membrana, alterando suas fungdes. A
membrana plasmatica afetada pelo frio pode sofrer mudancas na sua
permeabilidade, resultando em alterac6es funcionais e metabdlicas, o que
prejudica a motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozéides
(AMANN E GRAHAM, 1993).

Durante a criopreservacdo 0s espermatozoides sofrem severos danos,

pois 0 congelamento leva a formacdo de cristais de gelo intracelular e
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extracelular, desidratacdo intracelular, que como consequéncia causa
alteracbes na membrana celular e transito de moléculas através da célula
durante o descongelamento (AMANN E PICKETT, 1987). Quando o sémen &
resfriado abaixo da temperatura de 5° C, os espermatozéides e o diluente ficam
super-resfriados, porque os crioprotetores diminuem o ponto de congelamento
da suspensédo. Entre as temperaturas de —5°C e —15°C, dependendo da curva
de congelamento, formam-se o0s cristais de gelo no meio iniciando o
congelamento. A medida que a agua do diluente congela, os solutos (sais,
proteinas, acUcares e outros) se acumulam nos canais remanescentes, entre
os cristais de gelo, no meio extracelular, junto aos espermatozdides que
também ficam sequestrados nessas regifes. O aumento da concentracdo de
solutos ao redor do espermatozdéide altera o gradiente osmético, favorecendo a
saida de agua de dentro da célula para o meio extracelular. Esse processo
culmina na desidratacédo dos espermatozoéides (AMANN E PICKETT, 1987). No
resfriamento lento (-25 a -40°C / min), o espermatozdide se desidrata devido a
alta concentragdo de solutos no meio extracelular. Consequentemente, ndo se
formam grandes cristais de gelo intracelulares (AMANN E PICKETT, 1987).
Esta desidratacdo pode resultar em altas concentracfes intracelulares de
soluto, provocando o chamado efeito solucdo, prejudicial as células
esperméaticas (WATSON, 1995). Por outro lado, numa curva de resfriamento
muito rapida (> -60°C / min), a 4gua ndo tem tempo para sair da célula e, em
algum ponto abaixo de -10°C, a célula sofrerd o congelamento interno. A curva
de congelamento ideal deve ser suficientemente lenta para permitir que 0s
espermatozoides se desidratem deforma rapida o bastante para evitar que 0s
espermatozoides figuem expostos por muito tempo as altas concentracdes de
soluto. As altas concentracdes de soluto que promovem a desidratag&o celular
levam a deformacdo celular, causam danos estruturais na membrana,
desalojam proteinas de membrana, desnaturam proteinas e separam as
estruturas do citoesqueleto, sendo que todas estas alteracbes podem ser
deletérias aos espermatozoéides (SQUIRES et al, 1999). A extensdo dos danos
causados pelo gelo intracelular depende do grau de formacéo de gelo e do
tamanho dos cristais. Grandes cristais podem causar danos mecanicos as
células, sendo uma das principais causas de morte celular durante o

congelamento, enquanto os pequenos cristais podem nao ser deletérios.
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Durante o reaquecimento, porém, o crescimento desses pequenos cristais em
decorréncia da recristalizacdo pode causar danos severos (MAZUR, 1984).
Uma vez que as células alcancem a temperatura critica (-60°C) (PARKS E
GRAHAM, 1992; HAFEZ, 1995; GRAHAM, 1996), o espermatozolide &
relativamente inerte e 0 sémen pode ser imerso em nitrogénio liquido, para seu
armazenamento por tempo indeterminado (GRAHAM, 1996).

A temperatura para o descongelamento a ser utilizada depende
diretamente da curva de congelamento. Espermatozdéides congelados numa
curva lenta requerem uma curva de descongelamento lenta, para permitir o
descongelamento dos cristais de gelo extracelulares (AMANN E PICKETT,
1987). O descongelamento desses cristais provoca a diluicdo dos solutos e
lentamente ocorre a reidratacdo das células. Se o sémen for descongelado
muito rapidamente, o0s cristais extracelulares descongelam-se muito
rapidamente e a agua do meio invade bruscamente as células, causando
ingurgitamento e danos a membrana plasmatica (AMANN E PICKETT, 1987,
HOLT, 2000). As células congeladas com uma curva rapida necessitam de uma
curva rapida de descongelamento, de modo que o gelo intracelular que se
formou durante o congelamento ndo tenha tempo para recristalizar-se (AMANN
E PICKETT, 1987; PICKETT E AMANN, 1992; GRAHAM, 1996). A
recristalizacdo acontece preferencialmente quando o sémen € congelado
rapidamente e descongelado lentamente (AMANN E PICKETT,1987,
GRAHAM, 1996). Dentre os fatores que afetam o descongelamento estdo o
tipo de envase, espessura da parede da palheta, condutividade de calor e a
temperatura (AMANN E PICKETT, 1987). A utilizacdo de temperatura alta,
como 75°C por 7 segundos (COCHRAN et al.,, 1984; ARRUDA et al., 1986),
seguida de imersdo imediata em banho-maria a 37°C por, no minimo, mais 5
segundos promovem maior Vviabilidade e motilidade espermaticas poés-
descongelamento, comparada a temperatura e tempo (37°C, 30 segundos)
utilizados rotineiramente (HOLT, 2000).

Para fecundar um od0cito, o espermatozdide precisa apresentar pelo
menos quatro atributos pds-descongelamento: (I) metabolismo para a producgéo
de energia; (II) motilidade progressiva; (lll) enzimas acrossomais intactas,
necessarias para a penetracdo do espermatozoide atraveés das estruturas que

circundam o odcito; (IV) e proteinas de membrana plasmatica, importantes para
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a sobrevivéncia da célula espermatica dentro do trato reprodutivo feminino e
para a juncdo da mesma ao oo6cito no momento da fecundacdo (AMANN E
PICKETT, 1987; PICKETT E AMANN, 1992).

Varios fatores afetam a fertilidade do sémen congelado, dentre eles
podemos citar: caracteristicas do individuo, o crioprotetor, variacdo entre
ejaculados, protocolo adequado e o procedimento de inseminacao artificial
(AMANN E PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996). Pickett e Amann (1992)
estimaram que 25 a 30% dos garanhdes possuem sémen de boa
congelabilidade; 30 a 50% apresentam moderada congelabilidade; e 25 a 40%,
reduzida congelabilidade. Portanto, recomenda-se que na primeira coleta e
congelamento de sémen de um garanhao, divida-se o ejaculado em aliquotas
objetivando testar diferentes protocolos e crioprotetores. Um diluente excelente
para determinado garanhdo, ndo necessariamente sera bom para outro. Nesta
situacdo, o diluente e o protocolo que ofereca maior porcentagem de
espermatozoides moveis apos o descongelamento deve ser o eleito (GRAHAM,
1996).

2.3 Procedimentos utilizados na criopreservacao do sémen eqlino

O sémen equino é coletado com auxilio de vagina artificial (AMANN E
PICKETT, 1987; HAFEZ, 1995) e mantido aquecido para proteger oS
espermatozoides do choque térmico. Utiliza-se como manequim uma égua em
cio natural ou de estro induzido pela administracdo intramuscular de estrégeno
ou prostaglandina,assim como a utilizacdo de um manequim construido com
base de ferro e madeira acolchoada como forma segura para coletas de sémen
(SILVA FILHO et al., 1999). Apéds a coleta, o sémen é avaliado (HAFEZ, 1995)
guanto as caracteristicas fisicas macro e microscépicas (motilidade total,
motilidade progressiva, vigor, concentracdo espermatica, cor, aspecto). Para a
criopreservacao, € necessario que as caracteristicas seminais estejam dentro
das caracteristicas minimas requeridas para a espécie eqlina, isto €,
motilidade espermatica progressiva maior que 50% e concentragdo maior que
60 milhdes de espermatozoides/mL (JASKO, 1994). Na raca Crioula, os
parametros de motilidade ficam na média de 55,6% +8,8 e a concentracdo em
10,19x10%+ 6,38 (SUNE et.al., 2001). Apés a adicdo de diluente ao sémen,
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geralmente na proporcao de 1:1, preconiza-se a centrifugacao para reduzir o
percentual de plasma seminal e aumentar a concentracdo espermatica/ml.

A centrifugacdo tem duas finalidades: a eliminacdo de quase todo o
plasma seminal e a obtencdo de uma fracdo altamente concentrada em
espermatozoides (AMANN E PICKETT, 1987). A remocado do plasma seminal
antes do congelamento auxilia a manter a motilidade dos espermatozoides pos-
descongelamento (NISHIKAWA, 1975). O plasma seminal equino € formado
por secrec¢des provenientes do epididimo, ampola do ducto deferente, préstata,
vesiculas seminais e glandulas bulbo-uretrais. Estas secrecdes podem ser
divididas em diferentes fracBes que apresentam funcdes diversificadas na
copula, na preservacdo do sémen, no metabolismo e transporte espermatico
para o trato genital feminino, além de prote¢cdes imunoldgicas (TISCHNER et
al.,, 1974; RODGER, 1975; MANN, 1975; VARNER et al., 1987). Nestas
diferentes fracdes, a pré-secrecdo assume a funcdo de limpeza da uretra,
apresentando alta concentracéo de cloreto de sédio secretados pelas glandulas
bulbo-uretrais (MANN, 1975; AURICH et al., 1997). A fragéo rica do sémen que
possui grande concentragcdo de espermatozéides contém ergotionina e
glicerilfosforilcolina (GPC), além de tracos de acido citrico. Estes componentes
do sémen protegem o0s espermatozodides contra agentes peroxidantes, e
desempenham um papel importante no metabolismo (MARDEN E
WERTHESTEN, 1956). A dultima fracdo, oriunda da vesicula, contém alta
concentracdo de &cido citrico e pequena concentracdo de espermatozoéides
(MANN, 1975). O plasma seminal protege os espermatozoéides através de
processos oxidativos e fagocitarios, diminuindo o0 crescimento de
microorganismos patogénicos (KATILA, 1997).

Neste contexto imunolégico foi sugerido que a remocdo do plasma
seminal possibilitaria a agdo de reac¢fes inflamatorias, uma vez que suprime a
guimiotaxia dos neutrdfilos in vitro (TROEDSSON, 1995). Entretanto, Kotilainen
et al. (1994) afirmaram que ndo ha reducdo do numero de neutrofilos com a
remoc¢do do plasma seminal em relagdo a sua presenca no sémen equino. O
processo de centrifugacdo ndo é indcuo aos espermatozoides, podendo reduzir
sua motilidade. No entanto, os efeitos deletérios desse procedimento podem
ser minimizados com a utilizacdo de uma forca centrifuga reduzida (PICKETT
et al., 1975; GUAY et al.,, 1981, AMANN E PICKETT, 1987). A centrifugacéo
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com uma forga gravitacional de 370g a 8299 néo teve efeito prejudicial sobre a
motilidade espermatica antes do congelamento ou pos-descongelamento,
guando a concentracdo de plasma foi mantida em torno de 10% (PICKETT et
al.,1975). A centrifugacdo do sémen em uma intensidade de 600 x g por 10
minutos, induziu menores alteragdes morfélogicas nos espermatozéides e
permitiu recuperacdo espermatica de aproximadamente 87% de células apos a
ressuspensdo (DELL'AQUA JUNIOR E PAPA, 2001). A centrifugacdo do
ejaculado com uma forca centrifuga de 100 x g por 5 minutos ndo apresentou
efeitos negativos sobre a motilidade (MARTIN ET AL., 1979).

A porcentagem de espermatozoides méveis antes da centrifugacéo deve
ser similar a porcentagem pos, sendo aceitavel uma perda de motilidade em
torno de 10%. Havendo uma queda de motilidade superior a 10% durante a
centrifugacéo, a forca gravitacional, a duracdo da centrifugacdo e o diluente
devem ser alterados (AMANN E PICKETT, 1987)

Para o sémen ser armazenado a baixas temperaturas € necessario que
0s espermatozolides sejam diluidos em diluentes especiais e apropriados
(AMANN E PICKETT, 1987; HOLT, 2000). Os diluentes de sémen possuem
uma série de componentes basicos. Dentre esses, a agua atua como solvente
de outros componentes do meio; tampdes e substancias ndo ibnicas atuam na
manutencdo da osmolaridade e pH do meio; macromoléculas da gema do ovo
e/ou leite atuam na prevencao do choque térmico; carboidratos servem como
fonte de energia e outras substancias como antibidticos, que controlam o
crescimento microbiano; detergentes que emulsificam os lipidios presentes na
gema de ovo, permitindo melhor interagdo entre esses componentes e a
membrana plasmatica; quelantes que se ligam ao calcio e ao magnésio,
limitando o movimento de ions bivalentes por meio da membrana, impedindo
gue os ions penetrem nas células espermaticas e as danifiquem durante o
choque térmico e crioprotetores penetrantes ou intracelulares (AMANN E
PICKETT, 1987).

A composicao dos diluentes de congelamento de sémen pode afetar os
resultados do processo de criopreservacdo. A protecdo das células durante a
fase de desidratacdo que ocorre durante o congelamento e a estabilizacdo da
bicamada lipidica, como o impedimento da fusdo de particulas intra-

membranosas, depende das substancias que compdem o diluente (CROWE
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et.al. 1987 por SNOECK 2005). A caracteristica mais importante de um
crioprotetor é sua afinidade pela agua. Dalimata e Graham (1997) afirmaram
que 0s crioprotetores intracelulares possuem estruturas que promovem a
ligacdo do hidrogénio com moléculas de agua (propriedade coligativa) nos
cristais de gelo, criando um ambiente menos nocivo para as ceélulas. A sua
capacidade de reduzir o ponto de congelamento (ponto em que ocorre a
formacdo dos primeiros cristais de gelo) das solucbes € uma de suas
propriedades coligativas, (DALIMATA E GRAHAM, 1997).

Os crioprotetores sao classificados como permeaveis e ndo permeaveis
a membrana plasmatica (NASH, 1966). Crioprotetores ndo permeaveis sao
representados por moléculas de alto peso molecular, como o0s acucares,
lipoproteinas da gema de ovo, proteinas do leite e alguns aminoacidos, sdo
responsaveis pelo mecanismo de protecdo no meio extra-celular (AMANN E
PICKET, 1987). J4 os permedveis exercem ac¢ao tanto no meio extra quanto no
intracelular, possuem mecanismos de acdo especificos por suas propriedades
coligativas ou de ligagcdo com a molécula de a4gua que tem suas caracteristicas
modificadas. No processo de congelamento o crioprotetor permeavel limita a
formacdo e retarda a expansao dos cristais de gelo e diminui as concentracdes
de soluto no meio extra e intracelular (NASH, 1966).

Na fase de descongelamento o crioprotetor permite que a célula se
reidrate adequadamente. As caracteristicas fisico-quimicas ideais do agente
crioprotetor sédo: baixo peso molecular; alta solubilidade em meio aquoso e
baixa toxicidade celular (NASH, 1966).

Os agentes crioprotetores extracelulares sdo grandes moléculas que néo
atravessam a membrana plasmatica e podem ser proteinas como as presentes
no leite e na gema do ovo, aglcares como a lactose, frutose, manose, rafinose
e trealose, polimeros sintéticos como o polivinilpirrolidone e a metilcelulose
(JASKO, 1994).

Além dessas substéancias, a glicina, betaina, glutamina e prolina atuam
como potentes crioprotetores nédo penetrantes (HOLT,2000). A utilizacao
dessas substancias antioxidantes nos diluidores pode atuar na preservacao da
motilidade espermatica durante o periodo de estocagem e minimizar os efeitos
da peroxidacédo lipidica (BALL et al., 2002). Os agentes crioprotetores nao

penetrantes atuam por meio de efeito osmotico, facilitando a desidratacao
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celular, pois tornam o meio do diluente seminal hipertdnico. Com isso, a
probabilidade de formacdo de cristais de gelo no interior das células, com
consequente dano fisico a membrana espermatica, é reduzida (AMANN E
PICKETT, 1987).

Diferentes componentes como alcoois, etilenoglicol, glicerol,
polietilenoglicol, dimetilsulfoxido e também as amidas, dentre elas
dimetilformamida podem ser utilizados como agentes crioprotetores para
congelamento de sémen (ASHWOOD-SMITH, 1987). O glicerol é o crioprotetor
penetrante mais utilizado nos protocolos de congelamento (HOLT, 2000),
embora nao apresente um efeito crioprotetor igualmente eficiente na
criopreservacdo do sémen de todas as espécies. Smith e Polge (1950) foram
0S primeiros pesquisadores a relatar o efeito crioprotetor do glicerol. A adicao
de glicerol ao meio de congelamento de sémen induz ao aumento do volume
de canais de solvente ndo congelados e uma menor concentracdo de sais
nestes canais (MAZUR, 1984). O efeito do glicerol na membrana plasmatica
pode ocorrer por meio de uma ligacdo direta aos fosfolipidios da membrana,
reduzindo sua fluidez e interferindo na permeabilidade celular (PARKS E
GRAHAM, 1992). Por outro lado, os efeitos deletérios do glicerol incluem
estresse osmotico, mudancas na organizacao, fluidez e permeabilidade da
membrana, e na sua composicao lipidica (WATSON, 1995).

O glicerol foi inicialmente utilizado na concentragéo de 7 al0% (SMITH E
POLGE, 1950). Nos equinos, a concentracdo ideal do glicerol varia de 3 a 4%
(AMANN E PICKETT, 1987). Essas concentracbes foram eficientes para
preservar a motilidade do sémen equino pés-descongelamento. No entanto,
para minimizar os danos ao acrossoma foram necessarias concentracdes
menores que 2% (WATSON, 1995). Embora taxa de fertilidade similar com
sémen equino congelado utilizando-se concentracdes de glicerol de 2 a 7%
tenha sido reportada (GRAHAM et al, 1978) foi demonstrada uma
superioridade nas caracteristicas de motilidade espermatica, motilidade
progressiva, vigor e integridade da membrana plasmatica apos o
descongelamento com o uso do glicerol na concentragao de 2,5% (VIDAMENT
et al., 2002; VIDAMENT et al., 2005).

Crioprotetores permeaveis como o etilenoglicol (3,5%) e a acetamida

(5%) associados a metilcelulose e trealose podem ser utilizados como
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crioprotetores alternativos para o congelamento de sémen de garanhdes
(HENRY et al., 2002; SNOECK, 2003). Gomes et al. (2002) constataram que a
associacao de dimetilformamida com o glicerol apresentou melhores resultados
quando comparada com o glicerol apenas. Os autores também afirmaram que
a dimetilformamida € capaz de preservar a motilidade esperméatica
similarmente a metilformamida e dimetilacetamida, a 3%; e que ambos tiveram

atividade crioprotetora superior ao glicerol.

2.4 Criocapacitacao

As organelas do espermatozoide sdo as estruturas que apresentam
maior sensibilidade a reducdo brusca de temperatura. As membranas
esperméticas afetadas pela criopreservacdo incluem as membranas
plasmatica, acrossbmica externa e mitocondrial (WATSON, 1995). A causa
primaria dos danos celulares causados pelo congelamento é a desestabilizacao
da membrana plasmatica devido ao estresse térmico, mecanico, quimico e
osmaético (PARKS E GRAHAM, 1992). As membranas respondem a alteracdes
de temperatura através de transicdo da fase lipidica (WATSON, 1995;
WATSON, 2000; MEYERS et al., 2003).

Com a reducédo de temperatura, 0s movimentos laterais dos fosfolipidios
se tornam mais restritos, devido a mudanca da fase fluida para gel, resultando
em agrupamento de proteinas para as éareas fluidas remanescentes. Dessa
forma, ha uma tendéncia de certos fosfolipidios formarem a micela hexagonal
II, que pode ser ou nao reversivel (AMANN E PICKETT, 1987; PARKS E
GRAHAM, 1992; WATSON, 1995). Modificacbes semelhantes na composicéo
lipidica da membrana plasmatica do espermatozoide sao induzidas pelo
bicarbonato presente no trato genital feminino, as quais foram observadas
durante o processo de resfriamento (ASHWORTH et al., 1994). O resfriamento
do sémen abaixo da temperatura de transicdo da fase lipidica pode
desequilibrar sistemas enzimaticos, tais como ATPases, da membrana
espermatica de equinos (WATSON, 1996; MEYERS et al., 2003), touros e
carneiros (NAUC, 1992).

Além do desequilibrio fisico da membrana, a taxa de regulacdo do
volume osmotico e as respostas a fatores de estresse da célula espermatica

sdo altamente dependentes da permeabilidade celular a agua. Esta varia de
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acordo com a espécie, temperatura ambiente, tipos de crioprotetores e
formacdo de cristais de gelo (POMMER et al., 2002; MEYERS et al., 2003).
Além disso, ha evidéncias de que a permeabilidade da membrana plasméatica
seja diferente entre as regides do espermatozéide (WATSON, 2000; MEYERS
et al.,, 2003). Lesdes sub-letais no sémen equino foram identificadas,
decorrentes de meio anisosmotico (POMMER et al. 2002 ; MEYERS et
al.2003). Embora a aparéncia das células estivesse normal a microscopia
Optica, e o volume celular tenha retornado ao normal, houve reducdo
significativa da motilidade espermatica. Portanto, mudancas na pressao
osmotica da fracdo descongelada, induzidas pela formacao de cristais de gelo,
podem aumentar a permeabilidade celular (WATSON, 2000). Da mesma forma,
a permeabilidade celular pode ser modificada durante o resfriamento
decorrente de alteracdo do envoltério lipidico, causada por crioprotetores
intracelulares (WATSON, 2000; MEYERS et al., 2003).

ApOs o0 descongelamento do sémen equino, 0s espermatozoéides
apresentam aumento na concentracdo de calcio intracelular, indicando uma
deficiéncia no controle desse ion (WATSON, 2000; MEYERS et al., 2003). A
desorganizacdo da membrana decorrente do congelamento/descongelamento
provoca aumento da permeabilidade, e os ions calcio presentes no meio
extracelular penetrardo na célula, podendo estimular os eventos dependentes
de célcio, como a capacitacdo espermatica (YANAGIMACHI,1994;
WATSON,2000). O espermatozoide criopreservado pode ser considerado
parcialmente capacitado, pois apresenta mudancgas na fluidez da membrana.
Sua sobrevivéncia é, portanto, limitada, pois o espermatozoide capacitado
possui longevidade mais curta, e caso seu encontro com 0 00cito ndo ocorra,
ele morrer4d (WATSON ,1995).

2.5 O Colesterol

A distribuicdo do colesterol entre as membranas da célula espermética
nao € uniforme. A razdo colesterol:fosfolipidios na membrana plasméatica de
espermatozoides equinos é cerca de 0,36 (DARIN-BENNETT E WHITE, 1977;
PARKS E LYNCH, 1992 E CROSS, 1998). O colesterol também ndo esta
distribuido uniformemente nas faces interna e externa da membrana plasmatica
(YEAGLE, 1985).
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O colesterol é capaz de intercambiar entre as membranas e dois
mecanismos poderiam explicar a manutencdo da sua distribuicdo. O primeiro
seria devido a um equilibrio termodinamico (LANGE et al., 2004), no qual a
composicdo da membrana, como o conteudo lipidico e a natureza das
proteinas, determinaria a quantidade relativa de colesterol. O outro mecanismo
seria o fluxo de colesterol entre o local de sintese (figado, intestino, cértex da
adrenal e gbnadas) e a membrana plasmatica (YEAGLE, 1985).

O colesterol apresenta uma importante fungcdo na estabilizacdo das
membranas. A remocao do colesterol da membrana plasmatica promove a sua
desestabilizacdo e, consequentemente a reorganizacdo dos componentes da
bicamada, incluindo redistribuicdo de proteinas integrais (AMANN E GRAHAM,
1992; GADELLA et al, 2001; GADELLA E COLENBRANDER, 2003),
aumentando sua capacidade de fusdo (CROSS, 1998). A concentracédo de
colesterol na membrana plasmatica varia consideravelmente entre as espécies.

Acredita-se que a maior parte do colesterol do espermatozoide seja
proveniente do ambiente, entretanto pouco se conhece sobre a dindmica dos
esterdides nas membranas espermaticas. Em algumas espécies a
concentracdo de colesterol na membrana plasmatica do espermatozéide muda
através do transito epididimario. O espermatozoéide eqlino tem seu contetudo
de colesterol reduzido durante a passagem pelo epididimo (LOPEZ E SOUZA,
1991; CROSS, 1998). Visto que a maior propor¢cédo de colesterol : fosfolipidio
na membrana plasméatica promove maior estabilidade da mesma, foi sugerido
gue a inclusdo de colesterol ou de lipossomas contendo colesterol no meio
diluidor do sémen poderia aumentar a viabilidade e a longevidade dos
espermatozoides (WHITE, 1993; CROSS, 1998). Embora o colesterol promova
menor fluidez da bicamada lipidica, em altas concentracdes impede a
aproximacéo das cadeias de hidrocarbonetos e sua cristalizagdo. Dessa forma,
o colesterol inibe possiveis transicoes de fase (ALBERTS et al., 2004), as quais
estdo associadas a mudancas na permeabilidade e na capacidade de fusdo da
membrana (HOLTH E NORTH, 1986).

Porém, estudos demonstraram que o contetudo elevado de colesterol
pode ser prejudicial ao espermatozoide (PARKS et al., 1981) e contribuir para a
infertilidade do sémen de humanos e garanhdes (SUGKRAROEK et al.,1991;
BRINSKO et al., 2005), por induzir um estado de decapacitacdo, inibindo a
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reacdo acrossomica (DAVIS, 1978). Ha evidéncias anteriores de que a
capacidade fecundante do espermatozoide € influenciada pelos niveis de
colesterol na membrana plasméatica da célula espermatica e que a fusdo da
membrana é inibida pelo colesterol (DAVIS E HUNGRUND,1976; DAVIS,
1980).

2.6 A utilizacao da gema de ovo na criopreservagao de sémen

A gema de ovo é um componente comum em diluentes de
congelamento de sémen de diversas espécies, pois confere protecdo aos
espermatozoides contra o choque térmico (PARKS E GRAHAM, 1992). Esta
acdo protetora se deve as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e alto peso
molecular, que foram identificadas como o fator protetor ativo na gema de ovo
(MAYER E LASLEY, 1945; PARKS E GRAHAM, 1992; WEITZE E PETZOLDT,
1992; AMANN E GRAHAM, 1993;WATSON, 1995).

Esta frag&o lipoprotéica de baixa densidade é constituida de fosfolipidios
e agiria somente na superficie celular, como um filme protetor. Além disso, a
gema de ovo estabiliza a membrana espermatica pela neutralizacdo dos
componentes deletérios existentes no plasma seminal (AURICH, 2005).
Todavia, salienta-se que a gema de ovo contém progesterona, o que poderia
induzir uma capacitacdo espermatica precoce, ocasionando reducdo da
fertilidade (LIPAR et al., 1999), pois, conforme demonstrado por CHENG et al.
(1998), a ligacdo da progesterona exdégena marcada ao receptor localizado na
membrana plasmatica do espermatozoide equino parece ser um importante
passo na inducdo da reacdo do acrossomo. Quando presente em meios
diluidores, a gema de ovo permite a reducdo da concentracdo de glicerol
(WATSON, 1995).

Uma série de pesquisas tém sido realizadas sobre a funcdo da gema de
ovo nos diluentes de sémen. O espermatozéide eqUino possui pouca ou
nenhuma habilidade de adquirir resisténcia a fatores adversos quando
comparado a espermatozéides de outros mamiferos domésticos (BOGART &
MAYER, 1956). Entretanto, sdo capazes de adquirir resisténcia a essas
condicles, na presenca do fator ou fatores de resisténcia espermatica da gema

de ovo. Estes pesquisadores concluiram que a gema de ovo foi 0 componente
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do diluente capaz de proteger os espermatozoides dos efeitos danosos de
certos anions e céations, dos efeitos deletérios de certos diluentes néo
isotdnicos e dos efeitos de algumas substancias toxicas. A adicdo de um
detergente ao meio diluidor aumentou a protecao exercida pela gema de ovo
aos espermatozoides (PURSEL et al. 1978). Foi sugerido, portanto, que a
associacdo entre os componentes lipidicos da gema de ovo e a membrana
celular resultava em modificacdo dos eventos da fase de transicdo e que a
emulsificacdo aumentava essa atividade protetora (WATSON, 1995). A gema é
constituida de aproximadamente 65,5% de triglicerideos, 28,3% de fosfolipidios
e 5,2% de colesterol, o que corresponde a aproximadamente 4,8mg/g (SOUZA-
SOARES E SIEWERDT, 2005).

Atualmente, busca-se componentes alternativos para substituir a gema
de ovo de galinha em diluentes de congelamento de sémen equino. A adi¢cdo
de colesterol ao diluente com subsequente retirada do colesterol pos
descongelamento n&o apresentou diferenca em relacdo a motilidade pés
descongelamento, porém houve um incremento na porcentagem de
espermatozdides com membrana integra utilizando os testes hiposmético e de
fluorescéncia (OLIVEIRA, 2010). O uso do plasma da gema de ovo de galinha
esterilizado, se mostrou eficaz ao substituir a gema de ovo para congelar
sémen equino (PILLET, et al., 2011)

A utilizacdo de lipossomas a base de lecitina de soja em diversas
concentracfes também foi comparada com a gema de ovo de galinha, sendo
gue a motilidade pds-descongelamento com uso de gema de ovo de galinha foi
superior a com lipossomas, porém nao houve diferenca no indice de fertilidade
(PILLET, 2012). A lecitina de soja ndo encapsulada, foi outra alternativa para
substituir a gema de ovo preservando a motilidade espermatica, porém o0s
indices de fertilidade foram inferiores ao uso de diluente com gema de ovo
(PAPA et. al.,2011). Outra alternativa que foi estudada foi a utilizacdo de gema
de ovo de Alectoris chukar, uma espécie de Perdiz, que possui 0s niveis de
lipidios similares & gema de galinha. Neste trabalho houve um incremento na
motilidade total e progressiva com o uso de gema de A. chukar (HUMES E
WEBB, 2006). A substituicdo da gema de ovo de galinha por gema de ovo de
pata (Anas platyrhynchos domesticus) na criopreservacdo de sémen de bufalos
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resultou em um incremento da motilidade pos-descongelamento e na reducéo
de defeitos esperméaticos (ANDRABI et. al., 2008).

Até o momento, ndo se conhece estudos realizados avaliando a eficacia
da gema de ema (Rhea americana) na criopreservacao de sémen. Esta gema
possui distintas concentracdes em seu perfil lipidico (tabela 1), e seu estudo no
congelamento seminal pode abrir portas para conhecer melhor o papel de

determinados lipidios na protecédo espermatica.

Tabela 1 — Perfil dos principais acidos graxos contidos nas gemas de ovo de

galinha e ema em mg/g.

LIPIDIOS (mg/g) GALINHA! EMA?
Proporc¢éo 0,29+0,09 0,94+0,12
PUFA/SFA*

16:0 100,05+2,53 277,5+11,9
16:1 17,98+0,46 42,1+3,23
18:0 29,52+0,79 31,6+13,39
18:1 159,22+4,40 363,3+11,17
18:2 30,43+0,79 160,8+20,57
18:3 1,11+0,04 112,7+412
20:4 5,03+0,16 12+1,96
Colesterol 4,8+0,23 18,16+0,57

1-WANG (2000);2- NAVARRO (2001)
*PUFA: Acidos Graxos Polinsaturados, SFA: Acidos Graxos Saturados

2.7 Avaliacdo Espermatica

A avaliacdo do sémen é fundamental para a predicdo do desempenho
reprodutivo do garanh&o e possui dois principais objetivos: predizer a fertilidade
potencial de um determinado animal e avaliar com mais acuracia se 0 sémen
de um garanhdo é capaz de ser submetido a procedimentos como o
resfriamento e o congelamento (MAGISTRINI, 2000). Com o objetivo de
correlacionar os resultados de avaliacOes laboratoriais com aqueles dos testes
de fertilidade, muitos estudos tém investigado as diversas caracteristicas
seminais.

A avaliacdo da qualidade seminal tem tido como base a andlise da
motilidade espermética e das caracteristicas morfologicas e a determinacao do
namero de espermatozdides. A motilidade €& a caracteristica mais

frequentemente avaliada, embora sua correlacdo com a fertilidade seja
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controversa (MAGISTRINI, 2000). O espermatozéide necessita da motilidade
para a penetracdo na juncdo Utero-tubarica, liberacdo dos sitios de
armazenamento espermatico na tuba uterina e penetracdo através de células
que circundam o ovacito (AMANN, 1989; MAGISTRINI, 2000; NEILD, 2005). A
motilidade espermética pode estar comprometida se as mitocéndrias estiverem
afuncionais, se a membrana plasmatica estiver lesada, se o espermatozoide
tiver sofrido choque térmico ou se estiver morfologicamente anormal (KIRK,
2001; NEILD, 2005). Outras caracteristicas seminais como porcentagem de
espermatozodides viaveis, com membrana plasmatica e acrossémica integra
tém apresentado correlacdo positiva significativa com a fertilidade
(JANUSKAUSKAS et al., 2000; GARCIA-MACIAS et al., 2006).

A avaliagdo da funcionalidade da membrana é realizada pelo teste
hiposmaético (HOST). Quando os espermatozoéides sao submetidos as solugcbes
hiposmoticas, aqueles com membrana funcional sofrem abaulamento na regido
da cauda, demonstrando que a membrana plasmatica esta mais frouxamente
aderida. Enquanto o espermatozoide conseguir equilibrar a entrada e a saida
de fluidos intracelulares é sinal de que a membrana plasmatica esta
funcionalmente intacta. Quando o espermatozdide ndo mais suportar o
estresse osmotico, a membrana plasmatica se rompe e ocorre desespiralizacao
da cauda (JEYENDRAN et al., 1984).

O teste hiposmoético pode ser realizado com a agua destilada como
solucdo hiposmotica (LOMEO E GIAMBERSIO, 1991). O teste hiposmético é
uma ferramenta de baixo custo e facil execucdo, que proporciona mais
subsidios na avaliacdo da viabilidade espermatica, aléem de avaliar os
espermatozoides individualmente, e ndo uma populacdo de espermatozoides
como ocorre na avaliagdo da motilidade progressiva (DELL'AQUA JR et
al.,2002; NIELD et. al., 1999).

Para avaliar a integridade estrutural da membrana foi desenvolvida a
técnica de coloracdo de fluorescéncia, utilizando o diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e o iodeto de propidio (IP). Este método é baseado
na hidrélise que o CFDA sofre ao penetrar os espermatozoides. O processo de
hidrolise € desencadeado por esterases nado especificas dentro da célula,
produzindo carboxifluoresceina livre, que € retida dentro dos espermatozoides

com membranas (plasmatica e acrossomal) intactas, produzindo coloracdo
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verde. Os espermatozéides com membranas lesadas ndo se coram de verde.
Estas células coram-se de vermelho pelo IP, pois o IP tem afinidade pelo

ndcleo, e penetra apenas em células com membranas lesadas, ligando-se ao
DNA (GARNER et. al.,1986; HARRISON E VICKERS, 1990)
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*Artigo formatado conforme normas para publicagcdo em revista

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar a utilizagdo de diluentes
comerciais a base de gema de ovo de galinha com os mesmos diluentes, nos
quais se substituiu a gema de galinha pela de ovo de ema (Rhea americana).
Foram utilizados Seis garanhdes da raca Crioula, comprovadamente férteis e
no periodo fora de temporada de monta e utilizados seis ejaculados de cada
garanhdo. O sémen foi avaliado macroscopicamente quanto ao volume,
aspecto e coloracdo. A seguir, avaliou-se a motilidade progressiva e total. O
sémen foi dividido em quatro aliquotas, e diluido na propor¢ao 1:1 em diluente,
Equimix (Nutricell Nutrientes Celulares) para centrifugacdo. Para adicdo do
diluente de congelamento, foram utilizados, diluente A (FR-5, Nutricell
Nutrientes Celulares), e B (Botu-crio. Biotech Botucatu S.A.) adicionados de 20
% de gema de ovo de ema, ou de 20% de gema de ovo de galinha. As
amostras foram envasadas, identificadas e submetidas a congelamento
conforme o protocolo. As palhetas foram descongeladas, em banho-maria a
37°C durante 30s, apdés um periodo minimo de 7 dias e examinadas para os
seguintes parametros: motilidade total e progressiva e integridade fisica e
funcional da membrana plasmatica do espermatozoide. Os diluentes
comerciais com ou sem substituicio de gema de ovo de ema nao
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo a motilidade total e
progressiva, porém observou-se diferenca nos parametros quando comparados
os diluentes comerciais. Houve diferenca na funcionalidade da membrana
apenas quando comparado diluente A e B com gema de ovo de ema. No
parametro integridade de membrana néo foi observado diferenca estatistica.
Estes resultados demonstram que a gema de ovo de ema (Rhea americana)
pode ser uma alternativa para producao de diluentes para congelamento de
sémen de equinos.

Palavras — chave: criopreservacao, sémen equino, gema de ovo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the use of two commercial extenders
using chicken egg yolk with the same extenders, to which ema (Rhea
americana) egg yolk was added. Six Criolo breed stallions were used during the
off-breeding season period. Six collections per stallion were used. The ejaculate
aspect, total and progressive motility were evaluated with a microscope. After
evaluation, semen samples were divided in four aliquots and diluted 1:1 in each
of the centrifugation extender Equimix (Nutricell Nutrientes Celulares). For
freeze that semen two commercial extenders were used: A (extender with
glycerol) or B (extender with methylformamide) and was added 20% rhea egg
yolk or 20% chicken egg yolk . Semen samples were thawed in a waterbath
with a temperature of 37°C during 30s, and examined at least 1 week after
freezing, for total and progressive motility, physical and functional membrane
integrity (HOST test and CFDA-PI fluorescence). The extenders of a given
brand with or without rhea egg yolk had no significant difference according to
total and progressive motility, although there was difference (p = 0,05) between
extenders when different brands were compared, no matter if they were added
Rhea egg yolk or not. Membrane functionality showed difference only when
compared Extender A and B with Rhea egg yolk. Membrane integrity had no
significant difference between all the treatments. These results show that Rhea
egg yolk might be an alternative to making an equine semen extender.

Keywords: cryopreservation, equine semen, egg yolk
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Introducéo

A industria do cavalo no mundo exerce um importante papel como fonte
de empregos e de renda. No Brasil, o rebanho de equinos no ano de 2004
estava constituido por 5.787.250 cabecas. Neste mesmo ano o faturamento de
vendas em leildes foi em torno de 2.058.202.871; a industria de medicamentos
e suplementos movimentou cerca de R$ 54.142.630,20 e o mercado de ragdes
para equinos, R$ 53.440.000,00 anualmente (SOUZA LIMA et.al., 2006).

Neste contexto, as biotecnologias aplicadas na reproducéo animal sao
uma importante ferramenta a servico do crescimento do setor,como um
instrumento direto de melhoramento genético. Pelas vantagens oferecidas, a
inseminacao artificial (IA) é, talvez, a biotecnologia com maior impacto sobre a
reproducao equina, pois um garanh&o pode deixar centenas
de descendentes durante a vida se IA for usada de forma eficiente (Loomis,
2006). Na espécie equina, a IA é mundialmente utilizada, sendo a modalidade
mais frequentemente utilizada o resfriamento do sémen e transporte para o
local onde a égua esté alojada (Loomis, 2006).

A IA com sémen congelado ainda tem questbes técnicas a serem
solucionadas, como a variacdo individual frente a criopreservacdo, o baixo
rendimento de doses por ejaculado, o intenso manejo das éguas durante as
inseminacdes, maior custo por prenhez, além da grande oscilacdo das taxas de
prenhez em relacdo as obtidas com Monta Natural (MN) ou IA com sémen a
fresco ou refrigerado (Ball, 1998; Backman et al., 2004). O desafio da célula
esperméatica durante o processo de congelamento € suportar mudancas que
ocorrem durante as zonas intermediarias de temperatura (19°C a8°'C e -15°C a
- 60°C), pela qual elas devem passar duas vezes, durante o congelamento e o
descongelamento (MAZUR, 1984).

No processo de criopreservagdo, 0 sémen deve ser primeiramente
resfriado da temperatura corpérea (37°C) a temperatura ambiente (20°C). Este
resfriamento aparentemente ndo causa danos aos espermatozoides, desde
estes estejam diluidos em meio adequado, porém quando submetidos a
refrigeracdo, passam por uma faixa critica entre 19 e 8°C, em que os danos
sofridos pelos espermatozéides podem ser severos (MORAN, 1992).

O colesterol apresenta importante funcdo na criopreservacao, atuando

na estabilizacdo das membranas, e caso removido da membrana plasmatica
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promove a sua desestabilizacdo e, consequientemente a reorganizagdo dos
componentes da bicamada, incluindo redistribuicdo de proteinas integrais
(AMANN E GRAHAM, 1992; GADELLA et al, 2001; GADELLA E
COLENBRANDER, 2003) ainda aumentando sua capacidade de fuséo
(CROSS, 1998). Considerando que a maior propor¢do de colesterol:fosfolipidio
na membrana plasmatica promove maior estabilidade da mesma, teorias
sugerem que a inclusdo de colesterol ou de lipossomas contendo colesterol no
diluente do sémen poderia aumentar a viabilidade e a longevidade dos
espermatozoides (WHITE, 1993; CROSS, 1998).

Um dos componentes dos diluentes de congelamento de sémen de
equinos é a gema de ovo em concentracdes de 2,5 a 25% (SIEME, 2011). Este
componente protege a membrana dos espermatozéides contra o choque
térmico (PARKS E GRAHAM, 1992; SIEME 2011). Isto ocorre devido a
presenca das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e alto peso molecular,
gue foram identificadas como o fator protetor ativo na gema de ovo (MAYER E
LASLEY, 1945; PARKS E GRAHAM, 1992; WEITZE E PETZOLDT, 1992;
AMANN E GRAHAM, 1993;WATSON, 1995). A fracdo de LDL age como um
filme protetor na superficie celular, além de estabilizar a membrana
espermatica neutralizando os componentes deletérios existentes no plasma
seminal (AURICH, 2005).

Apesar do congelamento de sémen equino apresentar resultados
satisfatérios, busca-se um substituto para a gema de ovo com o intuito de se
obter um meio diluente definido. Uma das formas de encontrar as corretas
concentracfes dos componentes necessarios a criopreservacao espermatica é
testar diferentes fontes de proteinas e lipidios. Diferentes gemas de ovo de
aves vém sendo testadas em funcdo das suas diferentes composicdes
lipidicas. O uso de gema de A. Chukar promoveu um incremento na motilidade
total e progressiva, comparado ao uso da gema de ovo de galinha (HUMES E
WEBB, 2006). O uso da gema de ovo de pata (Anas platyrhynchos domesticus)
na criopreservacdo de sémen de budfalos também resultou em incremento da
motilidade p6s-descongelamento e ainda na reducdo de defeitos espermaticos
comparado ao uso gema de ovo de galinha (ANDRABI et al., 2008).
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O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de diluentes comerciais a
base de gema de ovo de galinha com os mesmos diluentes, nos quais

substituiu-se a gema de galinha pela de ovo de ema (Rhea americana).

Material e Métodos
Para selecionar os animais a ser utilizados no experimento, foi coletado
sémen de 16 garanhdes da raca Crioula, pertencentes a criatérios dos
municipios de Dom Pedrito, Lavras do sul e Santana do Livramento. Foram
criopreservados dois ejaculados de cada animal com os dois diluentes
comerciais a ser testados. Na Tabela 2 sdo apresentados os parametros

seminais gerais dos animais.

Tabela 2: Caracteristicas seminais pré e pés-descongelamento dos garanhdes

submetidos ao teste de congelamento.

Garanhdo MT (%) MP(%) MTPD(%)

A 80 60 55
B 80 60 45
C 15 10

D 80 70 1
E 50 40 15
F 60 30 40
G 55 35 25
H 90 80 60
I 80 60 60
J 80 70 65
K 85 65 60
L 70 65 50
M 70 50 15

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, MTPD: média de motilidade progressiva pés-

descongelamento

A partir deste resultado, foram selecionados para o experimento final,
seis garanhdes da raca Crioula, comprovadamente férteis e no periodo fora de
temporada de monta, pertencentes a criatérios dos municipios de Dom Pedrito
e Lavras do Sul (RS). Os garanhbes eram mantidos estabulados, com
suplementacao alimentar de concentrado e feno de alfafa. As  coletas de

sémen foram realizadas nas propriedades de origem dos garanhdes, sendo as
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amostras processadas no Laboratério de Reproducdo Animal (PROREP) na
Faculdade de Zootecnia da Universidade Federal do Pampa, situada no
municipio de Dom Pedrito — RS. Os exames das amostras pos-
descongelamento foram efetuados no Laboratorio de Reproducdo Animal
(REPROLAB), na Faculdade de Veterinaria da UFRGS. As coletas de sémen
foram conduzidas com uma vagina artificial modelo Hannover (GOTZE, 1949),
revestida por um tubo interno de plastico descartavel, lubrificado com vaselina
sélida estéril e com copo coletor esterilizado (MATTOS, 1995). Como
manequim, foi utilizada égua em cio, devidamente contida por peias. Foram
utilizados seis ejaculados de cada garanhao.

O sémen foi avaliado macroscopicamente quanto ao volume, aspecto e
coloracdo. Apoés, efetuou-se a separacdo da fracdo gel e o sémen filtrado
através de gaze estéril. A motilidade progressiva e total foi avaliada. A
concentracdo espermatica foi avaliada através de contagem em camara de
Neubauer. Através da multiplicacdo da concentracdo obtida pelo volume
espermatico, obteve-se o nimero total de espermatozéides da amostra.

A seguir, o ejaculado foi dividido em quatro aliquotas, e diluido na
proporcdo 1:1 em diluente, ( Equimix® ,Nutricell Nutrientes Celulares) para
centrifugacdo a 400g durante 10 minutos, com o objetivo de separar o plasma
seminal (Martin et al., 1979). A concentracéo final foi ajustada para 200x10°
espermatozoéides/ml, quando da adicdo do diluente de congelamento. Para
adicdo do diluente de congelamento foram utilizados Botu-Crio® (Biotech
Botucatu S.A.), e FR-5® (Nutricell Nutrientes Celulares). O diluente FR-5® é
composto por leite desnatado e gema de ovo e contém glicerol como
criprotetor. O diluente Botu-Crio® contém glicidios, aminoacidos, gema de ovo,
glicerol e dimetilformamida. Ambos diluentes foram enviados também na forma
sem adicdo de gema de ovo de galinha, possibilitando a adicdo da gema de
ovo de ema, na mesma proporc¢édo indicada pelos fabricantes, ou seja, 20%. As
amostras foram envasadas e identificadas em palhetas de 0,5mL (IMV,
Minneapolis, MN, EUA). As palhetas foram lacradas e estabilizadas a 5°C por
30 minutos e distribuidas em uma plataforma a 3cm do vapor de nitrogénio por
30 minutos. Imediatamente apds, as palhetas foram submersas e
acondicionadas no botijao criogénico. Apos no minimo sete dias, as palhetas

foram descongeladas em banho-maria a 37° C durante 30 segundos e
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examinadas para 0s seguintes parametros: motilidade total e progressiva, e
integridade fisica e funcional da membrana plasmatica do espermatozoide.

As amostras foram analisadas através do software Prism 5 (GraphPad,
USA). Foi feita uma analise fatorial 2x2, usando teste de Bonferroni como post-
test, com significancia de 5%.

Resultados

As caracteristicas do sémen fresco dos seis garanhdes utilizados no
experimento estao apresentadas na tabela 1

A motilidade total variou de 65 a 85.5%, enquanto que a motilidade progressiva
variou de 48,3 a 65% . A concentracdo espermatica/ml variou de 72,8 a 274 X
10° e o numero total de espermatozoides no ejaculado apresentou uma
variacdo de 5,65 a 17,13 x 10°. Na tabela 1, pode-se observar que os
parametros seminais estdo de acordo com os encontrados na literatura para
cavalos crioulos (SUNE, 2001).

Na avaliacdo da motilidade p6s-descongelamento o sémen congelado com o
diluente Botu-crio apresentou melhores resultados (p<0,001) independente do
tipo de gema de ovo utilizado. O mesmo resultado foi observado na motilidade

progressiva (figura 2).
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Figura 2 — Efeito do diluente e tipo de gema de ovo na motilidade total e
progressiva de sémen equino da raca Crioula criopreservado. *** significa
p<0,001.



Tabela 3- Caracteristicas do sémen fresco dos garanhdes da raga crioula submetidos a criopreservacao.
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Garanhéao A B F
Numero de ejaculados 6 6 5
Volume 31,2+9,2 28,16+11,8 19,5+12,1 80,2+32,4 91,8469,5
Concentracao (x 10° sptz/mL) 2431457 114,5£16,2 84,5+41,8 72,8+13,4 274+38,5 192,2+89
NTE (x 10° sptz/mL) 7,88+3,43 3,22+1,38 5,65+1,79 13,67+2,57 17,13+11,91
MT Fresco (%) 78,4115 80+17,7 73,4+17,3 855

MP Fresco (%) 61,7+9,8 65+12,2 56,7+12,1 655
NTE - numero total de espermatozéides; MT motilidade motilidade  progressiva.



Tabela 4- Caracteristicas do sémen pés descongelamento
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Garanhao A B C D E F
FR-5 MT 35,8+9,17 43,37+12,24 23,34+8,68 42,549 45+7,07 45+7,07
MP 25,8+9,17 31,67+8,16 14,17+4,92 30,83+4,93 35+7,07 30+0,7
HOST 21,3+9,24 27,5+11,71 10,92+5,43 19,5+10,01 13,25+1,06 14,75+3,18
CFDA/PI 19,7+11,79 35,67+13,65 41,17+13,93 33,83+11,62 33,5+14,85 31,5+2,12
FR-5 + ema MT 42,5+8,65 32,5+16,51 27,5+9 42,5+7,34 30+3,01 10+7,07
MP 25+4,47 20+10,49 15,83+4,92 30+3,16 20+2,21 5+2,31
HOST 19,92+10,96 13,33+6,68 12,42+3,9 14,83+7,31 32,75+9,55 3,5+0,7
CEDA/PI 20,17+11 26,83+11,5 29,5+8,6 23,83+11,97 25+12,73 29,5+10,6
Botu-crio MT 56,67+10,01 46,66+20,86 34,17+11,01 60+15,39 60+10 47,5+10,63
MP 39,17+7,36 35,83+15,94 21,67+6,83 40,83+13,35 40+10 32,5+3,53
HOST 21,42+7,72 28,42+7,25 14,75+7,3 18,67+6,49 27,25+16,26 14,25+4,59
CFDA/PI 30+8,34 24+8,27 31,33+8,04 39,5+10,19 35,5+16,26 21+7,07
Botu-crio + ema MT 52,5+15,37 53,29+9,24 37,5+14,76 65,83+8,08 50+10 50+14,04
MP 35,83+10,29 41,67+5,16 25,83+10,68 45,83+4,92 37,5+3,54 35+7,07
HOST 28,42+8,73 31,92+4,58 12,1749,33 19,08+4,8 32+14,14 18,25+3,15
CFDA/PI 31,5+9,71 33,50+16,62 33+8,05 35,33+9,69 31+0,71 11,5+3,54
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Com relacdo a qualidade da membrana plasmatica pos-congelamento, o
diluente Botu-crio apresentou melhor resultado na preservacdo da
funcionalidade de membrana (p < 0,01). Novamente nado foi evidenciada
diferenca entre diluentes utilizando gema de ovo de galinha e gema de ovo de
ema.

Na avaliacdo da integridade de membrana, porém, o uso do diluente FR-5
Nutricell composto por gema de ovo de ema foi menos eficaz que FR-5 com
gema de ovo de galinha (p <0,05). Este efeito ndo foi observado no diluente

Botu-crio (figura3).
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Figura 3 - Efeito do diluente e tipo de gema de ovo na funcionalidade e
integridade de membrana de sémen equino da raca Crioula criopreservado. **
significa p < 0,01; a, b significa p < 0,05.

Discusséao
No presente experimento comparou-se o efeito da gema de ovo de ema com o
da gema de ovo de galinha em diluentes comerciais para congelamento de
sémen de garanhdes. Na avaliacdo de motilidade espermaética, tanto total
quanto progressiva, o diluente Botu-crio® apresentou melhores resultados que
o diluente FR-5%, ndo sendo encontrada interacdo do tipo de gema. Estes
resultados sugerem que as diferengas de composi¢do quimica, principalmente
lipidica, ndo afetam este parametro. Resultados semelhantes ja foram
relatados em trabalhos que compararam diluentes a base de glicerol, com
diluentes associando glicerol e amidas (GOMES, 2002; PAPA et.al., 2002,
TERRACIANO, 2008). O tipo de crioprotetor utilizado pode ter papel mais
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importante que a fonte de lipidios para a manutencdo da motilidade.pés-
congelamento.
A integridade de membrana foi o Unico parametro que apresentou correlacéo
entre o tipo de diluente e tipo de gema de ovo. Talvez, algum componente,
provavelmente o excesso de acidos graxos polinsaturados (PUFA) tenha algum
efeito deletério ao espermatozoide. A literatura cita a razdo PUFA/SFA trés
vezes maior na gema de ovo de ema do que na gema de galinha (WANG,2000;
NAVARRO, 2001). Tal fato sugere que o uso desta fonte lipidica pode
predispor a ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que uma maior
quantidade de PUFA potencializa a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (SANOKA, 2004). Dentre os acidos graxos que estdo em maior
guantidade na gema de ovo de ema, destacam-se: acido araquidbnico (2,4x);
acido linoleico (5,28x); e acido oleico (2,28x). O estudo de Awda (2009) com
javalis, demonstrou que a membrana plasmatica é sensivel ao dano da
peroxidacao lipidica causada por ROS devido a (I) a alta concentracdo de
PUFAs que servem como substratos preferidos para geracdo de ROS na
membrana; (Il) reduzida capacidade antioxidante do plasma seminal. A
lipoperoxidacdo da membrana plasmética de espermatozoides diminui sua
fluidez, alterando a forma com que a célula lida com alteracdes de
osmolaridade (AWDA,2009). Outra pesquisa demonstrou ainda que o0s
parametros seminais foram relacionados negativamente com a razéo total de n-
6, n-3 PUFASs no seu conteudo (AM-IN, 2010).
A toxicidade do glicerol pode ser uma das razOes da variagdo na
congelabilidade do sémen equino, o que fez aumentar as pesquisas em
crioprotetores alternativos. As amidas entdo, por terem baixo peso molecular e
baixa toxicidade foram o foco destas pesquisas (ALVARENGA et. al, 2005). O
uso de dimetilformamida associada ao glicerol apresentou resultados
laboratoriais e de fertilidade superiores ao relatado na literatura quando
comparado ao uso apenas de glicerol (PAPA et. Al, 2002, GOMES et.al., 2002).
Nesta pesquisa o0 sémen diluido com metilformamida também revelou melhor
resultado.

Salienta-se que, embora estatisticamente ndo significativos, os outros

parametros avaliados (MT, MP e funcionalidade da membrana) apresentaram
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média absoluta sempre menor quando associada o FR-5® e gema de ovo de

ema.

Concluséo e perspectivas

Nas condicbes em que se realizou 0 presente experimento e com base nos
resultados obtidos foi possivel concluir que a gema de ovo de ema (Rhea
americana) pode ser uma alternativa para producdo de diluentes para
congelamento de sémen de equinos. Contudo, uma reducdo na integridade de
membrana espermatica foi observado com a gema de ovo de ema foi usada
em diluente que usa apenas glicerol como crioprotetor. Destaca-se ainda que
encontrou-se maior eficiéncia na criopreservagcdo do sémen equino com a
utilizacdo de diluente a base de amidas, independente do tipo de gema
utilizado. Estudos futuros testando diferentes concentracées de gema de ovo
de ema podem contribuir para determinar a concentracdo ideal de lipidios
especificos para a criopreservacdo do espermatozdide equino.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de gema de ovo de ema em diluentes de congelamento de
sémen de garanhdes pode ser uma alternativa, pois nao foi melhor nem
pior que o uso de gema de ovo de galinha.

A concentracdo de gema de ovo de ema utilizada neste experimento
pode ter sido elevada considerando o perfil lipidico desta gema, devendo
entdo ser testada em outras concentracdes.

No presente experimento ndo foi feito teste de fertilidade, portanto ndo
se pode inferir sobre a capacidade de fecundacédo usando esta fonte de

lipidios.
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