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Resumo

Um meio diluente ideal para a criopreservacdo seminal deve suprir as células espermaticas com energia, protecao e
manutencdo de um ambiente adequado a sua sobrevivéncia. Objetivou-se avaliar a integridade in vitro do sémen
caprino criopreservado em meio ACP-101c® associado a gema de ovo de Numida meleagris, por meio de duas
técnicas de andlise individual da célula espermatica. Foram colhidos 15 ejaculados de cinco caprinos, com auxilio de
uma vagina artificial. Os ejaculados foram reunidos em um pool, e dividido em 12 grupos, sendo dois grupos
controles: GC1 TRIS, com adigdo 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus domesticus GOGD, GC2 ACP-101c®, com
adigdo 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus domesticus GOGD e dez grupos experimentais GE, contendo a adi¢éo
da gema de ovo de Numida meleagris. Seguidamente, as aliquotas foram envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL
e congeladas com auxilio do aparelho TK3000® e armazenadas em nitrogénio liquido. Amostras foram descongeladas
apos sete dias e avaliadas quanto a integridade do DNA e quanto a sua ultraestrutura individual, por meio do teste
cometa e microscopia eletronica de transmissao, respectivamente. Nos resultados obtidos pelo teste cometa, ndo foi
evidenciado diferenca estatistica quanto ao comprimento da cauda, entre 0s grupos TRIS acrescido de GONM, nas
concentragdes de 2,5%, 5% e 10% em relacdo ao grupo controle TRIS 2,5% de GOGD. Também néo houve diferenca
estatistica quanto ao percentual de fragmentacdo de DNA na cauda, nos grupos TRIS com 2,5%; 5%; e 20% de
GONM em comparagio ao grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P>0,05). Os grupos ACP® com 10%, 15% e 20% de
GONM apresentaram maior comprimento de cauda quando comparados aos grupos ACP com 2,5% e 5% de GONM e
grupo controle (ACP® 2,5% de GOGD). Na andlise ultraestrutural o grupo ACP® com 10% de GONM, destacou-se
com melhor integridade celular frente aos demais grupos, inclusive, frente as amostras avaliadas do grupo controle.
Dessa forma, conclui-se que a gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo de membrana, acrescida
aos diluentes ACP-101c® ou TRIS, pode reduzir os danos causados durante o processo de criopreservagio do sémen
caprino.

Palavras-chave: Bode; Teste cometa; Microscopia eletrénica de transmissdo; ACP®.

Abstract

An ideal diluent medium for seminal cryopreservation must supply sperm cells with energy, protection and
maintenance of an environment suitable for their survival. The objective of this study was to evaluate the in vitro
integrity of goat semen cryopreserved in ACP-101c® medium associated with the egg yolk of Numida meleagris,
through two techniques of individual sperm cell analysis. Fifteen ejaculates from five goats were collected with the
aid of an artificial vagina. Ejaculates were collected in a pool and divided into 12 groups, two control groups: GC1
TRIS, with 2.5% addition of the egg yolk of Gallus gallus domesticus GOGD, GC2 ACP-101c®, with 2.5% addition
from the egg yolk of Gallus gallus domesticus GOGD and ten experimental groups GE, containing the addition of the
egg yolk of Numida meleagris. Afterwards, the aliquots were bottled in French 0.25 mL straws and frozen with the
aid of the TK3000® device and stored in liquid nitrogen. Samples were thawed after seven days and evaluated for
DNA integrity and for their individual ultrastructure, using the comet test and transmission electron microscopy,
respectively. In the results obtained by the comet test, there was no statistical difference in tail length between the
TRIS groups plus GONM, at concentrations of 2.5%, 5% and 10% compared to the control group TRIS 2.5 % of
GOGD. There was also no statistical difference regarding the percentage of DNA fragmentation in the tail, in the
TRIS groups with 2.5%; 5%; and 20% GONM compared to the TRIS control group 2.5% GOGD (P>0.05). The
ACP® groups with 10%, 15% and 20% GONM had greater tail length when compared to the ACP® groups with 2.5%
and 5% GONM and control group (ACP® 2.5% GOGD). In the ultrastructural analysis, the ACP® group with 10%
GONM stood out with better cellular integrity compared to the other groups, even compared to the evaluated samples
of the control group. Thus, it is concluded that the egg yolk of Numida meleagris, as an external membrane
cryoprotectant, added to ACP-101c® or TRIS extenders, can reduce the damage caused during the process of
cryopreservation of goat semen.

Keywords: Buck; Comet test; Transmission electron microscopy; ACP®.
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Resumen

Un medio diluyente ideal para la criopreservacion seminal debe proporcionar a los espermatozoides energia,
proteccion y mantenimiento de un entorno adecuado para la supervivencia de los espermatozoides. El objetivo de este
estudio fue evaluar la integridad in vitro de semen de cabra criopreservado en medio ACP-101c® asociado a la yema
de huevo de Numida meleagris, mediante das técnicas de analisis de espermatozoides individuales. Se recolectaron
quince eyaculados de cinco cabras con la ayuda de una vagina artificial. Los eyaculados se recolectaron en un pool y
se dividieron en 12 grupos, dos grupos de control: GC1 TRIS, con adicion al 2.5% de la yema de huevo de Gallus
gallus domesticus GOGD, GC2 ACP-101c®, con adicién al 2.5% de la yema de huevo de Gallus gallus domesticus
GOGD vy diez grupos experimentales GE, que contienen la adicion de la yema de huevo de Numida meleagris.
Posteriormente, las alicuotas se llenaron en pajitas francesas de 0,25 mL y se congelaron con la ayuda del dispositivo
TK3000® y se almacenaron en nitrégeno liquido. Las muestras se descongelaron después de siete dias y se evalué la
integridad del ADN y su ultraestructura individual, utilizando la prueba del cometa y la microscopia electrénica de
transmision, respectivamente. En los resultados obtenidos por la prueba del cometa, no hubo diferencia estadistica en
la longitud de la cola entre los grupos TRIS mas GONM, a concentraciones de 2.5%, 5% y 10% en comparacién con
el grupo control TRIS 2.5% de GOGD. Tampoco hubo diferencia estadistica con respecto al porcentaje de
fragmentacion del ADN en la cola, en los grupos TRIS con 2.5%; 5%; y 20% de GONM en comparacion con el grupo
de control de TRIS 2,5% de GOGD (P> 0,05). Los grupos de ACP® con 10%, 15% y 20% de GONM tenian una
mayor longitud de cola en comparacién con los grupos de ACP® con 2,5% y 5% de GONM vy el grupo de control
(ACP® 2,5% de GOGD). En el andlisis ultraestructural, el grupo ACP® con 10% de GONM se destacé con mejor
integridad celular en comparacién con los otros grupos, incluso en comparacién con las muestras evaluadas del grupo
control. Asi, se concluye que la yema de huevo de Numida meleagris, como crioprotector de membrana externa,
agregado a los extensores ACP-101c® o TRIS, puede reducir el dafio causado durante el proceso de criopreservacion
de semen de cabra.

Palabras clave: Cabra; Ensayo de cometas; Microscopia electronica de transmision; ACP®.

1. Introducéo

Dentre as biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, as biotécnicas aplicadas ao sémen sdo as mais utilizadas
principalmente, nas espécies: bovina, caprina e ovina. Uma vez que o sémen é utilizado para a realizacdo praticamente de todas
as outras biotecnologias reprodutivas, como, por exemplo, a producdo in vitro de embribes, producgéo in vivo de embrides,
inseminacdo artificial e entre outras (Qin et al., 2018).

Nesse contexto, 0 sémen vem sendo objetivo de estudo em muitos trabalhos cientificos na area de reproducdo animal.
E, devido as pesquisas ja realizadas ao longo do tempo, foram desenvolvidos inimeros métodos para a avaliacdo do sémen, a
fim de testificar a viabilidade das células espermaticas, contribuindo para a eficiéncia das biotecnologias reprodutivas (Qin et
al., 2018).

O teste cometa € um método de eletroforese em microgel para deteccdo e quantificacdo de fragmentagdes nas
moléculas de DNA, em células individuais, usando microscopia e pH alcalino (pH > 13) (Park; Choi, 2007; Zaia, 2015).
Devido as suas particularidades, o teste cometa vem sendo utilizado para avaliar a integridade do DNA de células espermaticas
oriundas de sémen animal criopreservado.

Ademais a microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) é uma ferramenta muito utilizada para determinar o tamanho
e a forma das estruturas inorganicas e bioldgicas baseada na interagio dos elétrons incidentes sobre a matéria. E uma técnica de
grande relevancia devido a possibilidade de avaliacdo das estruturas da célula (organelas e membranas) espermética em uma
escala muito reduzida, o que favorece a visualizacdo de alteracfes ndo observadas nos testes comuns por meio da microscopia
optica (Silva; Guerra, 2011).

Além disso, vale ressaltar que a escolha de um bom meio diluente é essencial para conferir protecdo as células
espermaticas protegendo-as durante o processo de criopreservacao, por isso, sdo constituidos de ingredientes basicos, como
substratos energéticos, tampdes e componentes contra danos criogénicos (Cavalcante et al., 2014). E, devido a isso, a
determinacdo de meios diluentes mais eficazes e que contenham ingredientes mais selecionados, tem sido foco de muitas

pesquisas cientificas.
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Dentre os meios diluentes ja utilizados, pode-se citar a 4gua de coco em pé (ACP®), tris gema, tris glicose gema, leite
desnatado e entre outros (Salgueiro et al., 2012). No entanto, ainda nao ha relatos na literatura sobre a elaboragdo de um meio
diluente seminal a base de gema de ovo de Numida meleagris, fato este que impulsionou a realizacdo deste estudo. Tendo em
vista, colaborar com os trabalhos ja realizados.

Nesse sentido, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar a integridade in vitro do sémen caprino criopreservado em
meio ACP-101c® e TRIS acrescidos de um componente organico ainda nao utilizado, a gema de ovo de Numida meleagris, por

meio de duas técnicas de analise individual da célula espermatica.

2. Material e métodos

2.1 Etica na pesquisa animal

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Piaui
(CEUA/UESPI), sob o nimero de protocolo 07614/2018, em 20/07/2018. Para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008, Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

2.2 Animais utilizados e local de realizac&o do estudo

A pesquisa foi desenvolvida no setor de reproducdo animal, da Universidade Federal do Piaui, Campus da Socopo,
Teresina, Piaui, Brasil. Cujas coordenadas geograficas sdo: 5° 03' 23,1°” de Latitude Sul e 42° 47° 27,9’ de Longitude Oeste,
com altitude média de 72,7 metros.

Foram utilizados cinco reprodutores da espécie caprina, raga Anglo Nubiana, puros de origem, com idade média de
quatro anos, clinicamente saudaveis e com escore de condicdo corporal de 3,5 numa escala de (0-5). Os animais utilizados
foram provenientes de uma fazenda localizada no municipio de Campo Maior, no Estado do Piaui, cujas coordenadas
geograficas sdo: Latitude 4°51°35,75”” S e Longitude 42°12°47,18”” com altitude média de 129 metros. Os animais recebiam
na alimentacdo didria: volumoso (Pennisetum purpureum Schum), concentrado comercial (ragdo peletizada com teor de 20%
proteina, 300 g/animal/dia), sal mineral especifico para a espécie caprina (Caprinofds®) e dgua a vontade.

Os reprodutores foram submetidos ao exame clinico reprodutivo, visando a avaliacdo da higidez geral e do aparelho

reprodutivo, seguindo os critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013).

2.3 Avaliacdo bromatolégica da gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleaQris)

Foram utilizados ovos de Numida meleagris, criadas em sistema extensivo, com postura em intervalo médio de cinco
dias, provenientes de produtores rurais da microrregido de Campo Maior-Pl. As aves recebiam como alimento sementes,
insetos, graos de milho e matéria seca de gramineas nativas de capim mimoso (Axonopus purpusii Chas) e outras espécies
Mésosetum, Axonopus, Pas palum, Panicum e Eriochlogde. Além disso, recebiam concentrados energéticos e proteicos de
forma sdlida em comedouros e disponibilidade de dgua ad libitum.

As analises bromatolégicas foram realizadas na Universidade Federal do Piaui (UFPI), no Centro de Ciéncias da
Salde (CCS), Departamento de Nutricdo, especificamente no Laboratério de Bromatologia e Bioquimica de Alimentos
(LBROMBIOQ) e no Laboratério de Desenvolvimento de Produtos e Analise Sensorial de Alimentos (LASA).

Neste estudo, foram realizadas as seguintes analises bromatoldgicas: matéria seca, cinza, extrato estéreo, lipidio,
carboidratos, proteinas e determinagdo de umidade.

O valor caldrico do “nugget” em estudo foi calculado utilizando-se os fatores de conversdo de ATWATER: 4 kcal/g

para proteinas, 4 kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para lipidios (Watt e Merrill, 1963). Posteriormente, os teores de
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carotenoides totais foram determinados de acordo com a metodologia de Alvarez-Suarez et al. (2011), utilizando o solvente
acetona/hexano e todos os extratos foram elaborados de acordo com a metodologia proposta por Rufino et al. (2010).
Por fim, a atividade antioxidante foi determinada pelo método de captura de radicais, utilizando o radical DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazil).

2.4 Colheita de sémen e avaliagédo espermatica

Cada reprodutor foi submetido a quinze colheitas de sémen, com intervalos de quinze dias, para que tivessem um
periodo de descanso ap6s cada colheita. Inicialmente, o prepucio dos reprodutores foi devidamente higienizado, a fim de
remover as impurezas com o auxilio de solucéo fisiolégica a 0,9% e papel toalha. As colheitas foram realizadas pelo método
de vagina artificial, especifica para pequenos ruminantes, aquecida a uma temperatura de 38°C acoplada a um tubo coletor
graduado tipo Falcon (CBRA, 2013). Uma cabra em estro induzido foi utilizada durante as colheitas. Apds cada colheita, o
ejaculado foi protegido da incidéncia direta de luz solar, transportado ao laboratério e mantido em banho Maria a 37 °C
(CBRA, 2013; Quin et al., 2018).

Seguidamente, foram realizadas as avaliagBes subjetivas macroscdpicas do ejaculado, como, por exemplo, volume,
cor e aspecto. Procedeu-se, sequencialmente, as avaliages dos pardmetros espermaticos, como: turbilnonamento, motilidade,
vigor, morfologia espermética e concentragdo espermatica (CBRA, 2013).

Foi utilizado um microscépio éptico (aumento de 400x) para avaliar a motilidade total (MT; escala de 0-100%) e
vigor espermatico (0-5), sendo depositada uma gota de sémen entre ldmina e laminula previamente aquecidas e mantidas a 37
°C. Na realizacdo da andlise morfoldgica das células esperméticas foram contados 200 espermatozoides por lamina, em
microscépio optico, no aumento de 400x.

Para determinacéo da concentragdo espermatica, o sémen foi diluido em solugéo formol-salina (1: 200), e a contagem

realizada em cAmara de Neubauer com auxilio de um microscépio no aumento de 400x (CBRA, 2013; Quin et al., 2018).

2.5 Formagéo dos grupos experimentais

Os ejaculados colhidos foram reunidos em um pool e a concentracdo espermatica foi avaliada em camara de
Neubauer. A taxa de diluigdo foi ajustada para uma concentracao final de 320 milhGes de espermatozoides/mL.

O pool foi dividido em doze aliquotas de igual volume, com no minimo cinco mililitros de sémen e diluidas em dois
meios diluentes para criopreservagdo, TRIS e ACP®. Seguidamente, foram formados os seguintes grupos: dois grupos
controles (GC1 e GC2), contendo adicdo da gema de ovo de galinha doméstica (Gallus gallus domesticus), sendo o GC1
contendo TRIS 2,5% de gema de ovo de galinha doméstica (GOGD) e GC2 contendo ACP® 2,5% de gema de ovo de galinha
doméstica (GOGD) (tabela 1). E um total de dez grupos experimentais distribuidos entre os dois meios diluentes de
criopreservacdo — TRIS e ACP®, diferindo dos GC por conter a adicdo de um ingrediente nunca testado, a gema de ovo da
galinha d’Angola (Numida meleagris). Vale ressaltar que os grupos experimentais foram divididos em dez concentragGes
distintas de gema de ovo de Numida meleagris, a saber: TRIS 2,5% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM); TRIS 5%
de GONM; TRIS 10% de GONM; TRIS 15% de GONM; TRIS 20% de GONM; ACP® 2,5% de GONM; ACP® 5% de
GONM; ACP® 10% de GONM; ACP® 15% de GONM; ACP® 20% de GONM (tabela 2).
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Tabela 1. Descri¢do dos grupos controles.

Grupos Controles Concentrac6es/Descricao

GC1-TRIS +2,5% TRIS + 2,5% gema de ovo de Galus gallus domesticus

GOGD
GC2 - ACP +2,5% ACP-101c + 2,5% gema de ovo de Galus gallus
GOGD domesticus

ACP: agua de coco em p6. TRIS: hidroximetil aminometano. GOGD: gema de ovo de Galus
gallus domesticus. %: percentual.
Fonte: Autores.

Tabela 2. Descri¢éo dos grupos experimentais.

Grupos experimentais Concentrag6es/Descricdo
TRIS 2,5%GONM TRIS + 2,5% gema de ovo Numida meleagris
TRIS 5% GONM TRIS + 5% gema de ovo Numida meleagris
TRIS 10% GONM TRIS + 10% gema de ovo Numida meleagris
TRIS 15% GONM TRIS + 15% gema de ovo Numida meleagris
TRIS 20% GONM TRIS +20% gema de ovo Numida meleagris
ACP 2,5% GONM ACP-101c + 2,5% gema de ovo Numida meleagris
ACP 5% GONM ACP-101c + 5% gema de ovo Numida meleagris
ACP 10% GONM ACP-101c + 10% gema de ovo Numida meleagris
ACP 15% GONM ACP-101c + 15% gema de ovo Numida meleagris
ACP 20% GONM ACP-101c + 20% gema de ovo Numida meleagris

ACP: 4gua de coco em p6. TRIS: hidroximetil aminometano. GONM: gema de ovo de Numida
meleagris. %: percentual.
Fonte: Autores.

2.6 Congelacdo/descongelagédo de sémen

Foram envasadas oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, S8o Paulo, Brasil) de cada
grupo.

O processo de criopreservacéo foi realizado com auxilio do aparelho TK3000® (TK Tecnologia em Congelagéo Ltda.,

Uberaba, Brasil), seguindo-se as instru¢des do fabricante, utilizando a curva rapida (0,5 °C/min. até 5 °C; 15 °C/min. até -20 °C
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e 10 °C/min. até -120 °C). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogénio liquido (-196 °C) e, armazenadas em

ragues em botij6es criogénicos.

2.7 Avaliacao da integridade do DNA p6s-descongelacao

Apos sete dias, procedeu-se a descongelacdo do sémen para a analise da integridade do DNA dos espermatozoides
caprinos, através do teste Cometa (“OpenComet”). A anélise da integridade do DNA foi realizada no Laboratdrio de
Mutagenicidade (LABMUT) do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio) da Universidade Estadual do
Piaui (UESPI), Teresina, Piaui, Brasil.

As amostras de sémen foram descongeladas e 5 uL foram acondicionados em microtubos contendo 75 uL de agarose
de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37 °C. Posteriormente, essa mistura foi homogeneizada e transferida para laminas pré-
revestidas com agarose. Em seguida, as ldminas foram cobertas com laminulas e colocadas a 3 °C durante 20 min. Por fim, as
laminulas foram removidas e as [aminas foram imersas em solucao de lise por 48 horas.

Na sequéncia, as laminas foram colocadas em cuba de eletroforese contendo uma solu¢do tampdo, para a desnaturagéo
do DNA. Foi realizada a eletroforese e as laminas foram neutralizadas e, em seguida, secas e armazenadas para analise
posterior. Finalmente, as laminas foram coradas com brometo de etideo (20 mg/mL) e cobertas com uma laminula.

A avaliagdo das laminas foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia em um aumento de 40X, em ensaio cego.
Posteriormente, foram contabilizadas 200 células por laminas de cada concentragdo experimental (100 para cada exposicao-
aguda e cronica). As formas dos cometas seguiram um padrdo estabelecido no laboratério. Foram utilizadas classes de 0 a 3,
sendo O nenhum dano e trés, cauda do cometa superior a duas vezes o tamanho do nucledide. A partir destes dados, foi

calculado o Indice de Danos e a Frequéncia de Danos, variando de 0 (auséncia de danos) até 100 (dano méaximo).

2.8 Avaliacao ultraestrutural dos espermatozoides pés-descongelagéo

A integridade morfoldgica das membranas e organelas dos espermatozoides pos-descongelagdo foi avaliada por
microscopia eletronica de transmissdo (MET), no Instituto de Biociéncias da Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, Distrito
Federal, Brasil.

O protocolo utilizado foi o de Burgess et al. (2001), em que as palhetas de sémen foram descongeladas a 37 °C e
lavadas em PBS a 37 °C. Em seguida, foram centrifugadas a 5.000 g e fixadas em glutaraldeido (2,5%) em tampao fosfato
(0,2M). Foram entdo poés-fixadas em tretdxido de 6smio em tampédo fosfato, contrastadas em bloco com acetato de uranila
(2,5%), submetidas a desidratacdo em séries crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por 15 min. em cada etapa.
Posteriormente, as amostras foram mantidas por 12 horas em mistura acetona e resina Epon. As amostras foram transferidas
para resina pura onde ficaram por mais 12 horas. Finalmente foram incluidas em resina Epon (Sigma, St. Louis, MO, USA) em
suporte de silicone e colocadas para polimerizacdo em estufa a 65 °C. Foram realizados cortes ultrafinos em ultramicrétomo
EM UC6 (Leica, Wetzlar, Alemanha) em corte de 70 nm. Os cortes foram coletados em grades de cobre e contrastados em
acetato de uranila (5%) por 1h15min e citrato de chumbo por 4 min, e estocado em dissecador até 0 momento da avaliagdo em
MET (JEOL, modelo JEM 1011, Téquio, Japdo) equipado com cdmara CCD Gatan (Califérnia, EUA).

2.9 Anélise estatistica
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foram obtidas as médias e desvio-padrdo e procedida
a andlise de variancia (ANOVA). Para a comparacao das médias, foi utilizado o teste de Tukey, de acordo com o coeficiente de

variacdo obtido, considerando um nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o PROC GLM (General Linear Models) do
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Software SAS® (Statistical Analysis System) para Windows versdo 9.0. Na correlagdo estatistica do ensaio cometa para o
indice de dano ao DNA espermatico pos-descongelacdo foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As analises da avaliacdo

espermatica por microscopia eletrénica de transmissao foram apresentadas de forma descritiva.

3. Resultados

Neste estudo, avaliou-se a influéncia da fragmentacdo do DNA espermatico (utilizando o teste Cometa) no sémen
caprino. Os resultados da analise do comprimento da cauda do DNA realizado pelo “OpenComet” (teste Cometa) dos
espermatozoides caprinos estdo demonstrados na Figura 1. Os dados informam o comprimento da cauda do DNA dos
espermatozoides, cujo sémen havia sido criopreservado em meio TRIS em diferentes concentracfes de gema de ovo de
Numida meleagris (GONM) e TRIS com 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD - grupo controle) ap6s
analise pelo referido teste.

Quanto ao comprimento da cauda de DNA formada, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais
criopreservados em meio TRIS adicionados da gema de ovo de Numida meleagris (GONM) nas concentragdes de 2,5%; 5,0%;
e 10% quanto ao grupo controle (TRIS 2,5% GOGD) (P>0,05).

Observou-se ainda que o melhor grupo experimental, com minima diferenca significativa do grupo TRIS foi 8 GONM
2,5%, semelhante ao TRIS 2,5% da GOGD (P>0,05). Logo quanto menor o comprimento da cauda, menor serd o dano e
menos genotdxico sera o diluente, visando a manutencéo da viabilidade dos espermatozoides.

Os grupos experimentais TRIS 15% GONM e TRIS 20% GONM apresentaram diferenga significativa em relacéo ao
grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P < 0,05). Logo, o comprimento da cauda do DNA foi maior no grupo experimental TRIS
20% GONM, de acordo como demonstrado na figura, sugerindo uma agdo, provavelmente, mais lesiva e toxica na viabilidade

dos espermatozoides.

Figura 1. Registro do comprimento da cauda do DNA de espermatozoides caprinos criopreservado em TRIS adicionado de

diferentes concentragdes da gema de ovo de Numida meleagris pds-descongelagdo através da andlise do “OpenComet”.
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(*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). T = TRIS; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12); % das
amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%).
Fonte: Elaborada pelos autores (2021).
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N&o houve diferenca estatistica quanto ao percentual de DNA na cauda nos grupos TRIS com 2,5%; 5,0%; e 20% da
GONM em comparagéo ao grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P > 0,05). Logo, o percentual de fragmentacdo do DNA foi
semelhante entre os grupos mencionados (Figura 2).

Os grupos experimentais TRIS 10% de GONM e TRIS 15% de GONM apresentaram diferenca estatistica em relagao
ao grupo controle TRIS 2,5% de GOGD (P < 0,05). Pois, o percentual de DNA na cauda foi superior no TRIS 10% de GONM.
Isso demonstra que essas células espermaticas ndo sdo viaveis para uso, inclusive, em biotecnologias reprodutivas, como a
producdo in vitro de embribes na etapa de fertilizacdo in vitro e inseminagdo artificial, uma vez que apresentaram
fragmentacdo do DNA, material genético indispensavel para que a fecundacdo seja possivel. Diante disso, ressalta-se que a
concentracdo de 10% de GONM néo é indicada para a criopreservacdo de sémen caprino. O melhor grupo experimental sem
diferencga significativa foi o TRIS 2,5% de GONM.

Figura 2. Registro do percentual de fragmentacdo de DNA de espermatozoides caprinos criopreservado em TRIS adicionado

de diferentes concentracdes da gema de ovo de Numida meleagris pos-descongelagéo através da analise do “OpenComet”.
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(*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). T = TRIS; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12); % das
amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%).
Fonte: Elaborada pelos autores (2021).

Na Figura 3 observam-se os dados referentes ao grupo ACP-101c® em diferentes concentragdes de GONM e ACP-
101c® e grupo controle (2,5% da GOGD), apds analise pelo teste cometa.

Nao foi verificada diferenca estatistica entre os grupos experimentais ACP® com GONM nas concentragdes de 2,5% e
5% em comparacdo ao grupo controle (GOGD 2,5%) (P > 0,05).

O grupo ACP® 2,5% GONM apresentou melhor viabilidade das células espermaticas, apresentando menor diferenca
ao grupo controle ACP® 2,5% GOGD (P > 0,05). O grupo ACP® 5% GONM apresentou comprimento de cauda de DNA maior
do que o grupo controle (P > 0,05).
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Os grupos experimentais ACP® com 10%, 15% e 20% de GONM apresentaram comprimento de cauda de DNA
maior, sendo considerados menos propicios e genotoxico a criopreservacdo do sémen caprino, apresentando diferenga
significativa (P > 0,05).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais ACP® com GONM nas concentracdes de 2,5% e 5%
em comparagdo ao grupo controle (GOGD 2,5%) com rela¢do ao tamanho da cauda de DNA nos espermatozoides caprinos
criopreservados em ACP-101c® (P > 0,05).

Figura 3. Registro do comprimento da cauda do DNA de espermatozoides caprinos criopreservado em ACP-101¢® adicionado

de diferentes concentracdes da gema de ovo de Numida meleagris p6s-descongelagéo através da analise do “OpenComet”.
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(*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). A = ACP-101c®; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08;28/09;24/10;30/11;07/12);
% das amostras dos grupos experimentais (2,5%;5%;10%;15%;20%).
Fonte: Elaborada pelos autores (2021).

Na Figura 4 os grupos experimentais ACP® com 10%, 15% e 20% da GONM foram considerados menos propicios a
criopreservacdo do sémen caprino, por apresentarem porcentagens, maiores com baixa viabilidade para os espermatozoides
quando comparado ao grupo controle ACP® 2,5% GOGD (P < 0,05) e ao grupo experimental com ACP® 2,5% e 5% de
GONM.
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Figura 4. Registro da porcentagem de DNA na cauda apos analise do “OpenComet” de espermatozoides caprinos
criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrages da gema de ovo de Numida meleagris pos-

descongelagéo.
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(*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). A = ACP-101c®; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12);
% das amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%).
Fonte: Elaborada pelos autores (2021).

Nas Figuras de 5 a 9 observam-se as ultraestruturas das células espermaticas pos-descongelagdo em microscopia
eletrbnica de transmissdao (MET).

Nas Figuras 5 e 6 foi realizada analise ultraestrutural dos espermatozoides apds descongelacdo, os quais foram
criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 2,5% de GOGD, por meio de microscopia eletronica de transmissdo. Na
Figura 5, referente ao grupo controle, foi possivel verificar poucas alteragdes estruturais nas amostras analisadas, contudo,
identificou-se na regido do flagelo um deslocamento da membrana plasmatica que o recobre. Na Figura 6, em amostras desse
mesmo grupo, foram identificadas regifes afetadas, sugerindo que houve influéncia negativa do processo de criopreservacéo

para a ocorréncia das injdrias.
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Figura 5. Anélise ultraestrutural de espermatozoides apds descongelacéo, os quais foram criopreservados em meio ACP-101¢®
adicionado de 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (grupo controle), por meio de microscopia eletrénica de

transmissao.

)

0.5

)

Na imagem A, observa-se a membrana plasmatica (seta azul), regido acrossomal e cromatina preservadas (cabeca de seta vermelha). Na
imagem B, verifica-se a transi¢do entre peca intermediaria e flagelo, colar mitocondrial preservado com as organelas intactas e axonema
(letra A), também preservado, com elementos do citoesqueleto visiveis e de aspecto usual (seta amarela). Na Imagem C, verifica-se regido do
flagelo em corte longitudinal onde se observa a disposi¢do dos microtibulos de aspecto usual (seta azul). No entanto, ainda nesta regido se
observa um deslocamento da membrana compativel com regido terminal do flagelo (seta vermelha).

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

Figura 6. Andlise ultraestrutural de espermatozoides caprinos ap6s descongelacéo, os quais foram criopreservados em ACP-
101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus domesticus (grupo controle), através de microscopia eletronica de

transmissao.
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Na imagem A, demonstra-se associa¢do de membrana frouxa em torno da célula (cabeca de seta azul). S&o identificados também pontos de
deslocamento da cromatina (seta vermelha), esta ondula¢do de membrana é condizente com regides de edema (cabeca de seta vermelha).
Regido acrossomal desorganiza (seta vermelha). Na imagem B, observa-se corte transversal da peca intermediéria em transi¢cdo com flagelo,
a seta amarela demonstra o colar de mitocondrias preservado e regido de axonema tipica com elementos de microtibulo (letra A), seta
vermelha demonstra apenas fragmentos. Na imagem C, demonstra-se a regido de centriolos preservada com ultraestrutura tipica para corte
transversal (seta azul).

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

Na Figura 7 observa-se o resultado da analise ultraestrutural dos espermatozoides ap6s descongelagédo, os quais foram
criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 10% de GONM, por meio de microscopia eletrdnica de transmissdo.
Nessa amostra, foi identificado um elevado grau de degradacdo nos componentes ultraestruturais, sendo indicativo de baixa
atividade de preservacdo do meio utilizado no processo de criopreservacdo. Dessa forma, ndo recomendando-o para

criopreservacdo de sémen caprino.

12


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i14.22064

Research, Society and Development, v. 10, n. 14, e265101422064, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i14.22064

Figura 7. Analise ultraestrutural de espermatozoides apds descongelagdo, os quais foram criopreservados em ACP-101c®

adicionado de 10% da gema de ovo de Numida meleagris, por meio de microscopia eletrénica de transmissao.

Na imagem A, demonstra-se diversas protrusdes de membrana, 0 que evidencia descolamento da membrana na regido da cabe¢a do
espermatozoide (cabegas de setas vermelhas). Ainda nessa regido, a cromatina apresenta areas de esvaziamento (setas vermelhas). Sdo
visualizados elementos eletrondensos se desprendendo da célula. Na imagem B, regido de transi¢do da pega intermediaria com o flagelo,
apresentando colar mitocondrial preservado com axonema também preservado (letra A e seta amarela), presenca debris celulares (Cl). Na
imagem C, regido de centriolo com alteragdes morfoldgicas atipicas (seta verde), condensacéo de elementos eletrondensos confinados em
unidades de membrana se projetando para fora da estrutura do flagelo (seta vermelha).

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

Na Figura 8 observa-se o resultado da andlise ultraestrutural dos espermatozoides caprinos apés descongelagdo, 0s
quais foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% GONM, através de microscopia eletrdnica de transmissao.
Dentre os achados na ultraestrutura celular, vale inferir que a célula espermatica apresentou varias regifes preservadas, com
apenas uma alteracdo na regido abaixo do centriolo, apresentando pequenas vesiculas indicativas de degeneracdo celular e
perda de estabilidade estrutural da cauda do espermatozoide. Resultado este, melhor do que o encontrado no grupo
experimental ACP-101c® adicionado de 10% de GONM (Figura 7).

Figura 8. Andlise ultraestrutural de espermatozoides caprinos ap6s descongelacdo, os quais foram criopreservados em ACP-

101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Numida meleagris, através de microscopia eletrénica de transmissao.

Na imagem A, demonstra-se regido de cabeca preservada, membranas integras com acrossoma preservado (setas pretas e seta
vermelha). Cromatina integra e com aspecto ultraestrutural normal em corte longitudinal (setas azuis). Na imagem B, verifica-
se a regido de transicdo entre a peca intermediaria e flagelo. Mitocondrias preservadas. Microtibulos periféricos (seta amarela)
e microtibulos centrais (letra A); axonema preservado (setas azuis). Na imagem C, demonstra-se centriolo parcialmente
preservado em corte longitudinal (seta azul). A regido abaixo do centriolo contém diversas pequenas vesiculas indicativas de
degeneracdo celular e perda de estabilidade estrutural da cauda do espermatozéide. Essa amostra mostrou-se preservada, no entanto
foram encontradas células contendo desestruturacdo na regido flagelar.

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).
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Na Figura 9, observa-se o resultado da andlise ultraestrutural dos espermatozoides caprinos apds descongelacdo, os
quais foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% GOGD através de microscopia eletrénica de transmissdo.
Nessa amostra do grupo controle foram evidenciadas alteragdes em nivel de membrana e cromatina, embora, outras regides
importantes da célula espermatica estivessem preservadas. Vale salientar que o acrossoma apresentou ultraestrutura bem
preservada, tendo em vista ser uma organela importantissima para o processo de fertilizagéo, pois alberga enzimas hidroliticas

responsaveis pela penetracdo da célula espermatica na zona peltcida, fenémeno conhecido como reacdo acrossomal.

Figura 9. Analise ultraestrutural de espermatozoides caprinos ap6s descongelacdo, os quais foram criopreservados em ACP-
101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus domesticus (grupo controle), através de microscopia eletronica de

transmissao.

Na imagem A, demonstra-se a cabeca do espermatozoide em corte transversal onde se observa a membrana e acrossoma com aspectos
ultraestruturais bem preservados (seta azul e seta vermelha). Cromatina com deslocamento de membrana e cromatina apresentando pontos
eletronlicidos, indicando perda de material (cabecas de seta vermelha). Na imagem B, observa-se a regido de transicdo entre a peca
intermediaria e flagelo, onde verifica-se deslocamento de membrana (seta vermelha) e colar de mitocdndrias com axonema e ultraestrutura
conservada (seta amarela). Nessa imagem é possivel visualizar um grande nimero de células degradadas representadas pelos diversos debris
celulares (ClI). Na imagem C, demonstra-se a regido de centriolo com alteragdes ultraestruturais importantes indicadas pelo descolamento da
membrana (seta vermelha) e regides anormais eletronlucentes dentro do centriolo (seta azul) com presenca de estruturas membranares
circulares e mitocondrias laterais degeneradas.

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

4. Discusséo

De acordo com os resultados obtidos, neste estudo, quanto a avaliacdo do nivel de fragmentacdo espermaética pelo
teste cometa, foi possivel identificar a importancia de sua realizagdo, principalmente, quando com as amostras foram
congeladas/descongeladas. Fato este ratificado por Andrabi (2007), sendo o teste cometa capaz de estimar com precisdo o
percentual de espermatozoides com danos na cromatina, o que prejudica a viabilidade da célula, sobretudo, a capacidade
fertilizante. Ademais, salienta-se a importancia dessa técnica na sele¢do de sémen a ser utilizado em programas de inseminagdo
artificial e fertilizaco in vitro (Sakkas et al., 2004).

O processo de criopreservacdo pode gerar aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS) o que contribui
significativamente, segundo Simdes (2013), para a fragmentacdo do DNA espermatico. Além dessa causa, existem outras,
como, por exemplo, a deficiéncia de protamina, apoptose espermatica (Simdes, 2013).

Segundo Silva et al. (2018), a microscopia eletrdnica de transmissdo é uma ferramenta utilizada para determinar o
tamanho e a forma das estruturas organicas (biol6gicas) e inorganicas. Baseia-se na interacdo dos elétrons incidentes sobre a
matéria. E isso foi encontrado neste estudo.

Na imagem A da Figura 5, as alteracdes de cromatina estdo geralmente associadas as alteragfes morfologicas e,

consequentemente, de motilidade (Enciso et al., 2011). Perdrix et al. (2011), verificaram que a presenga de vactolos com
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tamanho superior a 13% da area total da cabeca ndo tem relacdo com a fragmentacdo do DNA. Dados semelhantes foram
encontrados no estudo realizado por Moura et al., (2013).

Essas degradacGes podem estar associadas a anomalias de acrossoma (Kacem et al., 2010; Perdrix et al., 2011;
Lavolpe et al., 2015). Por outro lado, esses vaclolos, quando ocupam mais de 50% da superficie nuclear, tém sido associados
ao aumento na fragmentacdo e desnaturacdo de DNA (Garolla et al.,, 2008; Franco et al.,, 2011), apresentando
consequentemente baixa eficiéncia nas técnicas de reproducdo assistida (Berkovitz et al., 2006).

A avaliacdo qualitativa da ultraestrutura dos espermatozoides por meio da microscopia eletrénica de transmissao
possibilita identificar danos espermaticos (Silva et al., 2013), uma vez que abrange os dados de informagdes ndo visiveis e
perceptiveis na analise por microscopia Optica simples.

Na anélise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissdo, neste estudo, ndo foram verificadas agOes
deletérias nos grupos controle e experimentais. As regides da cabeca (membrana plasmética e acrossoma) mantiveram-se
preservadas, sem alteracdo no DNA. As lesdes de cabe¢a e cauda foram semelhantes as descritas para espermatozoides
caprinos, mesmo estes apresentando tamanho, forma e composigéo lipidica distintas (Purdy, 2006).

De acordo com o estudo desenvolvido por Ciftci; Zulkadir (2010) a avaliagdo nuclear do espermatozoide por meio da
microscopia eletronica de transmissdo € realizada apenas em uma sec¢do da cabega, uma vez que o corte feito na amostra
possui entre 50 e 100 nm; enquanto que a cabeca do espermatozoide possui dimenséo aproximada de 14 pm em seu didmetro
maior, e 7 um em seu diametro menor.

A microscopia eletrdnica de transmissdo € uma ferramenta muito Gtil para avaliacdo de células, permitindo visualizar
detalhes (com grande aumento e resolucdo) ndo vistos em outras técnicas. Apesar disso, em alguns casos, como na avalia¢do
da cromatina nuclear de espermatozoides, por limitar a visualizacdo apenas a uma seccdo da cabeca, faz-se necessério a

utilizacdo de uma grande amostra para tornar a avaliacdo confiavel.

5. Concluséo
A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor adicionado aos meios diluentes ACP-101¢® e TRIS, é um
componente inédito, que tem resultados promissores na concentragdo de 2,5%, para a criopreservacao do sémen caprino. No

entanto, ndo se exclui a necessidade de mais estudos para maior investigacdo e consequente validacdo desse componente.
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