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[bookmark: _Hlk75900099]RESUMO
Objetivou-se avaliar os efeitos dos diluentes TRIS e ACP - 101c® adicionados a diferentes concentrações da gema de ovo de galinha d’angola (Numida meleagris). Para tanto, foram colhidos quinze ejaculados de cinco caprinos da raça Anglo Nubiana. Em seguida, os ejaculados foram reunidos em um pool, e este foi dividido em 12 grupos, sendo dois grupos controles (GC1 TRIS, com adição 2,5% da gema de ovo de galinha Gallus gallus domesticus GOGD), (GC2 Grupo Controle ACP - 101c®, com adição de 2,5% de gema de ovo de galinha Gallus gallus domesticus, GOGD) e dez grupos experimentais (GE), com a adição de diferentes concentrações de gema de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris, GONM)  em meios TRIS e ACP. Seguidamente, procedeu-se a criopreservação e armazenamento em nitrogênio líquido (-196 °C). Após sete dias, as amostras foram descongeladas e avaliadas quanto à cinética espermática, análise de membranas por imunofluorescência e morfologia espermática. Na análise dos grupos contendo GONM pelo sistema CASA, observou-se que vários parâmetros foram semelhantes aos dos grupos contendo GOGD (P>0,05). A integridade da membrana, o potencial mitocondrial e o acrossomo não sofreram influência dos tratamentos (P>0,05), assim como dos diluentes empregados para criopreservação (P>0,05). A morfologia espermática foi igualmente preservada pelas diferentes concentrações de GOGD e GONM nos diluentes de ACP® e TRIS, sem diferenças significativas estatísticas (P<0,05). Conclui-se que a gema de ovo de Numida meleagris pode ser utilizada eficazmente como crioprotetor externo de membrana, acrescida aos diluentes ACP-101c® e TRIS.
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the effects of TRIS and ACP - 101c® extenders added to different concentrations of guinea hen egg yolk (Numida meleagris). For this purpose, fifteen ejaculates were collected from five Anglo Nubian goats. Then, the ejaculates were collected in a pool, and this was divided into 12 groups, being two control groups (CG1 TRIS, with 2.5% addition of hen egg yolk Gallus gallus domesticus GOGD), (CG2 Control Group ACP - 101c®, with the addition of 2.5% chicken egg yolk Gallus gallus domesticus, GOGD) and ten experimental groups (EG), with the addition of different concentrations of Angolan chicken egg yolk (Numida meleagris, GONM) in TRIS and ACP media. In the analysis of the groups containing GONM by the CASA system, it was observed that several parameters were similar to those of the groups containing GOGD (P>0.05). It is concluded that the egg yolk of Numida meleagris can be used effectively as an external membrane cryoprotectant, in addition to the ACP-101c® and TRIS extenders.
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1. INTRODUÇÃO
Sabe-se que vários meios diluentes/crioprotetores já foram elaborados a fim de conferir aos espermatozoides energia, proteção contra crioinjúrias e manutenção de um ambiente adequado para sua sobrevivência. Esses meios utilizados podem apresentar na composição uma variedade de substâncias, como: citrato de sódio, gema de ovo, lactose, Tris (hidroximetil aminometano), crioprotetores internos ou penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetil sulfóxido), sais (citrato de sódio ou ácido cítrico) e antibióticos (penicilina ou estreptomicina) [27].
Ademais, estudos continuam sendo desenvolvidos, visando a descoberta de novos meios diluentes/crioprotetores que confiram uma melhor proteção às células espermáticas durante as etapas de criopreservação. E, nesse contexto, a água de coco tem sido elencada positivamente para esse objetivo, pois é uma solução estéril, pouco ácida, composta de gorduras neutras, indutores ou fatores de crescimento estimuladores da divisão celular e diversos eletrólitos. Isso confere a água de coco uma densidade e pH compatíveis com o plasma sanguíneo. Além disso, já foi relatado que a água de coco fornece nutrientes necessários para a sobrevivência e viabilidade de gametas masculinos e femininos durante o processo de criopreservação [14]. 
Pesquisas demonstram resultados satisfatórios quanto da utilização de diluentes/crioprotetores à base de água de coco in natura para conservação de células espermáticas de várias espécies animais, como, por exemplo, caninos [13], ovinos [24] e caprinos [32] e entre outros.  E Ccom base nesses estudos a água de coco em pó (ACP®) foi desenvolvida, e tem sido viável como meio diluente para criopreservação seminal na espécie caprina [31]. No entanto, alguns trabalhos apontam a necessidade da realização de mais pesquisas, visando a otimização desse meio diluente na criopreservação do sêmen caprino.
Vale ressaltar, quanto aos meios diluentes/crioprotetores, que a gema de ovo de galinha (Gallus gallus domesticus) é o ingrediente mais utilizado nas espécies de mamíferos domésticos, atribuindo proteção dos gametas masculinos submetidos ao processo de congelação-descongelação. [18]. Já a gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris) ainda não havia sido avaliada em estudos relacionados a meios diluentes/crioprotetores de sêmen de mamíferos domésticos.
Neste contexto, objetivou-se avaliar a viabilidade in vitro do sêmen caprino criopreservado em meio à base de água de coco em pó (ACP-101c®) acrescido de um crioprotetor alternativo, a gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris).

2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. Ética em experimentação animal
O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual do Piauí (CEUA/UESPI), sob o número de protocolo 07614/2018, em 20/07/2018. Para fins de pesquisa científica, 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 Experimentação Animal (CONCEA), Brasil.
2.2. Animais e local de realização do experimento
A pesquisa foi desenvolvida no setor de reprodução animal, da Universidade Federal do Piauí, Campus da Socopo, Teresina, Piauí, Brasil, cujas coordenadas geográficas são: 5º 03' 23,1’’ de Latitude Sul e 42º 47’ 27,9’’ de Longitude Oeste, com altitude média de 72,7 metros.
Foram utilizados cinco reprodutores da espécie caprina, da raça Anglo Nubiana, puros de origem, com idade média de quatro anos, clinicamente saudáveis e com escore de condição corporal de 3,5, numa escala de (0-5).). Os animais utilizados foram provenientes de uma fazenda localizada no município de Campo Maior, no estado do Piauí, Brasil,  cujas coordenadas geográficas são: Latitude 4°51’35,75’’ S e Longitude 42°12’47,18’’, com altitude média de 129 metros. Os animais recebiam na alimentação diária volumoso (Pennisetum purpureum Schum), concentrado comercial (ração peletizada com teor de 20% proteína bruta, 300 g/animal/dia), sal mineral específico para a espécie caprina (Caprinofós®, Tortuga, DSM, São Paulo, Brasil) e água a vontade. 

Os reprodutores foram submetidos ao exame clínico reprodutivo completo, visando a avaliação da higidez geral e do aparelho reprodutivo, seguindo os critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal, Brasil [15].

2.3. Avaliação bromatológica da gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris) 
Foram utilizados ovos de galinha d’Angola (Numida meleagris), criadas em sistema extensivo, com postura em intervalo médio de cinco dias, provenientes de pequenos produtores rurais da microrregião de Campo Maior-PI. As aves recebiam como alimento sementes, insetos, grãos de milho e matéria seca de gramíneas nativas de capim mimoso (Axonopus purpusii Chas) e outras espécies Mésosetum, Axonopus, Pás palum, Panicum e Eriochloqde. Além disso, recebiam concentrados energéticos e proteicos de forma sólida em comedouros e disponibilidade de água ad libitum.
As análises bromatológicas foram realizadas na Universidade Federal do Piauí (UFPI), no Centro de Ciências da Saúde (CCS), Departamento de Nutrição, no Laboratório de Bromatologia e Bioquímica de Alimentos (LBROMBIOQ) e no Laboratório de Desenvolvimento de Produtos e Análise Sensorial de Alimentos (LASA).
As análises da matéria seca, cinza, extrato etéreo, lipídio, carboidratos e proteínas foram realizadas de acordo com a metodologia descrita pela Associação Oficial de Química Analítica [6].
A determinação de umidade foi realizada por gravimetria, pelo método de secagem em estufa com temperatura de 105 ºC. Já as cinzas foram determinadas por incineração em forno mufla, a temperatura de 550 ºC. Os lipídios (correspondentes à fração extrato estéreo) foram obtidos pelo método de extração intermitente de óleos e gorduras, em extrator de Soxhlet, utilizando o solvente éter de petróleo. A determinação de proteínas foi realizada pelo método de macro Kjeldahl, onde o fator de 6,25 foi utilizado para converter o teor de nitrogênio total em proteína. O teor de carboidratos foi obtido por diferença dos demais constituintes da composição centesimal (umidade, cinzas, lipídios e proteínas).
O valor calórico do “nugget” em estudo foi calculado utilizando-se os fatores de conversão de ATWATER: 4 kcal/g para proteínas, 4 kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para lipídios [37].
Posteriormente, os teores de carotenoides totais foram determinados de acordo com a metodologia já estabelecida [2], utilizando o solvente acetona/hexano e todos os extratos foram elaborados de acordo com a metodologia padronizada [30].
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 sêmen e avaliação espermática
Cada reprodutor foi submetido a quinze colheitas de sêmen. Inicialmente, o prepúcio dos reprodutores foi devidamente higienizado, a fim de remover as impurezas com o auxílio de solução fisiológica a 0,9% e papel toalha. As colheitas foram realizadas pelo método de vagina artificial, específica para pequenos ruminantes, aquecida a uma temperatura de 38ºC acoplada a um tubo coletor graduado tipo Falcon (CBRA, 2013). [15]. Uma cabra em estro induzido foi utilizada durante as colheitas. Após cada colheita, o ejaculado foi protegido da incidência direta de luz solar, transportado ao laboratório e mantido em banho Maria a 37 ºC [15, 28].
Seguidamente, foram realizadas as avaliações subjetivas macroscópicas do ejaculado: volume, cor e aspecto. Procedeu-se, sequencialmente, as avaliações dos parâmetros espermáticos: turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia e concentração espermática (CBRA, 2013). [15].
Foi utilizado um microscópio óptico (aumento de 400x) para avaliar a motilidade total (MT; escala de 0-100%) e vigor espermático (0-5), sendo depositada uma gota de sêmen entre lâmina e lamínula previamente aquecidas e mantidas a 37 ºC. Para a realização da análise morfológica das células espermáticas foram contados 200 espermatozoides por lâmina corada em panótico rápido, em microscópio óptico, no aumento de 400x [15]. 
Para determinação da concentração espermática, o sêmen foi diluído em solução formol-salina (1: 200), e a contagem realizada em câmara de Neubauer com auxílio de um microscópio no aumento de 400x [15,28].

2.5. Grupos experimentais 
Os ejaculados colhidos foram reunidos em um pool e a concentração espermática foi avaliada em câmara de Newbauer. A taxa de diluição foi ajustada para uma concentração final de 320 milhões de espermatozoides/mL.
O pool seminal foi dividido em doze alíquotas de igual volume, com no mínimo cinco mililitros de sêmen cada uma e diluídas em dois diferentes meios diluentes para a criopreservação, TRIS e ACP®. Seguidamente, foram formados os seguintes grupos: dois grupos controles (CG), contendo, ambos, adição da gema de ovo de galinha doméstica (Gallus gallus domesticus) GC1 –TRIS 2,5%GOGD e GC2 – ACP® 2,5%GOGD.  (tabela 1). Um total de dez grupos experimentais GE, contendo adição em diferentes concentrações da gema de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris) – TRIS 2,5% GONM; TRIS 5% GONM; TRIS 10% GONM; TRIS 15% GONM; TRIS 20% GONM; ACP® 2,5% GONM; ACP® 5% GONM; ACP® 10% GONM; ACP® 15% GONM; ACP® 20% GONM. (tabela 2).
	2.6.  Congelação/descongelação de sêmen
Para cada grupo, foram envasadas oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, São Paulo, Brasil).
O processo de criopreservação foi realizado com auxílio do aparelho automatizado TK3000® (TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), seguindo-se as instruções do fabricante, utilizando a curva rápida de congelamento (0,5 ºC/min. até 5 ºC; 15 ºC/min. até -20 ºC e 10 ºC/min. até -120 ºC). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogênio líquido (-196 ºC) e, armazenadas em raques devidamente identificadas em botijões criogênicos. 
2.7.  Análise da cinética espermática após descongelação
A análise dos parâmetros da cinética espermática pós-descongelação foramA análise dos parâmetros da cinética espermática pós-descongelação fora realizadasrealizada no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino (LTSCO), do Núcleo Integrado de Biotecnologia (NIB), da Faculdade de Veterinária (FAVET), da Universidade Estadual do Ceará (UECE), Fortaleza, Ceará, Brasil, por meio do sistema CASA (Computer-assisted Sperm Analyser), utilizando o Software Sperm Class Analyser® (SCA) (Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha).
Após o período mínimo de sete dias, as amostras foram descongeladas em banho maria a 37 °C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo Eppendorf e homogeneizadas para a análise imediata [7, 11].
Para proceder as análises das amostras criopreservadas em meio contendo TRIS/gema, uma amostra de 10 μL de sêmen descongelada foi rediluída em 50 μL de meio TRIS [3,786 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,11 g de ácido cítrico; 1,0 g de frutose; 100 mL de água destilada] previamente aquecido em banho maria a 37 ºC. Já as amostras criopreservadas em meio à base de ACP-101c®, uma amostra de 10 μL de sêmen descongelado foi rediluída em 50 μL de meio ACP-101c®.  (3,25 g; 50 mL de água destilada).
Em seguida, 10 μL dessas diluições finais foram depositadas em câmara de Makler (Sefi Medical Instruments Ltda., Haifa, Israel), previamente aquecida a 37 ºC e avaliado com auxílio de microscópio de contraste de fase acoplado a uma vídeo-câmera adaptada ao sistema (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japão). 
Foram utilizados os parâmetros específicos do programa: velocidade limite para espermatozoides lentos: 30 μm/s; limite para velocidade média: 60 μm/s; retilinearidade mínima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em três campos. Foram avaliados 200 espermatozoides pelo sistema CASA em cada amostra. 
Os parâmetros avaliados incluíram: motilidade total (MT - %), motilidade progressiva (MP - %), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade média da trajetória (VAP - μm/s), velocidade linear (VSL - μm/s).), linearidade (LIN - %), amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH - μm), índex de oscilação ou retilinearidade (STR - %) e frequência do batimento cruzado (BCF - Hz) individual para cada célula espermática.
2.8.  Análise de imunofluorescência após descongelação
2.8.1. Análise da integridade do acrossoma 
Para a análise da integridade do acrossoma foi utilizada a sonda isocianato de fluoresceína conjugada (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas íntegros (AI), quando a região acrossomal apresentou fluorescência verde intensa. Foram considerados acrossoma não-íntegro quando não apresentaram coloração verde ou a fluorescência verde se restringiu apenas à região equatorial da cabeça espermática, de acordo com a técnica já descrita [29].
2.8.2. Análise da integridade da membrana plasmática
A análise da integridade da membrana plasmática (IMP) foi realizada com o uso da associação de duas sondas fluorescentes: Diacetato de Carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,46 mg/ml em PBS) e Iodeto de Propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,5 mg/ml em PBS). Após o preparo da lâmina com os marcadores fluorescentes, os espermatozoides foram avaliados em microscópio de fluorescência em sala com iluminação controlada (aumento de 100x). Foram avaliados 100 espermatozoides em microscópio de fluorescência, os quais foram classificados como íntegros, quando a cabeça do espermatozoide se encontrava com a coloração verde, e lesados, quando observado uma coloração vermelha [20].
2.8.3. Análise da atividade mitocondrial 
Para a determinação da atividade mitocondrial realizou-se a técnica proposta por [19] utilizando a sonda de Fluorocromo catiônico lipofílico (JC-1; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.
2.9.  Análise estatística
Foram obtidas as médias e desvio-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste PLSD de Fisher para os parâmetros espermáticos motilidade, morfologia, análises de viabilidade espermáticas, utilizando sondas fluorescentes e a cinética espermática (CASA); e pelo teste de Kruskal-Wallis para o parâmetro de vigor espermático.
Para a comparação das médias, foi utilizado o teste de Tukey, de acordo com o coeficiente de variação obtido, considerando um nível de significância de 5%. Foi utilizado o PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS® (Statistical Analysis System) para Windows versão 9.0.
3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O pH encontrado (6,99) favorece a sobrevivência espermática (PURDY, 2006). Os teores de umidade e cinza foram semelhantes entre a GONM e a GOGD (BASHIR et al., 2015). 
O teor lipídico da GONM (34,56%) foi maior do que o da GOGD. 
Bashir et al. (2015), avaliando a composição da gema de ovo de três espécies diferentes Gallus gallus domesticus, Numida meleagris e Gallus gallus híbrido não observaram diferença significativa no teor de proteína (3,34; 4,40 e 3,85%) e gordura (27,65; 31,49 e 30,41), respectivamente. No entanto, os resultados para esses dois parâmetros encontrados no presente estudo (9,37% e 34,56%, respectivamente). Porém, semelhantes de Adeyeye (2010) que observou teores de proteína (15,74%), gordura (31,91%) e cinzas (1,86%).
Os valores médios  d.p. da motilidade do sêmen após colheita obteve valores médio de 81,67  10,47 com vigor médio de 4,0,7  0,70 com uma média do turbilhão de 3,93  0,59.
Nos resultados de análise subjetiva da cinética espermática para os parâmetros de motilidade do sêmen caprino fresco diluído em TRIS e ACP-101c® acrescidos da GOGD (grupos controle) e GONM (grupos experimentais), não foram encontrados diferenças entre os grupos, levando-se a crer que a GONM é um crioprotetor externo favorável à preservação da viabilidade espermática.
[bookmark: _Hlk75896011]Em relação a comparação entre as diferentes concentrações da GONM dos grupos experimentais com GOGD do grupo controle (ACP® 2,5%) não foi observada diferença com relação à origem da gema (P > 0,05). Os valores de motilidade foram similares aos observado por Dourado et al. (2007), quando utilizaram o leite desnatado e TRIS como diluentes-base, adicionados de 20% da GOGD, na criopreservação do sêmen caprino.


Quando o diluente ACP-101c® foi utilizado, não houve diferença entre origem das gemas (Gallus gallus domesticus – grupo controle vs. Numida meleagris) (P > 0,05). Já com relação ao diluente TRIS houve queda do vigor no grupo com 15% e 20% GONM (P < 0,05), mas os demais grupos experimentais não apresentaram diferença com relação ao controle (P > 0,05), levando-se a crer que a origem da gema também não tenha sido o fator preponderante nesse quesito.
Os resultados do presente estudo sugerem que a substituição da GOGD por GONM é uma alternativa viável, pois mantêm os parâmetros espermáticos em níveis semelhantes aos relatados com o uso da GOGD.

O sêmen criopreservado com 2,5%, 10%, 15% e 20% da GONM obtiveram resultados semelhantes aos do grupo controle no parâmetro de MT. No parâmetro VCL não foi observada diferença significativa entre os grupos experimentais e grupo controle. Na VSL a concentração de 10% da GONM possibilitou resultados superiores quando comparado com os demais grupos. Já para a VAP o grupo controle não diferiu dos demais tratamentos; porém, os grupos contento as concentrações de 15% e 20% da GONM proporcionaram resultados superiores quando comparado com a concentração de 2,5%.

A VCL e a VSL não ultrapassaram os 100 μm/s nos grupos experimentais.
CONCLUSÃO
A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo de membrana acrescida aos diluentes ACP-101c® e TRIS, melhora a qualidade do sêmen caprino, reduzindo as crioinjúrias provocadas durante o processo de congelação-descongelação. 

3.1. Avaliação bromatológica da gema de ovo de Numida meleagris
Antes da utilização da gema de ovo de galinha d’Angola, foi realizada a avaliação bromatológica da mesma, sendo possível identificar os parâmetros demonstrados na tabela 3.
3.2. Avaliação subjetiva dos parâmetros espermáticos pós-diluição e pós-descongelação
Quanto aos parâmetros macroscópicos e microscópicos avaliados no sêmen fresco, imediatamente após realização do pool seminal destacam-se: aspecto cremoso com uma média do volume total de colheita de 5,631,64 mL. Esse volume foi centrifugado para retirada do plasma seminal, obtendo um volume médio do sêmen de 4,971,65 mL. Os valores médios da motilidade após colheita foram de 81,6710,47, vigor médio de 4,0,70,70 e uma média do turbilhão de 3,930,59.
Nos resultados de análise subjetiva da cinética espermática quanto ao parâmetro motilidade do sêmen fresco diluído em TRIS e ACP-101c® acrescidos da gema de ovo de Galus galus domesticus (grupos controle) e gema de ovo de Numida meleagris (grupos experimentais), foi possível observar que não houve diferença entre os grupos. Desta forma, demonstrado que a gema de ovo de Numida meleagris pode ser um crioprotetor externo favorável à preservação da viabilidade espermática.
A figura 1 mostra o percentual de motilidade do sêmen pós-diluição em comparação ao percentual de motilidade pós-descongelação.
Quanto a comparação entre as diferentes concentrações da gema de ovo de Numida meleagris dos grupos experimentais e da gema de ovo de Galus galus domesticus do grupo controle (ACP® 2,5%) não foi observada diferença nos valores de motilidade em relação à origem da gema de ovo (P > 0,05).
Os resultados da análise subjetiva quanto a cinética espermática pós-diluição e pós-descongelação para o parâmetro vigor do sêmen caprino diluído em TRIS e ACP-101c® acrescidos da gema de ovo de Galus galus domesticus (grupos controle) e gema de ovo de Numida meleagris (grupos experimentais) estão descritos na tabela 4.
Na análise subjetiva do vigor espermático pós-descongelação houve diferença significativa entre os diluentes dos tratamentos com 5%, 15% e 20% da gema de ovo de Numida meleagris (ACP® 2,5%; P < 0,05). Nos tratamentos com TRIS pós-descongelação, verificou-se diferença estatística nos diluentes dos tratamentos 2,5% e 10% da gema de ovo de Numida meleagris (TRIS 2,5%; P < 0,05). Os grupos TRIS 15% e 20% com gema de ovo de Numida meleagris apresentaram os menores percentuais de vigor comparado ao grupo controle (TRIS 2,5% gema de ovo de Galus galus domesticus) e aos demais grupos experimentais (TRIS 2,5; 5,0 e 10,0% gema de ovo de Numida meleagris) (P < 0,05) (tabela 4).
Quando o diluente ACP-101c® foi utilizado, não houve diferença estatística nos parâmetros espermáticos entre as origens das gemas de ovo (Gallus gallus domesticus – grupo controle vs. Numida meleagris) (P > 0,05). No entanto, na avaliação do diluente TRIS foi observado uma queda no vigor dos grupos com 15% e 20% de gema de ovo de Numida meleagris (P < 0,05), porém, os demais grupos experimentais não apresentaram diferença estatística em relação ao controle (P > 0,05), podendo considerar que a origem da gema não foi o fator preponderante nesse quesito (tabela 4).
3.3. Avaliação objetiva da cinética espermática pós-descongelação
No presente estudo, além da análise subjetiva, utilizou-se o sistema de análise de sêmen auxiliado por computador (CASA), uma vez que possibilita uma avaliação objetiva e precisa dos parâmetros espermáticos (MT, LIN, VAP, VSL, VCL, STR e OSC).
Na tabela 5, foi possível observar o efeito da criopreservação espermática sobre o sêmen caprino criopreservado em meio ACP-101c® em diferentes concentrações da gema de ovo de Numida meleagris (GONM) e gema de ovo de Galus galus domesticus (GOGD).
Os resultados obtidos quanto ao sêmen criopreservado com 2,5%, 10%, 15% e 20% de GONM foram semelhantes ao grupo controle no parâmetro de motilidade total (MT). No entanto, o grupo experimental, 5% de GONM apresentou resultados inferiores aos do grupo controle nos parâmetros de motilidade. No parâmetro VCL não foi observada diferença significativa entre os grupos experimentais e grupo controle. Na VSL a concentração de 10% de GONM possibilitou resultados superiores quando comparado aos demais grupos. Já para a VAP o grupo controle não diferiu dos demais tratamentos. Porém, os grupos contendo as concentrações de 15% e 20% de GONM demonstraram resultados superiores encontrado na concentração de 2,5%.
Na tabela 6, pode-se observar o efeito da criopreservação espermática do sêmen caprino em meio TRIS e diferentes concentrações de GONM e de GOGD, por meio do sistema de análise computadorizada.
Não foram observadas diferenças significativas (P > 0,05) entre os grupos experimentais e grupo controle para os parâmetros MT, VSL e VAP. Já para o parâmetro VCL, as concentrações de 15% e 20% de GONM proporcionaram melhores resultados.
Na tabela 7 observam-se os efeitos da criopreservação espermática no sêmen caprino criopreservado em meio ACP-101c® em diferentes concentrações de GONM e GOGD, por meio do sistema de análise computadorizada, para os parâmetros LIN, STR e OSC.
O sêmen criopreservado em meio contendo ACP-101c® nas concentrações de 2,5%, 5%, 10%, 15% e 20% de GONM proporcionaram bons resultados nos parâmetros LIN, STR e OSC, não diferindo do grupo controle (P > 0,05). No entanto, houve diferença significativa entre os grupos 2,5% e 15% com GONM (P < 0,05).
Na tabela 8 é possível observar o efeito da criopreservação espermática no sêmen caprino criopreservado em TRIS e diferentes concentrações de GONM e de GOGD (grupo controle), por meio do sistema de análise computadorizada, para os parâmetros LIN, STR e OSC. Não foi verificada diferença significativa entre os grupos contendo diferentes concentrações de GONM e o grupo controle (P > 0,05).
Após a descongelação, a MT avaliada pelo sistema CASA apresentou-se semelhante (P > 0,05) em todos os grupos testados, não havendo, portanto, efeito da concentração de GONM em ambos diluentes testados. O mesmo foi observado para os parâmetros VSL, VAP, STR e OSC. A VCL foi superior com o uso de 20% de GONM no diluente ACP-101c® e TRIS somente em comparação ao uso de 15% deste protetor (P < 0,05), contudo esses grupos não diferiram dos demais (P > 0,05).
Nos grupos utilizando ACP-101c® como diluente, verificou-se que a LIN foi inferior com o uso de 2,5% de GONM somente em comparação ao uso de 15% de GONM (P < 0,05). Já nos grupos utilizando TRIS como diluente, o uso de 20% de GONM proporcionou maior percentual de LIN quando comparado somente ao grupo controle utilizando GOGD (P<0,05).
3.4. Análise da viabilidade espermática pós-descongelação através da técnica de imunofluorescência
Os dados referentes às análises da viabilidade espermática, utilizando sondas fluorescentes em sêmen caprino criopreservados em diluente ACP-101c® e TRIS, estão descritos na tabela 9. Nesta tabela pode-se observar que não houve diferença entre os grupos experimentais e grupo controle (P > 0,05).
Na análise de sondas fluorescentes, não foram observadas diferenças entre o grupo controle e os grupos experimentais quanto à origem e a concentração da gema de ovo quando o diluente ACP-101c® foi utilizado na criopreservação do sêmen caprino (P > 0,05), resultando em membranas plasmáticas íntegras, alta atividade mitocondrial e acrossomas íntegros (tabela 9).
No teste de coloração fluorescente (membrana íntegra, atividade mitocondrial e acrossoma íntegro) não foi encontrada diferenças entre o grupo controle e os grupos experimentais quando o diluente TRIS foi utilizado com diferentes porcentagens de GONM (2,5%; 5,0%; 10,0%; 15,0%; e 20,0%) (P > 0,05) (tabela 9).
Após a descongelação espermática, foi verificado que a integridade de membrana plasmática e acrossoma, avaliados por microscopia de fluorescência, foram preservadas igualmente em todos os grupos testados neste estudo. O mesmo foi verificado para a atividade mitocondrial dos espermatozoides em todos os grupos pós-descongelação.
Diante dos resultados de viabilidade espermática avaliados por fluorescência pode-se inferir que a GONM possui qualidades que a torna satisfatória para o processo de criopreservação do sêmen caprino. Na tabela 9, podemos observar que não houve diferença entre os grupos experimentais e grupo controle (P > 0,05).

3.5. Avaliação morfológica das células espermáticas pós-descongelação
Os resultados referentes à análise da morfologia espermática do sêmen criopreservado em ACP-101c® e TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM, podem ser observados na tabela 10. Nesta tabela estão os percentuais de espermatozoides com morfologia normal, aqueles com defeitos maiores, defeitos menores e com defeitos totais.
De acordo com os resultados obtidos, tanto o grupo controle como os grupos experimentais preservaram a morfologia dos espermatozoides no processo de congelação-descongelação quando o diluente TRIS e ACP-101c® foi utilizado (P > 0,05).
4. Discussão
O pH encontrado (6,99) favorece a sobrevivência espermática [27]. Os teores de umidade e cinza foram semelhantes entre a GONM e a GOGD [9].
O teor lipídico da GONM (34,56%) é maior do que o da GOGD, podendo induzir a uma maior ação protetora da membrana espermática durante o processo de congelação/descongelação [38].
Em relação à análise bromatológica da gema do ovo, ainda há uma escassez de informações acerca das qualidades nutricionais dos ovos de aves domésticas e selvagens [9]. Estudos a respeito da composição de ovos de Gallus gallus domesticos são bem descritos na literatura [9]. No entanto, tais informações não são bem descritas para outras espécies de aves, incluindo a Numida meleagris.
De acordo com a literatura [9], foi avaliada a composição da gema de ovo de três espécies diferentes Gallus gallus domesticus, Numida meleagris e Gallus gallus hibrido não observaram diferença significativa no teor de proteína (3,34; 4,40 e 3,85%) e gordura (27,65; 31,49 e 30,41), respectivamente. No entanto, os resultados para esses dois parâmetros, neste estudo, foram superiores (9,37% e 34,56%, respectivamente) aos relatados pelos autores supracitados. Todavia, foram semelhantes aos valores encontrados em outro estudo [1], pois observaram 15,74% de teor de proteína e 31,91% de gorduras.
Vale inferir que apesar do risco de transmissão de doenças de origem animal a gema de ovo acrescida aos diluentes seminais [35], ainda continua sendo o crioprotetor extracelular de eleição na criopreservação de sêmen de ruminantes [5, 25].
Vários estudos vêm demonstrando resultados satisfatórios quanto da substituição da gema de ovo de Galus galus domesticus pela gema de ovo de outras espécies de aves, como, por exemplo, a de Alectoris chukar (Perdiz), a qual favoreceu uma melhora na motilidade total e motilidade progressiva [22] a de Anas platyrhynchos domesticus (Pata), que favoreceu um aumento na motilidade e redução de defeitos espermáticos [4], e a de Rhea americana (Ema), que demonstrou ser uma alternativa viável no incremento da qualidade do sêmen pós-descongelação. Contudo, até o momento, estudos avaliando a eficácia da gema de ovo de Numida meleagris na criopreservação de sêmen caprino ainda eram inexistentes, sendo este trabalho o pioneiro.
Os valores de motilidade deste estudo foram similares aos observados por outros autores [16] quando utilizaram o leite desnatado e TRIS como diluentes-base, adicionados de 20% de gema de ovo de Galus galus domesticus, na criopreservação de sêmen caprino.
Os resultados de motilidade espermática aos cinco minutos pós-descongelação, quantificados no presente estudo, foram semelhantes aos obtidos por outros autores que criopreservaram sêmen caprino em diluentes à base de TRIS com gema de ovo de Galus galus domesticus [3, 21].
Na espécie caprina, vários estudos relatam valores baixos de motilidade progressiva pós-descongelação: 10,9% em caprinos nativos [34]; 22 e 6% [12]. Esse é um parâmetro espermático de grande importância na escolha de reprodutores e também na avaliação de protocolos de congelação seminal [12, 33].
Estudos anteriores [10] avaliaram por meio de testes in vitro e de fertilidade in vivo, quais concentrações de gema de ovo de Galus galus domesticus (baixa: 2,5% ou alta 20%) no diluente glicose-EDTA apresentavam melhor preservação do sêmen caprino congelado. Após a descongelação, o diluente com 2,5% de gema de ovo de Galus galus domesticus melhorou os parâmetros espermáticos pós-descongelação, independentemente da estação reprodutiva.
Os resultados do presente estudo sugerem que a substituição do crioprotetor gema de ovo de Galus galus domesticus (GOGD) por gema de ovo de Numida meleagris (GONM) demonstra  ser uma alternativa viável, visto que se mantêm os parâmetros espermáticos em níveis semelhantes aos relatados com o uso da gema de ovo de Galus galus domesticus.
A gema de ovo de Gallus gallus domesticus é um constituinte utilizado rotineiramente na criopreservação seminal de diversas espécies apresenta inúmeras vantagens, por conferir proteção aos espermatozoides contra o choque térmico provocado durante o processo de criopreservação [23, 26]. Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo, indicam que a substituição da gema de ovo de Gallus gallus domesticus por gema de ovo de Numida meleagris, pode ser utilizada de forma satisfatória para essa finalidade.
Os percentuais de MT encontrados tanto nas amostras criopreservadas em TRIS como em ACP-101c®, nas diferentes concentrações de GONM, são inferiores aos encontrados na literatura[26], visto que utilizaram o diluente TRIS e obtiveram melhores resultados (MT = 54,5±16,5%; MP = 27,1±11,3%; VAP = 55,6±10,6 µm/s; e VSL = 47,9±10,5 µm/s) quando comparado ao diluente ACP-101c®. Por outro lado, após incubação a 37 ºC por cinco minutos, os parâmetros cinéticos dos espermatozoides criopreservados em meio ACP-101c® demonstraram a potencialidade deste diluente na congelação seminal de reprodutores caprinos.
A VCL e a VSL não ultrapassaram os 100 μm/s nos grupos experimentais. Nesse sentido, sabe-se que caso esse parâmetro ultrapasse os 250 μm/s, indicaria que houve uma hiperativação dos espermatozoides, e esta hiperativação é uma característica restrita, uma vez que se trata da ativação espermática nas proximidades de onde ocorre a fertilização, isto é, no aparelho reprodutor feminino, especificamente na ampola da tuba uterina. Conforme descrito na literatura [36], essa ativação prematura reduzirá o tempo de vida útil dos espermatozoides, proporcionando uma menor chance de fecundação.
Em outros trabalhos utilizando ACP® como meio de criopreservação adicionado gema de ovo de galinha, também não foi encontrada diferença estatística quanto à qualidade seminal pós-descongelação [35].
Em outros trabalhos utilizando ACP®, foi verificado que a integridade de membrana plasmática e acrossoma, avaliados por microscopia de fluorescência como meio de criopreservação adicionada de gema de ovo de galinha, também não foram encontradas diferenças estatísticas quanto à qualidade seminal pós-descongelação [39].
A gema de ovo é um importante componente de meios de refrigeração e congelação para a proteção do sêmen de várias espécies, tendo sido suas propriedades descobertas desde 1939 [40].
As principais alterações morfológicas pós-descongelação encontradas foram relacionadas às alterações de cabeça e de cauda. Além disso, vale ressaltar que a maioria das alterações de cabeça observadas pós-descongelação do sêmen concentravam-se no acrossoma. Resultados semelhantes a estes já foram relatados em vários estudos, os quais descreveram os efeitos deletérios da criopreservação sobre a porcentagem de anormalidades acrossomais em espermatozoides caprinos [8, 17, 21, 26]. Todavia, os percentuais de espermatozoides normais permaneceram dentro da normalidade para todos os grupos controles e experimentais, de acordo com a literatura [15].

5. CONCLUSÃO
A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo de membrana acrescida aos diluentes ACP-101c® e TRIS, melhora a qualidade do sêmen caprino, reduzindo as crioinjúrias provocadas durante o processo de congelação-descongelação. Nesse sentido, a ACPote (diluente à base de água de coco em pó acrescido de gema de ovo de Numina meleagris), se torna um novo diluente que pode ser utilizado na prática, visto que apresenta baixo custo e é rica em complexos lipoproteicos, principalmente em regiões aonde existem criatórios de Numina meleagris.
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	Tabela 1

	Descrição dos grupos controles

	Grupos Controles
	Concentrações/Descrição

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

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

	ACP®: água de coco em pó. TRIS: hidroximetil aminometano. GOGD: gema de ovo de Galus gallus domesticus. %: percentual.








	Tabela 2

	Descrição dos grupos experimentais

	Grupos experimentais
	Concentrações/Descrição

	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-101®c + 20% gema de ovo Numida meleagris

	ACP®: água de coco em pó. TRIS: hidroximetil aminometano. GONM: gema de ovo de Numida meleagris. %: percentual.





	Tabela 3

	Composição química da gema de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris)

	Parâmetros
	Valores encontrados

	Umidade (%)
	51,84

	Proteína bruta (%)
	9,37

	Atividade antioxidante (DPPH) µmol/100g
	347,88

	Cinza bruta (%)
	1,94

	pH
	6,99

	Carotenóides (mg/100g)
	2.541,52

	Betacaroteno (mg/100g)
	52,37

	Lipídios (%)
	34,56

	Carboidratos (mg/100g)
	2,29

	Valor energético (kcal/100g)
	357,68

	%: percentual. mg: miligramas. g: gramas. DPPH: 2,2- difenil-1-picril-hidrazil. kcal: quilocaloria.



	

Tabela 4
Médias (± d.p.) do parâmetro espermático (vigor) pós-diluição e pós-descongelação do sêmen caprino em diferentes diluentes (TRIS e ACP-101c®) e em diferentes concentrações de gema de ovo das espécies Gallus gallus domesticus (GOGD) e Numida meleagris (GONM).

	Grupos Experimentais
	Pós-diluição
Vigor (0-5)
	Pós- descongelação
Vigor (0-5)

	G.C2. ACP® GOGD 2,5%
	4,03  0,77a
	3,27  0,80b

	G.E. ACP® GONM 2,5%
	3,83  0,70a
	2,93  0,80b

	G.E. ACP® GONM 5%
	3,80  0,94a
	3,13  0,92a

	G.E. ACP® GONM 10%
	3,83  1,03a
	3,13  0,92b

	G.E. ACP® GONM 15%
	3,63  1,01a
	3,27  0,88a

	G.E. ACP® GONM 20%
	3,60  0,91a
	3,20  0,94a

	G.C1. TRIS GOGD 2,5%
	3,87  0,83a
	2,93  0,70b

	G.E. TRIS GONM 2,5%
	3,60  1,06a
	2,93  0,88b

	G.E. TRIS GONM 5%
	3,60  0,83a
	2,87  0,92b

	G.E. TRIS GONM 10%
	3,43  0,86a
	2,93  1,03b

	G.E. TRIS GONM 15%
	3,63  0,94a
	2,60  1,12a

	G.E. TRIS GONM 20%
	3,63  0,94a
	2,80  1,08a

	*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05)
**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna
G.2.1 ACP®2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus
G.E. ACP®2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD).
G.E. ACP®5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
G.E. ACP®15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.C1. TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD).
G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).




	Tabela 5
Médias (± d.p.) dos parâmetros de cinética espermática (MT, VCL, VSL e VAP) do sêmen caprino criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de gema de ovo de Numida meleagris avaliados pelo CASA pós-descongelação


	Grupo Experimental
	MT (%)
	VCL(μm/s)
	VSL (μm/s)
	VAP (μm/s)

	GC2-ACP® 2,5%GOGD
	21,39  15,36a
	75,74  14,14a
	57,90  14,77b
	64,97  15,32ab

	ACP® 2,5% GONM
	16,25  15,59ba
	71,71  12,01ª
	49,70  12,35b
	58,33  11,91a

	ACP® 5% GONM
	12,95  8,02b
	75,69 15,20ª
	56,68  16,75b
	65,63  17,34ab

	ACP® 10% GONM
	17,91  13,25ab
	67,92  13,69a
	90,35  14,25a
	61,75  9,69ab

	ACP® 15% GONM
	19,10  16,48ab
	78,84  9,46ª
	60,54  8,67b
	69,09  9,37b

	ACP® 20% GONM
	16,62  16,61ba
	79,44  14,97ª
	60,19  15,20b
	68,63  14,80b

	*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05).
MT = motilidade total; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média da trajetória.
GC2-ACP® 2,5%GOGD = ACP-101c® + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); ACP® 2,5% GONM = ACP-101c® + 2,5% gema ovo N. meleagris; ACP® 5% GONM = ACP-101c® + 5% gema ovo N. meleagris; ACP® 10% GONM = ACP-101c® + 10% gema ovo N. meleagris; ACP® 15% GONM = ACP-101c® + 15% gema ovo N. meleagris; ACP® 20% GONM = ACP-101c® + 20% gema ovo N. meleagris.






	Tabela 6
Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (MT, VCL, VSL e VAP) do sêmen caprino criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados pelo CASA pós-descongelação

	Grupo Experimental
	MT (%)
	VCL(μm/s)
	VSL (μm/s)
	VAP (μm/s)

	GC1-TRIS 2,5%GOGD
	13,31  11,96ª
	56,06  13,38ab
	35,35  11,19ª
	42,13  12,70ª

	TRIS 2,5% GONM
	8,59  6,10ª
	58,91  12,21ab
	35,05  11,22ª
	41,55  11,71ª

	TRIS 5% GONM
	11,43  11,0ª
	58,93  14,00ab
	35,27  11,89ª
	42,15  12,94ª

	TRIS 10% GONM
	11,89  8,03ª
	64,69  13,91ab
	35,29  12,31ª
	47,45  12,29ª

	TRIS 15% GONM
	12,25  8,94ª
	67,37  8,51ª
	38,92  10,63ª
	48,03  9,95ª

	TRIS 20% GONM
	17,61  19,26ª
	67,80  12,70ª
	37,41  14,11ª
	48,40  12,19ª

	*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05).
MT = motilidade total; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade média da trajetória.
GC1-TRIS 2,5%GOGD = TRIS + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); TRIS 2,5% GONM = TRIS + 2,5% gema ovo N. meleagris; TRIS 5% GONM = TRIS + 5% gema ovo N. meleagris; TRIS 10% GONM = TRIS + 10% gema ovo N. meleagris; TRIS 15% GONM = TRIS + 15% gema ovo N. meleagris; TRIS 20% GONM = TRIS + 20% gema ovo N. meleagris.







	Tabela 7
Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (LIN, STR e OSC) no sêmen caprino criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados pelo CASA pós-descongelação

	Grupo Experimental
	LIN (%)
	STR (%)
	OSC (%)

	GC2-ACP® 2,5%GOGD
	73,92  9,38ab
	86,31  5,02ª
	85,49  6,97ª

	ACP® 2,5% GONM
	68,91  10,76ª
	84,47  7,45ª
	81,81  7,05ª

	ACP® 5% GONM
	72,89  9,54ab
	85,59  5,02ª
	85,15  7,33ª

	ACP® 10% GONM
	73,89  7,49ab
	84,54  6,23ª
	85,00  5,37ª

	ACP® 15% GONM
	77,13  7,83b
	87,64  3,48ª
	87,62  6,21ª

	ACP® 20% GONM
	74,71  11,95ab
	86,61  6,58ª
	85,69  8,97ª

	*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05).
LIN = linearidade; STR = retilinearidade; OSC = índex de oscilação.
GC2-ACP® 2,5%GOGD = ACP-101c® + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); ACP® 2,5% GONM = ACP-101c® + 2,5% gema ovo N. meleagris; ACP® 5% GONM = ACP-101c® + 5% gema ovo N. meleagris; ACP® 10% GONM = ACP-101c® + 10% gema ovo N. meleagris; ACP® 15% GONM = ACP-101c® + 15% gema ovo N. meleagris; ACP® 20% GONM = ACP-101c® + 20% gema ovo N. meleagris.







	Tabela 8
Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (LIN, STR e OSC) no sêmen caprino criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados pelo CASA pós-descongelação

	Grupo Experimental
	LIN (%)
	STR (%)
	OSC (%)

	GC1-TRIS 2,5%GOGD
	73,92  9,38ab
	86,31  5,02ª
	85,49  6,97ª

	TRIS 2,5% GONM
	68,91  10,76ª
	84,47  7,45ª
	81,81  7,05ª

	TRIS 5% GONM
	72,89  9,54ab
	85,59  5,02ª
	85,15  7,33ª

	TRIS 10% GONM
	73,89  7,49ab
	84,54  6,23ª
	85,00  5,37ª

	TRIS 15% GONM
	77,13  7,83b
	87,64  3,48ª
	87,62  6,21ª

	TRIS 20% GONM
	74,71  11,95ab
	86,61  6,58ª
	85,69  8,97ª

	*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05).
LIN = linearidade; STR = retilinearidade; OSC = índex de oscilação.
GC1-TRIS 2,5%GOGD = TRIS + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); TRIS 2,5% GONM = TRIS + 2,5% gema ovo N. meleagris; TRIS 5% GONM = TRIS + 5% gema ovo N. meleagris; TRIS 10% GONM = TRIS + 10% gema ovo N. meleagris; TRIS 15% GONM = TRIS + 15% gema ovo N. meleagris; TRIS 20% GONM = TRIS + 20% gema ovo N. meleagris.




	Tabela 9
Médias (± d.p.) da integridade de membrana plasmática, atividade mitocondrial e integridade de acrossoma do sêmen caprino criopreservado em ACP-101c® e TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados por coloração fluorescente pós-descongelação

	Grupo Experimental
	Membrana Íntegra (%)
	Atividade Mitocondrial (%)
	Acrossoma Íntegro (%)

	G.C.2 ACP® GOGD 2,5%
	42,80  17,94
	34,40  22,74
	43,13  16,73

	G.E. ACP® GONM 2,5%
	39,40  24,09
	37,67  24,42
	47,33  21,00

	G.E. ACP® GONM 5%
	40,93  17,54
	43,27  18,05
	49,40  20,72

	G.E. ACP® GONM 10%
	41,80  21,23
	36,47  21,42
	48,73  24,05

	G.E. ACP® GONM 15%
	47,29  24,48
	47,36  27,42
	50,14  16,26

	G.E. ACP® GONM 20%
	44,60  22.03
	35,20  20,18
	47,00  26,10

	G.C.1 TRIS GOGD 2,5%
	39,57  15,61
	32,21  14,68
	45,86  19,87

	G.E. TRIS GONM 2,5%
	43,40  21,98
	29,60 21,06
	54,07  19,27

	G.E. TRIS GONM 5%
	40,33  16,11
	38,73  16,87
	53,73  23,06

	G.E. TRIS GONM 10%
	40,53  23,01
	50,07  25,80
	51,00  12,99

	G.E. TRIS GONM 15%
	38,53  20,88
	40,27  22,00
	47,13  11,58

	G.E. TRIS GONM 20%
	45,87  22,27
	44,60  23,73
	51,87  27,65

	*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05)
**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna
G.C2. ACP®2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus
G.E. ACP®2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD).
G.E. ACP®5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
G.E. ACP®15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.C.1 TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD).
G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).












	Tabela 10
Médias (± desvio padrão) da morfologia de espermatozoides caprinos criopreservados em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados pós-descongelação

	Grupo Experimental
	Defeitos Maiores (%)
	Defeitos Menores (%)
	Defeitos 
Totais (%)
	Espermatozoides 
Normais (%)

	GC2-ACP® 2,5%GOGD
	2,20  1,99
	3,80  1,58
	6,00  2,56
	88,00  5,11

	ACP® 2,5% GONM
	2,07  2,06
	2,83  1,60
	4,90  3,31
	90,20  6,61

	ACP® 5% GONM
	2,77  2,58
	5,30  3,62
	8,07  4,90
	83,87  9,79

	ACP® 10% GONM
	2,03  1,37
	4,07  1,71
	6,10  2,44
	87,80  4,87

	ACP® 15% GONM
	1,77  1,53
	3,47  1,63
	5,23  1,94
	89,53  3,87

	ACP® 20% GONM
	1,57  1,00
	3,50  1,76
	5,07  1,36
	89,87  2,72

	GC1 TRIS GOGD 2,5%
	2,30  1,75
	2,47  1,48
	4,77  2,10
	90,47  4,19

	G.E. TRIS GONM 2,5%
	2,13  1,27
	2,90  1,56
	5,03  2,42
	89,93  4,83

	G.E. TRIS GONM 5%
	2,53  2,37
	3,10  1,64
	5,63  2,90
	88,73  5,80

	G.E. TRIS GONM 10%
	2,43  1,80
	3,87  2,47
	6,30  3,40
	87,40  6,80

	G.E. TRIS GONM 15%
	2,20  2,16
	4,33  3,07
	6,53  3,73
	86,93  7,45

	G.E. TRIS GONM 20%
	1,60  1,53
	3,13  2,47
	4,73  3,29
	90,53  6,59

	*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05)
**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna
G.C.2 ACP®2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus
G.E. ACP®2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD).
G.E. ACP®5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
G.E. ACP®15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. ACP®20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.C.1 TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD).
G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).
G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).












Figura









Fig. 1.
Percentuais do parâmetro espermático (motilidade), análise subjetiva pós-diluição e pós-descongelação de sêmen caprino em diferentes diluentes (TRIS e ACP-101c®) e em diferentes concentrações da gema de ovo das espécies Gallus gallus domesticus (GOGD) e Numida meleagris (GONM).
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