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ABSTRACT
An ideal diluent medium for seminal cryopreservation must provide sperm with energy, protection and maintenance of an environment suitable for their survival. The objective was to evaluate the in vitro integrity of cryopreserved goat semen in ACP-101c® medium associated with Numida meleagris egg yolk. Fifteen ejaculates were collected, organized in a pool, divided into 12 groups, two controls: GC1 TRIS, GC2 ACP-101c®, both with 2.5% of Gallus gallus domesticus egg yolk, and ten experimental groups GE, plus yolk eggs of N. meleagris, packed in 0.25 mL French straws, frozen, stored in liquid nitrogen, thawed after seven days, evaluated for DNA integrity and individual ultrastructure, by comet test and electron microscopy. In the results obtained by the comet test, there was no statistical difference regarding the percentage of DNA fragmentation and tail length between TRIS GONM and GOGD.The ACP® groups with GONM had a longer tail length compared to the control. In the ultrastructural analysis, the ACP® group with 10% GONM stood out with better cellular integrity compared to the other groups. Thus, it is concluded that N. meleagris egg yolk can reduce the damage caused during goat semen cryopreservation processes.
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INTRODUÇÃO
O sêmen vem sendo objetivo de estudo em muitos trabalhos científicos na área de reprodução animal. E, devido às pesquisas já realizadas ao longo do tempo, foram desenvolvidos inúmeros métodos para a avaliação do sêmen, a fim de testificar a viabilidade das células espermáticas, contribuindo para a eficiência das biotecnologias reprodutivas (QIN et al., 2018). É importante destacar a escolha de um bom meio diluente, para conferir proteção às células espermáticas, protegendo-as durante o processo de criopreservação (CAVALCANTE et al., 2014). Pensando nisso, a determinação de meios diluentes mais eficazes tem sido foco de muitas pesquisas científicas, fato que impulsionou a realização desse estudo. Dentre os meios diluentes já utilizados, pode-se citar a água de coco em pó (ACP®), tris gema, tris glicose gema, leite desnatado e entre outros (SALGUEIRO et al., 2012). No entanto, ainda não há relatos na literatura sobre a elaboração de um meio diluente seminal a base de gema de ovo de Numida meleagris, fato este que impulsionou a realização deste estudo. Tendo em vista, colaborar com os trabalhos já realizados. Nesse sentido, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar a integridade in vitro do sêmen caprino criopreservado em meio ACP-101c® e TRIS acrescidos de um componente orgânico ainda não utilizado, a gema de ovo de Numida meleagris, por meio de duas técnicas de análise individual da célula espermática.


MATERIAL E MÉTODOS
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. A pesquisa foi desenvolvida no setor de reprodução animal, da Universidade Federal do Piauí, Campus da Socopo, Teresina, Piauí, Brasil. Foram utilizados cinco reprodutores da espécie caprina, 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. Cada reprodutor foi submetido a quinze colheitas de sêmen, com intervalos de quinze dias, para que tivessem um período de descanso após cada colheita. 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). Seguidamente, foram realizadas as avaliações subjetivas macroscópicas do ejaculado, como, por exemplo, volume, cor e aspecto. Procedeu-se, sequencialmente, as avaliações dos parâmetros espermáticos, como: turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia espermática e concentração espermática (CBRA, 2013). Os ejaculados colhidos foram reunidos em um pool e a concentração espermática foi avaliada em câmara de Neubauer, o pool foi dividido em doze alíquotas de igual volume, com no mínimo cinco mililitros de sêmen e diluídas em dois meios diluentes para criopreservação, TRIS e ACP®. Seguidamente, foram formados os seguintes grupos: dois grupos controles (GC1 e GC2), contendo adição 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). E um total de dez grupos experimentais distribuídos entre os dois meios diluentes de criopreservação – TRIS e ACP®, diferindo dos GC por conter a adição 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 concentrações 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. Foram envasadas oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, São Paulo, Brasil) de cada grupo.
O processo de criopreservação foi realizado com auxílio do aparelho TK3000® (TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), seguindo-se as instruções do fabricante, utilizando a curva rápida (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 em botijões criogênicos. Após sete dias, procedeu-se a descongelação do sêmen para a análise da integridade do DNA dos espermatozoides caprinos, através do teste Cometa (“OpenComet”). A integridade morfológica das membranas e organelas dos espermatozoides pós-descongelação foi avaliada por microscopia eletrônica de transmissão (MET), no Instituto de Biociências da Universidade de Brasília (UnB), Brasília, Distrito Federal, Brasil.
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foram obtidas as médias e desvio-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA). 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. Na correlação estatística do ensaio cometa para o índice de dano ao DNA espermático pós-descongelação foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As análises da avaliação espermática por microscopia eletrônica de transmissão foram apresentadas de forma descritiva. O melhor grupo experimental, com mínima diferença significativa do grupo TRIS foi à GONM 2,5%, semelhante ao TRIS 2,5% da GOGD (P>0,05). Logo quanto menor o comprimento da cauda, menor será o dano e menos genotóxico será o diluente, visando a manutenção da viabilidade dos espermatozoides. Os grupos experimentais TRIS 15% GONM e TRIS 20% GONM apresentaram diferença significativa em relação 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, sugerindo uma ação, provavelmente, mais lesiva e tóxica na viabilidade dos espermatozoides.Não houve diferença estatística quanto ao percentual de DNA na cauda nos grupos TRIS com 2,5%; 5,0%; e 20% da GONM em comparação ao grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P > 0,05). Logo, o percentual de fragmentação do DNA foi semelhante entre os grupos mencionados. Os grupos experimentais TRIS 10% de GONM e TRIS 15% de GONM apresentaram diferença estatística em relação 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 espermáticas não são viáveis para uso, inclusive, em biotecnologias reprodutivas, como a produção in vitro de embriões na etapa de fertilização in vitro e inseminação artificial. Diante disso, ressalta-se que a concentração de 10% de GONM não é indicada para a criopreservação de sêmen caprino. O melhor grupo experimental sem diferença significativa foi o TRIS 2,5% de GONM.
Em relação aos dados referentes ao grupo ACP-101c® em diferentes concentrações de GONM e ACP-101c® e grupo controle(2,5% da GOGD), após análise pelo teste cometa.
 O grupo ACP® 2,5% GONM apresentou melhor viabilidade das células espermáticas, apresentando menor diferença  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).Os grupos experimentais ACP® com 10%, 15% e 20% de GONM apresentaram comprimento de cauda de DNA maior, sendo considerados menos propícios e genotóxico à criopreservação do sêmen caprino, apresentando diferença significativa (P > 0,05).Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais ACP® com GONM nas concentrações de 2,5% e 5% em comparação ao grupo controle (GOGD 2,5%) com relação ao tamanho da cauda de DNA nos espermatozoides caprinos criopreservados em ACP-101c® (P > 0,05). 
As ultraestruturas das células espermáticas pós-descongelação em microscopia eletrônica de transmissão (MET), , os quais foram criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 2,5% de GOGD, identificou-se na região do flagelo um deslocamento da membrana plasmática que o recobre, sugerindo que houve influência negativa do processo de criopreservação para a ocorrência das injúrias.  Os que  foram criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 10% de GONM, nessa amostra, foi identificado um elevado grau de degradação nos componentes ultraestruturais, sendo indicativo de baixa atividade de preservação do meio utilizado no processo de criopreservação. Dessa forma, não recomendando-o para criopreservação de sêmen caprino. Os sêmen criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% GONM, a célula espermática apresentou várias regiões preservadas, resultado este, melhor do que o encontrado no grupo experimental ACP-101c® adicionado de 10% de GONM. Já os que  foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% GOGD, nessa amostra do grupo controle foram evidenciadas alterações em nível de membrana e cromatina, embora, outras regiões importantes da célula espermática estivessem preservadas. Vale salientar que o acrossoma apresentou ultraestrutura bem preservada, tendo em vista ser uma organela importantíssima para o processo de fertilização, pois alberga enzimas hidrolíticas responsáveis pela penetração da célula espermática na zona pelúcida, fenômeno conhecido como reação acrossomal.


CONCLUSÕES
A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor adicionado aos meios diluentes ACP-101c® e TRIS, é um componente inédito, que tem resultados promissores na concentração de 2,5%, para a criopreservação do sêmen caprino. No entanto, não se exclui a necessidade de mais estudos para maior investigação e consequente validação desse componente.
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