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“O sucesso € a soma de pequenos esforgos repetidos dia apos dia”.
(Robert Collier)



RESUMO

OLIVEIRA, Natan Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Avaliagdo fisica e morfofuncional de sémen de caprinos pré e poés
liofilizagdo. Orientador: Jose Domingos Guimaraes.

A preservacéo eficiente de gametas masculinos representa um pilar estratégico das
biotecnologias reprodutivas voltadas a conservacdo genética e ao melhoramento
animal. Embora a criopreservacdo seja amplamente utilizada, suas limitacoes
operacionais e ambientais tém estimulado a investigacdo de métodos alternativos,
como a liofilizacdo. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da liofilizag&o
sobre a morfologia, a viabilidade celular e a integridade funcional da membrana
plasmatica de espermatozoides caprinos (Capra aegagrus hircus). Foram utilizados
ejaculados de seis reprodutores adultos, clinicamente saudaveis, coletados por
vagina artificial e avaliados conforme critérios do Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal (CBRA, 2013). As amostras com motilidade =70% e vigor =3 foram diluidas
com meio comercial BotuBov® e divididas em trés grupos experimentais: controle
(sem trealose), adicdo de 0,2 M de trealose e adicdo de 0,5 M de trealose. Apos
resfriamento a 5?°C, as amostras foram congeladas até —1007?°C, liofilizadas a
-55?°C sob vacuo por 24 horas e, em seguida, reidratadas com agua ultrapura.
Foram entdo avaliadas quanto a morfologia (microscopia de contraste de fase),
viabilidade celular (eosina-nigrosina) e integridade funcional de membrana (HOST).
Verificou-se perda total da motilidade e do vigor espermatico em todos 0s grupos
liofilizados. A comparacgao entre liofilizag&o e criopreservacédo nao revelou diferencas
estatisticas nos parametros de Vviabilidade celular, integridade funcional de
membrana, defeitos maiores ou totais. Apenas motilidade e vigor diferiram, sendo
nulos na liofilizacdo. Em relacdo aos defeitos menores (DEFMEN), ndo houve
diferenca estatistica entre nenhum grupo tratado (liofilizado ou criopreservado) e o
sémen fresco, indicando preservacdo desse parametro mesmo apos 0s
procedimentos de conservacdo. Tais achados indicam que, embora a liofilizagc&o
comprometa severamente a cinética espermatica, ela é capaz de manter, em niveis
comparaveis a criopreservacdo, caracteristicas estruturais importantes, como
viabilidade celular, integridade de membrana e morfologia fina. Considerando que a
motilidade ndo € requisito essencial para técnicas como a injecao intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), a liofilizacdo, quando bem conduzida, pode representar
uma alternativa viavel a criopreservacgao tradicional em programas de conservacao

genética e reproducao assistida, sobretudo para pequenos ruminantes.



Palavras-chave: Parametros espermaticos; Preservacdo gamética; Integridade
celular; Biotecnologia da reproducdo; Injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Natan Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2025.
Morpho functional and physical evaluation of goat semen before and after
lyophilization. Adviser: Jose Domingos Guimaraes.

The efficient preservation of male gametes represents a strategic pillar of
reproductive biotechnologies aimed at genetic conservation and animal breeding.
Although cryopreservation is widely used, its operational and environmental
limitations have stimulated the investigation of alternative methods, such as
lyophilization. This study aimed to evaluate the effects of lyophilization on the
morphology, cell viability, and functional integrity of the plasma membrane of goat
spermatozoa (Capra aegagrus hircus). Ejaculates were collected from six healthy
adult bucks using artificial vagina and evaluated according to the standards of the
Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA, 2013). Samples showing
progressive motility =70% and vigor =3 were diluted in BotuBov® commercial
extender and distributed into three experimental groups: control (without trehalose),
addition of 0.2 M trehalose, and addition of 0.5 M trehalose. Samples were cooled to
5?°C, frozen in a programmed curve to —100?°C, and lyophilized at —55?°C under
vacuum for 24 hours. After rehydration with ultrapure water, sperm cells were
evaluated for morphology (phase-contrast microscopy), cell viability (eosin-nigrosin
stain), and plasma membrane functional integrity (hypoosmotic swelling test —
HOST). A total loss of sperm motility and vigor was observed in all lyophilized
groups. The comparison between lyophilized and cryopreserved semen revealed no
statistical differences in cell viability, membrane integrity, or in the incidence of major
and total morphological defects. Only motility and vigor differed significantly, with
complete loss observed in lyophilized samples. Regarding minor defects, no
statistical difference was found between any treated group (lyophilized or
cryopreserved) and fresh semen, indicating preservation of this parameter even after
conservation procedures. These findings indicate that although lyophilization severely
compromises sperm Kkinetics, it can preserve structural characteristics such as cell
viability, membrane integrity, and fine morphology at levels comparable to
cryopreservation. Considering that motility is not essential for techniques such as
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), lyophilization, when properly conducted, may
represent a viable alternative to conventional cryopreservation in genetic
conservation programs and assisted reproduction strategies, especially for small
ruminants.



Keywords: Sperm parameters; Gamete preservation; Cell integrity; Reproductive
biotechnology; Intracytoplasmic sperm injection.
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1 Introducio

A qualidade do material biolégico armazenado ¢ diretamente influenciada pelo
método de conservagdo empregado, tornando essencial a escolha da abordagem mais
apropriada para os objetivos da pesquisa (LOVE et al, 2018). Estratégias de
armazenamento vém sendo continuamente aprimoradas para otimizar a viabilidade e a
integridade das amostras, ao mesmo tempo em que visam minimizar desafios logisticos e

impactos ambientais (CAENAZZO et al., 2020).

A criopreservacao ¢ a técnica mais difundida para conservacao de biomateriais,
baseada no armazenamento a temperaturas ultrabaixas (-20, -80 ou -196 °C) em
ultrafreezers ou tanques de nitrogénio liquido. Embora altamente eficaz na preservacao
da viabilidade celular, essa metodologia impde desafios logisticos e financeiros, como
elevado consumo energético, necessidade de infraestrutura especifica e altos custos
operacionais, como manuteng¢ao continua e gestdo segura da cadeia de frio (MULLER et
al., 2016). Adicionalmente, os impactos ambientais, como a liberagdo de calor e o uso de

fluidos refrigerantes, fomentam a busca por alternativas mais sustentaveis.

A conservagdo de amostras biologicas em temperatura ambiente surge como uma
alternativa economicamente vidvel e operacionalmente simplificada. Técnicas de
estabilizacdo molecular possibilitam a manutencdo de biomateriais sem necessidade de
refrigeracdo, reduzindo custos logisticos e estruturais (LOU et al., 2014; MULLER et al.,
2016). Contudo, a aplicacao desse método a células, como os espermatozoides, ainda
enfrenta desafios técnicos, especialmente na preservacdo da viabilidade funcional e da

integridade estrutural apds a reconstituicao.

A liofilizagdo tem sido amplamente investigada como uma alternativa promissora
a criopreservacdo convencional no contexto das biotecnologias reprodutivas. Entre as
abordagens baseadas na desidrata¢do espermatica, Saragusty e Loi (2019) identificaram
138 publicacdes sobre secagem de espermatozoides e outras células, sendo 99 (71,7%)
utilizaram a liofilizagdo, evidenciando sua predomindncia em relagdo a outras
metodologias, que permanecem pouco exploradas. Essa técnica, fundamentada na
remocao da dgua celular por sublimagdo sob vacuo em temperaturas reduzidas, apresenta
vantagens significativas, incluindo maior biosseguranga e estabilidade prolongada

durante o armazenamento e transporte, aspectos cruciais a viabilidade de gametas e
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células reprodutivas em longo prazo (KUSAKABE et al., 2001; BIELANSKI et al., 2003;
KANEKO e NAKAGATA, 2006; HOCHI et al., 2011; KARTOGLU, MOORE e
LLOYD, 2020).

Apesar dos avangos na otimizacdo dos protocolos de liofilizagdo para
espermatozoides, ha lacunas no entendimento dos efeitos morfofuncionais desse processo
em espécies de interesse zootécnico, como os caprinos. Estudos sobre a funcionalidade
espermatica pos-liofilizacao nesta espécie ainda sdo escassos, sendo que a maioria das
pesquisas se concentram em modelos murinos ¢ humanos (GIANAROLI et al., 2012;

CABRAL, 2017; ITO et al., 2021; SHAHMORADI, BAHEIRAEI ¢ HALVAEI, 2022).

Além disso, os estudos publicados até o momento focam principalmente na
estabilidade da cromatina e na integridade do DNA, dado que a principal aplicacdo dessa
técnica tem sido a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), ja
implementada em espécies domésticas como equinos (RAMIREZ-AGAMEZ et al., 2023;
NAMBO et al., 2024; SAMPER et al., 2024), bovinos (UNNIKRISHNAN, KASTELIC
e THUNDATHIL, 2021; KAGAWA et al., 2022), pequenos ruminantes (KRESNA et al.,
2021; RESSAISSI et al., 2021; ELORIAGA et al., 2024) e suinos (BRISKI et al., 2021;
NAKAI et al., 2024), entre outras espécies.

Os métodos convencionais de analise seminal incluem avalia¢do da concentragao,
morfologia e motilidade espermatica, conforme diretrizes do Colégio Brasileiro de
Reprodugdao Animal (CBRA, 2013). No entanto, esses parametros isolados nao fornecem
uma estimativa precisa do potencial fertilizante dos espermatozoides (WANG e
SWERDLOFF, 2014). Atualmente, nao ha consenso sobre os testes minimos necessarios
para avaliar a qualidade espermatica apos liofilizagdo, e a literatura ainda carece de
protocolos padronizados que considerem multiplos marcadores além da integridade do
DNA (MARTINS et al., 2007; GIANAROLI et al., 2012; OLACIREGUI et al., 2015;
SAID, AFIATI e MAULANA, 2015; KAZORGAH et al., 2023). Ademais, informacdes

sobre a aplicacdo da liofilizagdo em espécies de interesse pecudrio ainda sdo limitadas.

A caracterizacado fisica e morfofuncional do sémen liofilizado ¢ fundamental para
compreender os efeitos desse processo sobre a viabilidade e o potencial fecundante dos

espermatozoides. Alteragdes ultraestruturais e funcionais podem comprometer tanto a
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fertilizagao in vitro quanto a aplicagdo da tecnologia de ICSI. Assim, o desenvolvimento
de estratégias que minimizem danos celulares e assegurem a integridade do material
genético ¢ essencial para viabilizar a liofilizacdo como ferramenta para conservagao do

germoplasma em animais de produgao.

Além de contribuir para o avanco do conhecimento sobre a viabilidade
espermatica pos-liofilizagdo, este estudo pode fornecer subsidios para o desenvolvimento
de novas estratégias de preservacao seminal, favorecendo a aplica¢do da biotecnologia
reprodutiva em programas de conservacao genética e melhoramento animal. Diante desse
contexto, este estudo objetiva avaliar os impactos da liofiliza¢ao na integridade estrutural
e funcional dos espermatozoides caprinos. Para isso, serdo analisados parametros fisicos,
morfolégicos e funcionais, incluindo marcadores de membrana e nanoparticulas

fluorescentes, antes e apos o processo de liofilizagao.

2 Revisao Bibliografica

2.1 Estrutura e funcio dos espermatozoides caprinos

A arquitetura espermatica € composta por trés compartimentos principais: cabega,
peca intermediaria e cauda. A cabeca, de formato eliptico, abriga o nucleo altamente
compactado e envolto pelo acrossoma, estrutura essencial para a interagdo e penetragao
na zona peltcida do odcito. A peca intermedidria contém um arranjo mitocondrial em
hélice, que fornece energia para a movimentacao flagelar, enquanto a cauda, composta
pelo axonema e estruturas associadas, garante a propulsdo espermatica necessaria para a

progressao nos orgaos reprodutivos femininos (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A funcionalidade espermatica ¢ regulada por um complexo equilibrio bioquimico,
que influencia a fluidez da membrana plasmatica, a atividade mitocondrial, a resposta a
sinais moleculares durante a capacitacao espermatica e a reacao acrossomica. Alteragoes
morfofuncionais nesses processos podem comprometer a fertilizagdo e a eficiéncia
reprodutiva (MOSTEK et al., 2021; KELLER e KERNS, 2023) Assim, a caracterizacao
detalhada da estrutura e fung@o dos espermatozoides ¢ fundamental para o aprimoramento
de biotecnologias reprodutivas e para a maximizagdo das taxas de fertilidade em

programas de reproducdo assistida.
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A cabega do espermatozoide de caprinos apresenta morfologia
predominantemente oval ou eliptica e € constituida, em sua maior parte, pelo nucleo, que
armazena o DNA paterno altamente condensado. A compactacdo do material genético
resulta da substituicdo das histonas por protaminas, conferindo maior estabilidade
estrutural ao DNA e protegendo-o contra danos durante o transito pelos oOrgaos

reprodutivos feminino (MILLER, BRINKWORTH e ILES, 2010).

Além do nucleo, a cabega espermatica abriga o acrossoma, organela derivada do
complexo de Golgi que recobre sua regido anterior. O acrossoma desempenha um papel
essencial no processo de fertilizagdo, uma vez que contém enzimas hidroliticas
necessarias para a digestdo da matriz extracelular do o6cito, permitindo a passagem do
espermatozoide pela zona pelucida e a subsequente fusdo dos pro-nicleos masculino e

feminino (TOSHIMORI e EDDY, 2015).

A cauda do espermatozoide ¢ dividida em trés regides principais: peca
intermediaria (MP), peca principal (PP) e peca terminal, cada uma caracterizada por
componentes estruturais especificas. A peca intermediaria desempenha papel crucial na
motilidade espermaética, atuando como a regido de transicdo entre a cabeca e a cauda.
Nessa regido, mitocondrias organizadas em hélice ao redor do axonema sao responsaveis
pela sintese de adenosina trifosfato (ATP), fornecendo a energia necessdaria para a

movimentagdo espermatica (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A eficiéncia bioenergética da pega intermedidria influencia diretamente a
capacidade do espermatozoide de alcangar o odcito e participar da fecundagdo, sendo,
portanto, um fator determinante no sucesso reprodutivo (TEVES e ROLDAN, 2022).
Além disso, essa estrutura contém a bainha mitocondrial ¢ as fibras densas externas
(FDEX), que conferem suporte estrutural e elasticidade ao flagelo (LEHTI e SIRONEN,
2017).

A peca principal abriga a bainha fibrosa (BF), composta por duas colunas
longitudinais ancoradas aos dupletos 3 e 8 do axonema, as quais promovem o
deslocamento parcial das FDEx e sdo interligadas por nervuras semicirculares. Essa
bainha apresenta uma composi¢do proteica estabilizada por ligagdes dissulfeto, sendo

essencial para a manuten¢do da integridade estrutural e flexibilidade do espermatozoide
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durante sua progressdao pelos orgdos reprodutivos feminino (EDDY, TOSHIMORI e
O'BRIEN, 2003). Adicionalmente, a BF contém enzimas glicoliticas e moléculas
sinalizadoras que regulam processos bioquimicos fundamentais a motilidade e

funcionalidade espermatica (EDDY, 2007; LEHTI e SIRONEN, 2017).

Por fim, a pega terminal compreende exclusivamente o axonema, sendo
desprovida de estruturas peri-axonémicas. Essa regido representa a por¢ao final do flagelo
e estd diretamente envolvida na transmissdo do movimento gerado pelas regides

proximais, contribuindo para a propulsao do espermatozoide.

2.2  Funcao dos Espermatozoides

A funcdo primordial dos espermatozoides ¢ viabilizar a fecundagdo, processo que
requer a integridade de trés caracteristicas fundamentais: motilidade espermatica
progressiva, manutencao das propriedades fisicas e funcionais da membrana plasmatica
e competéncia para fusdo com a zona pelucida e formagao do pro-nucleo masculino. Esses
atributos sdo essenciais para a viabilidade espermatica e o sucesso reprodutivo, refletindo

diretamente na capacidade fecundante das células germinativas masculinas.

2.3 Interacio espermatozoide/odcito e reacio acrossomica

A fertilizagdo em mamiferos ¢ um processo altamente espécie-especifico,
dependente de interacdes moleculares entre espermatozoide e zona pelticida (ZP) do
odcito. A adesdo inicial do espermatozoide a ZP, referida como ligagao primaria, ocorre
por meio de interagdes especificas entre moléculas complementares presentes na
superficie do gameta masculino e na matriz glicoprotéica do oocito, sendo um evento

determinante para a fertilizacdo bem-sucedida (TUMOVA et al., 2021).

A aquisi¢do da competéncia espermatica para interagir com a ZP ocorre por meio
de modificagdes poOs-testiculares na membrana plasmatica, que se iniciam durante a
maturacao epididimaria e culminam na capacitagdo espermatica nos 6rgaos reprodutivos
femininos. Avancgos recentes indicam que a capacitacdo ¢ um processo multifasico que
envolve alteragdes bioquimicas e funcionais do espermatozoide, moduladas também por
estruturas extracelulares do odcito. Essas mudangas incluem aprimoramento da

motilidade, quimiotaxia, reconhecimento e adesdo a ZP, reagcdo acrossomica e fusao das
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membranas plasmaticas dos gametas (FLESCH e GADELLA, 2000; CLARK, 2014;
GADELLA e BOERKE, 2016; TOSTI e MENEZO, 2016).

Durante a interagao com a ZP, os espermatozoides capacitados sofrem a reacao
acrossomica (RA), um evento exocitotico altamente regulado e dependente de Ca?". A
indu¢do da RA ocorre em resposta a ligacdo secundaria do espermatozoide a ZP,
promovendo rdpido aumento da concentragdo intracelular de Ca** e a exocitose do
conteudo acrossomal (JUNGNICKEL et al., 2007, FLORMAN, JUNGNICKEL e
SUTTON, 2008). Esse processo resulta na liberagdo de enzimas hidroliticas, como a
acrosina, que facilitam a penetra¢ao do espermatozoide através da ZP, além de promover
a remodelacdo da membrana plasmatica espermatica, permitindo sua fusdo com o odcito
(INOUE et al., 2011; JIN et al., 2011; BIANCHI ¢ WRIGHT, 2016; ALDANA et al.,
2021).

Apoés a penetragdo espermatica, o odcito completa a segunda divisdo meiotica,
culminando na extrusdo do segundo corpusculo polar e no inicio do primeiro ciclo
mitdtico do embrido recém-formado. Paralelamente, a ativacdo do espermatozoide
induzida pelo odcito desencadeia um processo de ativagdo reciproca, caracterizado por
modificagdes elétricas, estruturais e metabdlicas no oocito, eventos fundamentais para o
sucesso da fertilizacdo e para a progressdo do desenvolvimento embrionario (TOSTI e

MENEZO0, 2016).

A redugdo das ligacdes dissulfeto das protaminas espermaticas, associada a
ruptura do envelope nuclear, favorece a descondensagao da cromatina do espermatozoide.
Nesse processo, as protaminas sdo gradualmente substituidas por histonas oriundas do
citoplasma oocitario. Como resultado, forma-se um zigoto totipotente caracterizado pela
presenca de dois prontcleos haploides, cuja cromatina se descondensa progressivamente.
No interior de ambos os pronucleos, encontram-se corpos precursores nucleolares

(NPBs), que representam a forma imatura dos nucléolos (ZATSEPINA et al., 2003).

2.4 Parametros de qualidade espermatica e sua relagio com a fertilidade de
caprinos

A qualidade espermadtica constitui um determinante da fertilidade em caprinos e

influencia diretamente a eficiéncia das biotecnologias reprodutivas, incluindo a
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inseminacao artificial (IA) e a fertilizacdo in vitro (FIV). A avaliagdo do sémen baseia-se
na analise de parametros essenciais, tais como motilidade espermatica progressiva, vigor
espermatico, concentracdo espermatica, morfologia espermatica e integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, os quais sdo amplamente utilizados como preditores
do potencial fecundante dos espermatozoides ou preditores de fertilidade dos

reprodutores.

2.4.1 Motilidade e vigor espermatico

A motilidade espermatica ¢ amplamente reconhecida como um dos principais
preditores de qualidade seminal e fertilidade, refletindo diretamente a competéncia
funcional dos espermatozoides (GRAHAM e MOCE, 2005; PAOLI et al., 2011). Essa
propriedade ¢ definida pela propaga¢do de ondas transversais ao longo do flagelo em uma
diregdo proximal-distal, gerando impulso propulsivo que permite a progressdo dos
espermatozoides pelos 6rgaos reprodutivos femininos e sua interagdo com as membranas

ovocitarias.

A capacidade de transitar eficientemente pelo ambiente reprodutivo feminino —
da vagina ao oviduto — ¢ determinante para o sucesso da fertilizacio (SUAREZ e
PACEY, 2006). A reducdo da motilidade espermatica estd diretamente associada a
diminui¢do do potencial fertilizante do sémen, uma vez que espermatozoides menos
moveis apresentam menor capacidade de alcancar e fecundar o ovocito (GUZICK et al.,
2001; LOVE, 2011; PUGLISI et al., 2012; YANIZ et al., 2018). No entanto, evidéncias
indicam que essa relacdo ¢ significativa apenas até um determinado limiar, além do qual
incrementos adicionais ndo resultam em melhorias expressivas na fertilidade (DEN

DASS et al., 1992).

Den Dass et al. (1998) ainda relataram que o niimero absoluto de espermatozoides
moveis apresenta baixa correlacdo com o “Nao Retorno Assintotico” (NRA), sugerindo
que a motilidade espermatica isoladamente pode ndo ser um indicador confiavel do
potencial fertilizante, refor¢ando a natureza multifatorial da fertilidade, que envolve

também capacitacdo, reacdo acrossomica e integridade das membranas.

De acordo com o CBRA (2013) recomenda-se motilidade espermatico progressiva

>70% para sémen fresco e >30% para sémen pds-descongelado destinado a inseminagao
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artificial em rebanhos. O vigor espermatico, por sua vez, representa a intensidade do
deslocamento progressivo, avaliado subjetivamente em escala de 0 a 5. Essa caracteristica
reflete a velocidade com que os gametas atravessam o campo Optico e complementa a

avaliagdo da motilidade (MAIA, 2010).

A cinética espermatica também pode ser determinada por sistemas automatizados
como o CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), que classificam os padrdes de
movimento em diferentes categorias, aumentando a acuracia da analise (MORTIMER e
MAXWELL, 1999; AMANN e KATZ, 2004). Segundo o CBRA (2013), os valores
minimos de vigor espermatico recomendados sdo >3 para sémen fresco e >2 para sémen
congelado/descongelado. A andlise combinada de motilidade e vigor permite uma

caracterizagdo mais precisa do potencial fecundante dos espermatozoides.

2.4.2 Volume do ejaculado e concentracio espermatica

O volume do ejaculado e a concentragdo espermatica por mL ou do ejaculado sdo
influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos, incluindo a anatomia testicular
(volume testicular e reserva gonddica), idade, frequéncia de coletas ou ejaculagdes,
condi¢do nutricional e condigdes ambientais (KUMAR, SINGH e CHOUDHARI, 2017;
SINGH et al., 2018; HOANG-THI et al., 2022; MONTES-GARRIDO et al., 2023).

De maneira geral, pequenos ruminantes, como caprinos € ovinos, apresentam
volume do ejaculado relativamente reduzido (0,5 — 1,5 mL), mas com alta concentracao
espermatica. Nos caprinos, essa caracteristica esta associada a sua estratégia reprodutiva,
e a produgdo espermatica pode variar amplamente, com total de 1,0 a 7,2 bilhdes de

espermatozoides por ejaculado (MAIA, 2010).

A concentragdo espermatica ¢ um pardmetro essencial na avaliacdo da qualidade
seminal e impacta diretamente a eficiéncia das biotecnologias reprodutivas. Na
inseminacao artificial, a padroniza¢do da dose inseminante ¢ fundamental para otimizar
as taxas de fertilizagdo. O CBRA (2013) recomenda o minimo de 10 x 10¢
espermatozoides modveis por dose pds descongelamento para doses produzidas pelas

empresas brasileiras e 6 x 10° para doses produzidas pelas empresas estrangeiras.
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2.4.3 Morfologia espermatica

A andlise da morfologia espermatica constitui um parametro fundamental na
avaliacdo da qualidade seminal, devido a alta correlagdo com a fertilidade. Elevadas
frequéncias de anormalidades espermaticas estdo associadas a reducdo do potencial
reprodutivo, frequentemente decorrente de alteragdes durante a fase de maturacdo
espermatica e de comprometimentos na integridade do epitélio seminifero (ARRUDA et
al., 2015). Dessa forma, a identificagdo da frequéncia no ejaculado de defeitos
morfoldgicos assume papel decisivo na sele¢do de reprodutores, podendo levar a
desqualificacdo de individuos que apresentem comprometimento significativo no

processo da espermatogénese, tornando o macho subfértil, infértil temporario ou estéril.

De acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Reprodu¢dao Animal (CBRA,
2013), as anormalidades espermaticas sao classificadas em defeitos maiores € menores,
os quais podem ser visualizados por microscopia Optica convencional, microscopia de
contraste de fase ou microscopia de contraste de fase diferencial (DIC). A avaliagdo pode
ser realizada a partir de esfregacos corados ou laminas em preparacdo Uimida, sendo
imprescindivel que as técnicas empregadas sejam descritas no laudo andrologico

(ARRUDA et al., 2011).

Em condigdes fisioldgicas, a fragdo espermatica do ejaculado pode conter entre 5
e 10% de células com anormalidades morfoldgicas sem comprometer significativamente
a fertilidade. No entanto, quando a propor¢ao de espermatozoides anormais excede 20 a
25%, observa-se impacto negativo na capacidade fecundante dos espermatozoides
(MAIA, 2010). A frequéncia de defeitos morfolégicos pode variar em fun¢do de fatores
como estacao do ano, temperatura ambiente, idade (especialmente em machos na fase
puberal), nutri¢ao, presenga de enfermidades e exposi¢dao a agentes estressores (MAIA,

2010).

Os critérios estabelecidos pelo CBRA (2013) para sémen fresco determinam que
o percentual total de espermatozoides anormais ndo deve ultrapassar 30%. Para sémen
criopreservado, a recomendacao estabelece limites maximos de 20% para defeitos totais
e 10% para defeitos maiores, visto que anormalidades estruturais podem comprometer a

viabilidade pos-descongelamento e a funcionalidade espermatica.

22



2.4.4 Integridade de membranas e viabilidade celular

A membrana espermatica, caracterizada por sua elevada concentragao de acidos
graxos poliinsaturados, desempenha papel essencial na manutengao da fluidez necessaria
para os eventos de fusdo gamética. No entanto, essa composi¢ao a torna particularmente
suscetivel aos danos induzidos pelo estresse oxidativo, decorrente da produgdo
exacerbada de espécies reativas de oxigénio (ROS) (ARINHO et al., 2016). A integridade
da membrana plasmatica (IMP) constitui requisito essencial para a ocorréncia dos
processos fisiologicos fundamentais a fertilizagdo, incluindo a capacitacdo espermatica,

a adesdo a zona pelucida, a reacdo acrossomal e a fusdo dos gametas (PAPA et al., 2000).

A avaliagdo da integridade das membranas espermaticas assume particular
importancia na criopreservagao, uma vez que essas estruturas sdo altamente sensiveis as
crioinjlrias, impactando diretamente a viabilidade espermatica (THUN, HURTADO e
JANETT, 2002). Diversas metodologias t€ém sido empregadas para a andlise da IMP,
incluindo coloragdes supravitais, como Tripan-Blue-Giemsa e Eosina-Nigrosina, testes
hiposmoticos, além do uso crescente de fluordforos que reagem com enzimas
citoplasmdticas ou interagem com o DNA espermatico (BRITO et al., 2003;
TARTAGLIONE e RITTA, 2004; ARRUDA et al., 2005; RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2005).

Dentre essas abordagens, a combinagdo de fluorocromos e sua andlise por
microscopia de epifluorescéncia ou citometria de fluxo destacam-se como estratégias
robustas na determina¢do da IMP, fornecendo dados quantitativos sobre a permeabilidade
relativa das membranas e permitindo a diferenciacdo precisa entre células viaveis e nao

viaveis (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003).

2.5 Técnicas de preservacio seminal, fundamentos da técnica e importiancia na
reproducio assistida

A preservacdo seminal ¢ um componente essencial das biotecnologias
reprodutivas, permitindo a conservagao e utilizagdo futura de material genético de machos
de alto valor zootécnico (LOBO et al., 2007) e de espécies selvagens (MAGNOTTI et al.,
2018; HERRERA-BARRAGAN et al., 2024). As principais técnicas incluem a
refrigera¢do, a criopreservacao e a liofilizagdo, cada uma apresentando vantagens e

limitagdes dependendo da espécie e do objetivo do armazenamento seminal.
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2.5.1 Criopreservaciao

A criopreservacdo ¢ uma biotecnologia amplamente utilizada para o
armazenamento a longo prazo de células e tecidos, possibilitando aplicagdes em pesquisa
cientifica e clinica reprodutiva. Essa técnica tem sido aplicada com sucesso em
procedimentos como transplante de hepatdcitos e ilhotas pancredticas, transfusdo
sanguinea, transplante de medula dssea, inseminacgao artificial (IA) e em algumas etapas

em programas de produgao in vitro de embrides (WHALEY et al., 2021).

2.5.1.1 Principios biolégicos da criopreservacao

O principio subjacente a criopreservacao baseia-se na reducdo drastica das reacdes
bioquimicas e fisioldgicas em temperaturas extremamente baixas, promovendo estado de
quiescéncia celular e permitindo a preservacdo de biomateriais por longos periodos

(PEGG, 2002; JANG et al., 2017; SHARMA e SHARMA, 2022).

2.5.1.2 Aplicacoes na reproducio animal

Na reprodug¢do animal, a criopreservacdo seminal tem sido amplamente
empregada na conservagao do material genético de reprodutores melhoradores, linhagens
transgénicas e espécies ameacadas de extin¢cdo (BAILEY, MORRIER e CORMIER,
2000; BAILEY, MORRIER ¢ CORMIER, 2003). Além disso, sua associagdo com
biotecnologias reprodutivas avangadas, como FIV e injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), tem permitido o aprimoramento da eficiéncia reprodutiva e a
perpetuacdo da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides apos

descongelamento (HOLT, 2000; KUMAR, 2019).

2.5.1.3 Etapas do processo de criopreservaciao seminal

O processo de criopreservacao seminal compreende uma série de etapas essenciais
que visam preservar a viabilidade e funcionalidade espermatica durante o armazenamento
em temperaturas ultrabaixas. Inicialmente, os espermatozoides sdo diluidos em meios
especificos formulados para proporcionar condi¢des ideais de nutri¢do, osmolaridade, pH
e estabilidade eletroquimica, fundamentais para a manutengdo da integridade celular.
Segue-se a etapa de resfriamento inicial, na qual a temperatura ¢ reduzida gradualmente,

a taxas controladas de aproximadamente 1 a 5 °C por minuto, até atingir o ponto de
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solidificagcdo. Esse procedimento favorece a adaptagdo celular ao estresse térmico,
minimizando danos estruturais decorrentes da transicdo para temperaturas criogénicas
(HOLT, 2000; GROTTER et al., 2019).

Posteriormente, ocorre o congelamento, caracterizado pela diminuicao abrupta da
temperatura, frequentemente por meio da exposi¢ao ao vapor de nitrogénio liquido,
culminando no armazenamento a -196°C. A fase final do processo consiste no
descongelamento, um procedimento que demanda rigoroso controle térmico e de
reidratacao celular, visando mitigar os efeitos deletérios do choque térmico e garantir a

recuperacio da célula espermética (HOLT, 2000; GROTTER et al., 2019).

2.5.1.4 Impacto da criopreservacao na qualidade espermatica

Embora eficiente, a criopreservacio pode causar danos celulares, levando a reducao
da viabilidade espermatica e da fertilidade pos-descongelamento (BAILEY, 2000). Entre
os fatores que influenciam a criotolerancia espermatica, destacam-se diferencas inter e
intraespecificas na composi¢do lipidica e proteica da membrana plasmatica, além da

permeabilidade a crioprotetores (GILMORE et al., 2000; LV et al., 2018).

Neste contexto, estudos demonstram que espermatozoides de touros, cavalos e
javalis apresentam maior sensibilidade ao congelamento em comparagdo com humanos,
coelhos, caes e gatos (BARBAS e MASCARENHAS, 2009). Quando analisadas focando
a composi¢do de membrana plasmatica, observou-se que as espécies com maior
resisténcia a criopreservacao apresentavam proporgdes superiores de acidos graxos poli-
insaturados, bem como concentragdes elevadas de colesterol, em comparagdo aquelas
com menor tolerdncia ao processo (WATSON, 1981). Esses achados reforcam a
necessidade de determinar protocolos padrdes de criopreservacao para cada espécie e

individuo.

2.5.2 Fatores criticos na criobiologia espermatica

A criobiologia espermatica enfrenta desafios substanciais devido as transi¢des
entre os estados liquido e solido da 4gua durante a criopreservacao celular. Durante o
processo de congelamento e subsequente descongelamento, a faixa de temperatura entre
-15 e -60 °C ¢ considerada critica devido ao aumento da letalidade celular (GAO e

CRISTER, 2000; MAZUR, 2004).
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Inicialmente, tanto as células quanto o meio extracelular permanecem em estado
liquido e super-resfriado a aproximadamente -5 °C. A medida que a temperatura decresce
para valores entre -5 e -15 °C, inicia-se a nucleacdo do gelo no meio extracelular,
enquanto o citoplasma celular ainda se mantém em estado liquido, proximo ao ponto de
nucleacao. O gradiente de potencial quimico entre a dgua intracelular super-resfriada e a
agua extracelular congelada induz um fluxo osmotico, promovendo a desidratagdo celular

e favorecendo o congelamento extracelular (GAO e CRISTER, 2000).

A cinética desse processo ¢ diretamente modulada pela taxa de resfriamento
adotada: resfriamento excessivamente rapido impede a migracao eficiente da dgua para o
meio extracelular, resultando na formagao de cristais de gelo intracelulares, um fendmeno
altamente deletério. Por outro lado, taxas de resfriamento muito lentas favorecem a
desidratacao celular excessiva, levando ao encolhimento da célula e comprometendo a
integridade estrutural da membrana plasmadtica e organelas. Assim, a taxa de resfriamento
ideal deve ser suficientemente lenta para evitar a nucleacdo intracelular, mas rapida o
bastante para mitigar danos associados a criolesao (GAO e CRISTER, 2000; BAUST,
GAO e BAUST, 2009; YANG et al., 2023).

Mesmo sob protocolos de resfriamento otimizados, danos celulares ainda ocorrem
devido a interacdo complexa de estressores fisicos e quimicos, incluindo a formacao de
gelo intracelular, variagdes abruptas de temperatura, estresse oxidativo e osmotico
(ACKER et al., 1999; CHATTERJEE e GAGNON, 2001). A estabilidade da membrana
plasmatica € um determinante critico da criotolerancia espermatica, pois modificagdes
estruturais e funcionais induzidas pela criopreservacdo comprometem a viabilidade

celular.

Em condigdes fisiologicas, a membrana encontra-se em estado fluido; contudo,
variagdes extremas de temperatura induzem mudangas na sua consisténcia, promovendo
a desorganizacdo de seus componentes e comprometendo sua estabilidade. Os
constituintes da membrana (proteinas, lipidios e esterdis) apresentam propriedades
biofisicas distintas e suscetiveis a alteragdes irreversiveis, sendo que modificagdes
induzidas pelo estresse térmico representam um dos principais determinantes da perda da

integridade estrutural e funcional celular (MAZUR, 1984; GOUSSET, 2002).
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Além do impacto direto da temperatura, a desestabilizagdo da membrana também
decorre de variagdes volumétricas expressivas associadas ao fluxo osmotico de agua e a
interagdo com crioprotetores. Alteragdes na permeabilidade hidrdulica da membrana,
composicao de fosfolipidios, limites de tolerancia osmotica e conteudo de colesterol sdo
eventos caracteristicos da criopreservagao espermatica, ¢ acredita-se que tais mudancgas
estejam diretamente envolvidas na perda da homeostase celular (MAZUR, 1984;

HAMMERSTEDT, GRAHAM e NOLAN, 1990).

Entre os mecanismos estruturais envolvidos nesses processos, a transi¢ao da fase
fluida para a fase cristalina ¢ um evento crucial para a manutencao da funcionalidade da
membrana. Fosfolipidios com cadeias de 4cidos graxos predominantemente poli-
insaturadas, ao serem submetidos a redug¢do da temperatura, tendem a adotar uma
conformagdo conica, resultando na formacdo de estruturas hexagonais invertidas,

conhecidas como micelas invertidas.

Durante essa transicao, para muitos lipidios, a configuracdo hexagonal ¢ apenas
transitéria; entretanto, para determinados fosfolipidios, essa estrutura persiste,
promovendo aumento da permeabilidade da membrana e estabelecendo canais que
facilitam a entrada de ions e pequenas moléculas. Tal processo pode levar a
desestabilizagdo da membrana e, consequentemente, causar danos irreversiveis a célula
(AMANN e PICKETT, 1987, PARKS e GRAHAM, 1992; WATSON, 1995;
VISHWANATH e SHANNON, 1997; KHOSROBEYGI e ZARGHAMI, 2007).

Portanto, independentemente da estratégia de resfriamento empregada, tanto taxas
elevadas quanto excessivamente lentas podem resultar em criolesdo celular, refor¢ando a
necessidade de protocolos otimizados para maximizar a viabilidade espermatica pods-

descongelamento (GAO e CRISTER, 2000; BAUST, GAO e BAUST, 2009).

2.5.3 Liofilizacao Seminal: Fundamentos, Mecanismos de Desidratacio e Desafios

A 4gua é um componente essencial para a vida, representando cerca de 70-90%
da composicao dos organismos procariontes € eucariontes. Sua presenca ¢ indispensavel
para a manutencdo do ambiente intracelular, no qual ocorrem processos biologicos
fundamentais, incluindo a interagdo com biomoléculas e membranas, a regulacdo

estrutural do DNA e a estabilidade das proteinas (BILLY e POTTS, 2001).
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Entretanto, diversos organismos desenvolveram estratégias para sobreviver a
desidratacdo extrema, mantendo sua viabilidade por periodos prolongados, fendmeno
conhecido como anidrobiose (CROWE et al., 1992; CHAPLIN, 2001; RAMLOV e
WESTH, 2001).

2.5.3.1 Mecanismos de adaptacio a desidratacio

Os organismos anidrobidticos possuem mecanismos especializados que lhes
permitem suportar condi¢des extremas. Um dos fatores-chave ¢ a producdo de compostos
protetores conhecidos como xeroprotetores, que incluem agtcares como trealose e
sacarose, proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), proteinas de choque térmico e
antioxidantes. Esses compostos desempenham papel fundamental na manutencao da
integridade celular durante a dessecacdo e subsequente reidratacdo (CROWE, CROWE e
CHAPMAN, 1984; LESLIE et al., 1995; GOYAL et al., 2005).

Embora a anidrobiose seja uma estratégia eficiente para a preservagdo celular,
vertebrados ndo possuem genes associados a dessecagdo. Como resultado, a estabilizacdo
de células de mamiferos requer a administracdo exogena de xeroprotetores antes da
remo¢dao da agua celular para niveis criticos (BELOTT, JANIS e MENZE, 2020;
CZERNIK et al., 2020; ANDERSON e HANDI, 2021).

Atualmente, a desidratacdo ¢ amplamente reconhecida como a estratégia mais
eficaz para a estabiliza¢do de biomoléculas e materiais bioldgicos a longo prazo. Estudos
sobre os mecanismos adaptativos de organismos anidrobidticos, capazes de tolerar a
perda extrema de 4gua, forneceram informagdes fundamentais para o desenvolvimento
de abordagens biotecnologicas voltadas a preservagdo estrutural e funcional de
biomoléculas no estado seco. Esses conhecimentos sustentam métodos avancados de

desidratacao, como a liofilizagao.

2.5.3.2 Principios e mecanismos da liofilizacio

Ao contrario da desidratagdo tradicional, que se vale da evaporag¢do, a liofilizacao
repousa sobre a transi¢do direta da fase solida (gelo) para a fase de vapor (gas), fendmeno
conhecido como sublimacdo. Em dispositivos liofilizadores, a fase liquida ¢ evitada ao

manter-se uma temperatura suficientemente baixa sob vacuo acentuado, suprindo energia
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necessaria (calor latente) para viabilizar a transicdo de fase. O vapor resultante da
sublimacao ¢ entao condensado no condensador, mantido em temperatura inferior a do
material sendo liofilizado, garantindo baixa pressdo de vapor ao redor deste (HOCHI et

al., 2011).

2.5.3.3 Etapas do processo de liofilizacao

O processo liofilizante compreende, metodologicamente, duas fases subsequentes
ao congelamento das amostras: a etapa de secagem primadria (sublimagao), na qual o gelo
¢ sublimado sob vacuo a temperatura de congelamento, e a etapa de secagem secundaria,
caracterizada pela dissor¢do gradual com elevagdo controlada da temperatura sob vacuo
(SARAGUSTY et al., 2020; LOI et al., 2021; WENG, 2021). Este processo culmina em
desidratacdo consideravel, abrangendo ndo somente a remogao de agua livre, mas também
da 4gua em estado ligado, resultando na supressdo significativa de reagdes quimicas

indesejadas.

2.5.3.4 Riscos e desafios da liofilizacao espermatica

A liofilizacdo ndo estd isenta de riscos, especialmente nos estagios criticos de
congelamento e secagem, os quais impdem diferentes tipos de estresse as biomoléculas e
seus agregados, demandando consideragdes minuciosas para garantir a estabilidade ao
longo do procedimento. Estratégias para estabilizar as proteinas durante o congelamento,
por exemplo, incluem a introducdo de co-solventes que seletivamente evitam a ligagdo a

superficie da proteina (ARAKAWA e TIMASHEFF, 1982; CROWE et al., 1998).

2.5.3.5 Eventos quimicos e fisicos da liofilizacao

Durante o processo de secagem, a remocao da agua resulta na perda da camada de
hidratacao ao redor das cabecas polares dos fosfolipidios, promovendo empacotamento
mais compacto dessas moléculas. A reducdo na distancia intermolecular intensifica as
interagdes de van der Waals, favorecendo aumento na coesdo entre os fosfolipidios e

elevacao da temperatura de transicao de fase (Tm). Esse fenomeno induz a conversao da
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membrana de um estado de cristal liquido para uma conformacao de fase gel (RINDLER,
2000).

Exemplificamente, no caso do 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), a
transicao de fase ocorre a -7 °C quando hidratado, mas ¢ deslocada para 57 °C no estado
anidro. Assim, a temperatura ambiente, membranas desidratadas assumem
predominantemente estrutura de fase gel (CROWE et al., 1986; CROWE et al., 1997).
Esse rearranjo estrutural ocorre de forma heterogénea ao longo da membrana, podendo
comprometer sua integridade e resultar na liberagdo de componentes intracelulares
(CROWE et al., 1987, CROWE, CARPENTER ¢ CROWE, 1998). Além disso, a reducao
do espagamento intermolecular entre fosfolipidios durante a secagem pode facilitar
eventos de fusdo de membrana, contribuindo para o aumento da permeabilidade e
potencial vazamento de conteudos celulares (CROWE et al.,, 1997; CROWE,
CARPENTER e CROWE, 1998).

Paralelamente, organelas e proteinas intracelulares também sdo suscetiveis aos
efeitos deletérios da desidratacdo, uma vez que a perda de dgua afeta as interacdes de
hidrogénio estabilizadoras entre proteinas, 4gua e outras biomoléculas. A aproximacao
forcada dessas estruturas favorece processos de agregacdao e reagdes indesejadas,
intensificando os danos estruturais (CROWE et al., 1997, CROWE, CARPENTER e
CROWE, 1998; RINDLER, 2000; FAN et al., 2011).

Embora a reidratagdo ndo seja parte intrinseca do ciclo de liofilizagdo, ela
representa um fator critico para a viabilidade celular. No momento da reidratacdo, os
excipientes dissolvem-se rapidamente no meio aquoso, enquanto a membrana celular,
ainda na fase gel, constitui uma barreira semipermeavel. Esse cenario gera um estresse
osmoético significativo, que pode comprometer a sobrevivéncia de células previamente
afetadas (RINDLER, 2000; FAN et al., 2011).

Com a reintroducdo da 4gua, os fosfolipidios gradualmente retomam sua
conformagdo original, restaurando o espagamento lateral entre as cabegas polares e
reduzindo a Tm para valores inferiores. Consequentemente, a membrana passa por uma
transicao reversa da fase gel para o estado de cristal liquido, permitindo a reorganizacao
estrutural, mas também potencializando a liberacdo de componentes intracelulares para o

meio extracelular (RINDLER, 2000).

2.5.3.6 Impacto da Liofilizaciao na Integridade Cromossomica dos
Espermatozoides

A liofilizagao de espermatozoides envolve processos criticos, como congelamento,
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desidratacdo e exposi¢do ao vacuo, que impdem desafios significativos a integridade
celular. Durante cada uma dessas etapas, danos ao DNA espermatico podem ser
induzidos, impactando diretamente a viabilidade e a funcionalidade reprodutiva dos
gametas. Tais lesdes cromossomicas podem comprometer o desenvolvimento
embrionario inicial, contribuindo para falhas na implantagdo e perda embrionaria precoce.
Além disso, a ocorréncia de aberragdes cromossdmicas menores, conforme descrito por
Szczygiel e Ward (2002), Kaneko e Nakagata (2006), e Singer et al. (2006), representa
um aspecto relevante sob a Otica da toxicologia genética.

A estabilidade cromossomica dos espermatozoides liofilizados pode ser
adversamente afetada tanto pelo proprio processo de liofilizagdo quanto pelo
armazenamento subsequente em temperatura ambiente. Estudos que avaliaram a
integridade do DNA espermatico em diferentes espécies de animais de producdo tém
demonstrado variagdes significativas nos niveis de fragmentacdo, dependendo do meio
utilizado para liofilizacdo, da temperatura de armazenamento e do teste empregado para
analise. A Tabela 1 resume os achados de diferentes autores quanto a fragmentacdo do

DNA em espermatozoides submetidos a liofilizacao.

Tabela 1: Fragmentacdo do DNA espermatico em diferentes espécies animais de
producdo, de acordo com o meio de preservacao (MEIO), temperatura de armazenamento
(ARMAZ. (°C), método de andlise (TESTE) e percentual de fragmentagdo observado
(F.%).

B ARMAZ. F. AUTORES
ESPECIE MEIO °C) TESTE (%)

vin 0 .. Ustiiner et al.
Ovinos TCM199,10% de Soro 40C Acridine O, 5.2% Ustiiner ef a

Fetal Bovino (SFB) (2021)
TRIS,50 mmol/L de o , . Ustiiner et al.
NaCl,10 mmol/L de EGTA 4°C Tanel 6,1% (2021)
I,Q M de trealose,5 mM de Acridine O.
glicose,10 mM de KCl, 20 Cit i 9.9% Palazzese et al.
mM de HEPES e 10 pg/ml (Citometria  9,9% (2020)
de Trolox de Fluxo)
Caprinos 10 mM Tris-HCI, 50 mM ) )
acido o 1 o,  Thiangthientham
etilenodiaminotetracético 4°C Acridine . 1,4% et al. (2023)
(EDTA) e 50 mM NaCl
. is— , Martin )
Bovinos 10 mmol/L de Tris—HCl L Tanel 2.0% setal

tamponado,50 mmol/L de
NaCl,50 mmol/L EGTA

(2007)
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EGTA (10 mM Tris-HCI, 4°C Cometa 5 49 Hara et al.
Wako, Osaka, Japio; 50 Alcalino e (2011)
mM EGTA; e 50 mM NaCl
Tampao EGTA sem 90 Cometa 6.8% Hara et al.
NaCl, 0,5 M de Alcalino 070 (2014)
trealose
Bubalinos 10 mmol/L de Tris ¢ 1 4°C Cometa  9,3% Shag%‘i gt al.
mmol/L de EDTA ( )
10 mmol/L de Tris—HCl o Shahba et al.
tamponado,50 mmol/L de -20°C Cometa 15.3% (2016)
NacCl, 50 mmol/L de EGTA
10 mmol/L de Tris ¢ 1 -80°C Cometa  113%  Snahbaeral
mmol/L de EDTA (2016)
Suinos 10 mM EDTA, 117 mM

sorbitol, 50 mM NaCl, 10 Garcia et al.

—_— Acridine O. 1,0%

mM Tris-HCl e 150 mM (2014)
lactose
) Teste De
EGTA, 105 uM de Acido Dispersio ) )
Rosmarinico o o Olaciregui et al.
4°C Da 0,7% (2017)
Cromatina
Modificado
DMEM/F-12 (Si Acridine O. Choi et al
Equinos N wwesrs  4°C (Citometria 5,6% (2011)
’ de Fluxo)

Os danos induzidos podem ser classificados em danos cromossdmicos primarios (PCD)
e danos cromossomicos acumulados (ACD). O PCD ocorre imediatamente apos a
liofilizagdo, enquanto o ACD se manifesta ao longo do periodo de armazenamento pds-
liofilizagdo. Ambas as formas de lesdo, incluindo quebras no DNA e remodelagdo
anomala da cromatina, podem comprometer a integridade estrutural e funcional dos
gametas, conforme reportado por Tateno e Kamiguchi (2005) e Kusakabe e Tateno

(2011).

2.5.3.7 Diferentes parametros da liofilizacio e impacto na viabilidade espermatica

Kwon, Park e Niwa (2004) observaram que a extensdao do periodo de liofilizacao
pode afetar negativamente a capacidade do espermazoide suino de contribuir para o
desenvolvimento embriondrio in vitro. Corroborando, Kawase et al. (2007) ressalta a
relevancia da pressao de vacuo na fase inicial de desidratacdo de espermatozoides de
camundongos, indicando que pressdoes especificas influenciam o desenvolvimento

embrionario subsequente.
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As discrepancias nos resultados podem ser atribuidas a interagdo de diversos
fatores, como a variedade de equipamentos utilizados, a composi¢do especifica do meio
de liofilizagdo e as caracteristicas intrinsecas da amostra em analise. Estudos prévios
evidenciaram consideravel variacdo nas pressoes de camara adotadas durante a fase
primaria de secagem, abrangendo ampla faixa, desde 0,001 mbar até 0,37 mbar
(WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 1998; KAWASE et al., 2007).

Diante disso, torna-se imperativa a realizacdo de investigagdes adicionais para
estabelecer a relagdao precisa entre a pressao da camara, a temperatura ¢ a duracao do
processo de secagem no contexto especifico da liofilizagdo do esperma. A Tabela 2
apresenta as diversas condigdes aplicadas a liofilizagdo do s€émen em diferentes espécies
animais, abordando aspectos como pressdao e tempo de exposi¢do ao processo de

desidratacao a vacuo.

Tabela 2: Condigdes experimentais aplicadas a liofilizacdo de sémen em diferentes
espécies de animais, incluindo os valores de pressao (mBar) e tempo (h) de exposi¢ao

durante a fase de desidratacdo a vacuo, conforme descrito por diferentes autores.

ESPECIE PRESSAQ TEMPO AUTORES
(mBar) (h)
0.19 12—-18 Keskintepe et al. (2002)
0.35 12-16 Martins et al. (2007)
Bovinos 0.37 ¢ 0.001 14e3 Abdalla et al. (2009)
0.37 ¢ 0.001 14e3 Hara et al. (2011)
1.98,0.57 ou 0.12 6 Hara et al. (2014)
Bubalinos 0.001 12-16 Shahba et al. (2016)
0.053¢0.018 -- Olaciregui et al. (2017)
Ovinos 0.006 24 Palazzese et al. (2018)
0.001 12 Anzalone et al. (2018)
0.35 12-16 Ustiiner et al. (2021)
Caprinos -- 6 Thiangthientham et al. (2023)
Equinos 0.13 30 Choi et al. (2011)
0.039 4-24 Kwon, Park e Niwa (2004)
Suinos 0.13 19e3 Men et al. (2013)
0.015 ¢ 0.005 24¢6 Garcia et al. (2014)
0.053¢0.018 -- Olaciregui et al. (2017)
Caes 0.37¢0.001 -- Watanabe et al. (2009)
Gatos 0.16 4 Ringleb ef al. (2011)
Coelhos 0.023 —0.040 4 Liu et al. (2004)
0.001 12 Wakayama e Yanagimachi(1998)
0.030 - 0.033 4 Kaneko et al. (2003)
0.037 4 Kaneko e Nakagata (2005)
Ratos 0.040 ¢ 0.001 8eb Kawase et al. (2005)
0.030 ¢ 0.045 4 Kaneko, Nakagata (2006)
0.04, 0.37 ou 1.03 - Kawase et al. (2007)
0.032 - 0.040 4 Kusakabe, Yanagimachi e Kamiguchi

(2008)
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0.37¢0.001 13e6 Kawase, Wada e Jishage (2009)
0.038 ¢ 0.058 4 Kaneko e Serikawa (2012)
Galos 0,006 2 Stanishevskaya et al. (2022)

2.5.3.8 Condicoes de armazenamento do sémen liofilizado

Estudos recentes demonstram que o sémen liofilizado pode manter sua
viabilidade por periodos significativamente longos. Pesquisadores japoneses
conseguiram produzir descendentes saudaveis a partir de sémen de camundongos
liofilizado armazenado por quase seis anos na Esta¢do Espacial Internacional, sugerindo
uma possivel viabilidade de até 200 anos, mesmo em um ambiente com niveis de radiagao
100 vezes maiores do que na Terra, o espaco (WAKAYAMA et al., 2021).

Além disso, pesquisas com sémen canino revelaram que, mesmo apds 12 meses
de armazenamento a 22 °C, é possivel preservar parcialmente a integridade do DNA
espermatico, especialmente quando armazenado a 4 °C (OLACIREGUI et al., 2015). Em
ovinos, Palazzese et al. (2018) demonstraram que a combinagdo de congelamento lento
seguido de liofiliza¢ao resultou em maior taxa de desenvolvimento embrionario por ICSI.
Complementarmente, Rajska et al. (2021) em uma revisdo abrangente, destacam o
potencial da liofilizagdo para conservacdo genética de longo prazo, com vantagens
logisticas e econdmicas, especialmente para biobancos e conservagdo de espécies
ameacadas.

Diversos estudos foram conduzidos abrangendo diversas espécies animais,
visando a preservacao e conservacao do material genético masculino. Os espermatozoides
submetidos a liofilizagdo foram protegidos por diferentes solu¢des, visando a preservagao
da viabilidade e integridade celular. Notavelmente, a combinacao de trealose e Ethylene
glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), em conjunto com a
técnica de Injegao Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), demonstrou as mais
altas taxas de fertilizagao e desenvolvimento embrionario (MARTINS et al., 2007).

Apesar de muitos dos estudos mais duradouros terem sido realizados em espécies-
modelo, os avangos obtidos sugerem caminhos promissores para a aplicacdo em pequenos
ruminantes, como os caprinos, especialmente em protocolos que integrem a ICSI. Embora
a criopreservagao permita conservagao por décadas, os dados aqui apresentados
demonstram que a liofilizagdo, aliada a estratégias como a ICSI e o uso de lioprotetores
adequados, pode se aproximar desse desempenho, com ganhos significativos em logistica,

biosseguranga e sustentabilidade.

2.6 Excipientes



Diversos excipientes com estruturas quimicas distintas tém sido empregados para
promover a estabilizagdo de células e proteinas durante os processos de congelamento e
secagem. Considerando que o congelamento e a secagem impdem estresses fisico-
quimicos diferentes sobre proteinas e células, ¢ imperativo que estratégias de protecao

especificas sejam adotadas para cada um desses processos (CROWE et al., 1997).

Em razdo disso, os excipientes podem ser categorizados em dois grupos
principais: lioprotetores e crioprotetores (CPA). Os lioprotetores sao compostos que
favorecem a manuten¢do da estabilidade durante as etapas de congelamento e secagem,
enquanto os crioprotetores conferem maior estabilidade no contexto de
congelamento/descongelamento, apresentando efeito limitado durante a secagem

(PIKAL, 1994).

2.6.1 Toxicidade dos excipientes

A toxicidade associada ao wuso de excipientes estabilizantes deve ser
cuidadosamente considerada, especialmente no contexto dos crioprotetores (CPAs). A
toxicidade dos CPAs pode ser subdividida em dois tipos: (1) toxicidade especifica, que
afeta as células alvo, como a polimerizacdo do citoesqueleto de actina no esperma de
garanhdo induzida por glicerol em concentragdes superiores a 1,5 M, e (ii) toxicidade ndo
especifica, comumente avaliada para todos os excipientes empregados. A toxicidade
especifica dos CPAs tem sido amplamente discutida na literatura, enquanto a toxicidade
dos lioprotetores ¢ menos abordada. A concentracdo dos CPAs ¢ um fator determinante,
pois deve ser suficientemente elevada para garantir a estabilizacdo das células, embora
sua concentracdo excessiva possa estar associada a um aumento da toxicidade potencial

(BEST, 2015).

2.6.2 Trealose

Trealose, um dissacarideo nao redutor, ¢ amplamente reconhecida na preservagao
de células, especialmente em processos de secagem, € ¢ comumente encontrada em
organismos anidrobidticos. Seu papel fundamental na estabilizacdo de biomateriais em
estado seco tem sido amplamente documentado, embora os mecanismos subjacentes

ainda ndo sejam completamente elucidados (LESLIE et al., 1994; CROWE et al., 2005).

Em comparacdo a outros agucares, a trealose apresenta caracteristicas distintas
que a tornam de interesse especial, sendo estudada em técnicas para sua introdugdo

intracelular. Um aumento na temperatura de transicdo de fase (Tm) durante a secagem
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esta associado ao vazamento celular, particularmente na reconstituicdo do material. A
trealose tem a capacidade de mitigar esse efeito, reduzindo a Tm em cerca de 10 °C em
comparacdo a membrana completamente hidratada, e at¢ 80 °C para a bicamada lipidica

seca (LESLIE et al., 1994; CROWE, CARPENTER e CROWE, 1998).

Esse fenomeno sugere que, mesmo em estado seco, a membrana celular
permanece em uma fase liquida cristalina, evitando a transicao de fase critica durante os
processos de secagem e reidratagio (CROWE, CARPENTER ¢ CROWE, 1998; HAYS
et al., 2001; CROWE et al., 2005).

2.7 Historico, perspectivas futuras e aplicacoes biotecnolégicas

Diversas tentativas em estabelecer a conservagdo espermatica por liofilizacao
foram realizadas ao longo dos anos. Amostras de sémen, apresentando motilidade
espermatica apds a liofilizagdo foram obtidas por Polge et al. (1949) em aves (50%),
Albright, Erb e Ehlers (1958) em touros (5-10%) e por Jeyendran, Graham e Schmehl

(1981) (5-20% em diferentes niveis de desidratacdo) na mesma espécie.

Yushchenko (1957) relatou o nascimento de 12 ninhadas de coelhos normais
usando espermatozoides liofilizados. Meryman (1960) comunicou que vacas ficaram
prenhas ap6s inseminacao artificial com espermatozoides liofilizados, e recentemente,
Stanishevskaya e colaboradores (2022) relataram a obten¢do de um ovo fertilizado e
outros sete, de um total de oito, apresentaram pontos de interacdo na membrana

perivitelina.

O ano de 1992 marcou a publicagdo do relatério de Katayose, Matsuda e
Yanagimachi, no qual eles forneceram descobertas sobre as células espermaticas,
relataram que o nicleo do gameta masculino liofilizado de camundongos e humanos
mesmo nao apresentando potencial cinético apos seu processamento, ainda retinham sua

capacidade de desenvolver pro-nicleo e sintetizar DNA com sucesso.

A producao subsequente empregando sémen liofilizado, salvo as citagdes acima,
so foi relatada apoOs associacdo da técnica de inje¢do intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), com relatos de embrides ou nascidos vivos em diversas espécies

ao longo dos anos (Tabela 3).

Iniimeros estudos ja foram realizados envolvendo uma variedade de animais, com
0 objetivo de preservagdo e conservacdo do genoma masculino. Os espermatozoides

liofilizados foram submetidos a diversas formas de solugdes de protegdo a fim de
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preservar sua viabilidade e integridade, onde, as maiores taxas de fertilizacao e formacao
de embrides foram alcangadas pela utilizagdo de trealose e EGTA, em conjunto com ICSI

(MARTINS et al., 2008).

Apesar do crescente volume de pesquisas nessa area, ainda ha desafios a serem
superados, especialmente no contexto dos ruminantes. Os estudos envolvendo
espermatozoides liofilizados ndo alcancaram resultados comercialmente satisfatorios,
devido a necessidade de integrar a liofilizacdo com a técnica de ICSI para garantir o

desenvolvimento embrionario bem-sucedido (KESKINTEPE et al., 2002).

O cendrio cientifico nessa area ainda oferece vastas oportunidades de exploracao,
especialmente no ambito dos espermatozoides de animais de producdo. O progresso
alcancado até agora ¢ indicativo da importancia dessa biotecnologia para o futuro. Uma
estratégia adicional que pode trazer beneficios, juntamente com a liofilizagao e a ICSI, ¢
a implementac¢do do sistema piezo-drive. Esse sistema utiliza vibragdes piezoelétricas
para introduzir de forma segura os espermatozoides liofilizados no odcito, minimizando

qualquer possivel dano (MARTINS et al., 2008).

Tabela 3. Liofilizacdo espermatica de diferentes espécies, de acordo a cronologia do

evento e produtos obtidos.

ESPECIE RESULTADO OBTIDO AUTORES
Nascimento Wakayama e Yanagimachi (1998)
Nascimento Kusakabe et al. (2001)
Nascimento Ward et al. (2003)
Camundongos Nascimento Kawase e Suzuki (2011)
Nascimento Wakayama et al. (2017)
Nascimento Ito et al. (2019)
Nascimento Kusakabe et al. (2019)
Nascimento Ito et al. (2021)
Hamsters Nascimento Muneto e Horiuchi (2011)
Nascimento Hirabayashi et al. (2005)
Embrido Kawase (2005)
Embrido Kawase et al. (2007)
Ratos Nascimento Hochi et al. (2008)
Nascimento Kaneko, Kimura e Nakagata (2009)
Embrido Kawase e Suzuki (2011)
Nascimento Kaneko e Serikawa (2012)
Nascimento Kaneko (2015)
Coelhos Nascimento Liu et al. (2004)
Gatos Embrido Moisan et al. (2005)
Embriao Kwon, Park e Niwa (2004)
Suinos Embrido Nakai et al. (2007)
Embriao Meng et al. (2010)
Embrido Men et al. (2013)




Embrido Olaciregui et al. (2017)

Embrido Olaciregui et al. (2017)
Ovinos Embrido Palazzese et al. (2018)
Embrido Anzalone et al. (2018)
Embriao Keskintepe et al. (2002)
Embriao Martins et al. (2007)
Bovinos Embrido Hara et al. (2013)
Embrido Hara et al. (2014)
Nascimento Matsukawa (2020)
Equinos Nascimento Choi et al. (2011)

3  Material e Métodos

3.1 Local e Animais Experimentais

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE)
em Caprinos e Ovinos da Universidade Federal de Vigosa (UFV), situada no municipio
de Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil (20.773722° S, 42.852338° W). As condigdes
meteoroldgicas durante o periodo experimental, foram obtidas a partir da Estacdo
Meteoroldgica Automéatica da UFV. Nesse periodo, foi registrada uma precipitacao total
de 320,0 mm, com ocorréncia de chuva (> 1 mm) em 23 dias ao longo do més,

caracterizando um ambiente de elevada umidade.

A temperatura média do ar foi de 22,2 °C, com valores médios das maximas de
27,9 °C e das minimas de 18,6 °C. A umidade relativa média foi de 85%, e a insolacao
total somou 113,4 horas, indicando predominancia de céu encoberto. A velocidade média
do vento foi de 0,6 m/s, refletindo condigdes de baixa movimentacao atmosférica. Essas
varidveis meteorologicas refletem o padrdo climatico predominante no inicio da estacdo
chuvosa na Zona da Mata mineira, caracterizada por elevados indices pluviométricos e

umidade relativa.

Foram utilizados seis caprinos machos (Capra aegagrus hircus), clinicamente
saudaveis, com idade entre 12 e 61 meses, historico reprodutivo positivo, previamente
comprovado por fertilizacdo natural. Antes do inicio do experimento, todos os animais
foram submetidos a uma avaliacdo clinica completa, incluindo exame fisico geral, exame
androlégico e teste de congelabilidade do sémen. Adicionalmente, foi realizado o
esgotamento da reserva extragonadal mediante coletas diarias de sémen, com intervalo de
24 horas, por um periodo consecutivo de cinco dias, visando a padronizagao das amostras
seminais antes da fase experimental. Foram incluidos apenas os animais cuja qualidade
seminal atendeu aos critérios estabelecidos pelo CBRA (2013) para sémen fresco e

criopreservado. Ao longo de todo o periodo experimental, os animais foram mantidos sob



condi¢des padronizadas de manejo, alojados individualmente em baias com dimensdes de
11,30 x 3,20 m, das quais 6,10 m correspondiam a area de solario. As instalagdes eram
bem ventiladas e apresentavam ambiente seco, assegurando conforto térmico e sanitario
adequados a espécie. O fornecimento de dgua foi ad libitum, e a dieta foi formulada para
atender as exigéncias nutricionais de reprodutores em manuten¢do, sendo composta por
concentrado a base de farelo de milho e soja, além de volumoso proveniente de silagem

de milho. A alimentagao foi ofertada duas vezes ao dia, nos periodos da manha e da tarde.

3.2 Coleta e Avaliacio Seminal

As coletas seminais foram realizadas em sala apropriada (6 x 4 m), utilizando-se
o método da vagina artificial, previamente aquecida com ar ¢ 4gua a uma temperatura
entre 42 ¢ 46 °C, utilizando uma cabra como manequim, previamente contida em brete

individual.

Trés ejaculados foram obtidos de cada reprodutor, totalizando 18 ejaculados, com
intervalo minimo de 48 h, totalizando trés sessdes semanais. Apos a coleta, as amostras
foram submetidas a avaliagdo inicial, sendo selecionadas apenas aquelas que
apresentaram motilidade espermatica progressiva > 70% e vigor espermatico > 3,

conforme CBRA (2013).

3.3 Avaliacdo de Motilidade e Vigor Espermatico

Uma aliquota de 20 pL do ejaculado foi retirada e colocada em uma lamina
previamente aquecida a 37 °C. O turbilhonamento foi avaliado diretamente nesta gota,
utilizando escala de 1 a 5, de acordo com a movimentacdo espermadtica coletiva em
aumento de 100x. Em seguida, a gota foi coberta com uma laminula também previamente
aquecida, ¢ a motilidade espermatica foi avaliada pelo percentual de células que
apresentavam motilidade espermatica progressiva, analisando-se no minimo trés campos
por lamina. O vigor espermatico foi classificado de acordo com a intensidade do
movimento espermatico, em escala de 1 a 5 (CBRA, 2013). Sendo realizadas em

microscopio com contraste de fase (Olympus CX41) em aumento de 200x.
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3.4 Diluicdo e Resfriamento Seminal

Apo0s avaliados os parametros iniciais dos aspectos fisicos do ejaculado, o s€émen
foi pré-diluido utilizando o diluente BotuBov® (Botupharma, Botucatu, Brasil),
ajustando o volume final para 2 mL. Amostras foram coletadas para avaliagdo da
concentragdo espermatica e da morfologia, sendo o volume remanescente transferido para
tubos Falcon e submetido a resfriamento controlado a 5 °C, por um periodo de duas horas,

em refrigerador convencional.

Para assegurar uma curva de resfriamento homogénea e gradual, os tubos foram
acondicionados em suportes imersos em banho-maria, utilizando-se agua como meio
condutor térmico. A escolha da dgua deve-se a sua elevada condutividade térmica em
comparagdo ao ar, o que permite a dissipacdo de calor mais eficiente ¢ uniforme da
amostra para o ambiente refrigerado, minimizando gradientes térmicos abruptos que

poderiam comprometer a integridade celular.

Ao contrario do ar, que apresenta propriedades isolantes e tende a gerar
resfriamento heterogéneo, com zonas de temperatura distintas entre o centro e as bordas
do tubo, o meio aquoso proporciona transferéncia térmica constante e equilibrada ao
longo de toda a superficie do recipiente. Tal caracteristica favorece resfriamento
isotérmico da amostra seminal, reduzindo o estresse térmico sobre os espermatozoides e,
consequentemente, preservando melhor sua viabilidade funcional durante o

armazenamento em curto prazo.

3.5 Avaliacao de Concentracio Espermatica

Para determinagdo da concentragdo espermatica, uma aliquota de cada amostra
com 20 pL de sémen foi diluida em 3.980 pL de 4gua destilada (diluigao 1:200). Apos
homogeneizacao, a solugdo sémen:agua destilada foi utilizada para preencher os dois

reticulos de uma camara de Neubauer.

Apos aguardar a sedimentagdao das células (60 segundos), todas as cabecas
espermaticas presentes em cinco quadrados diagonalmente de cada lado da cdmara foram
contadas em microscopio Optico com contraste de fase (Olympus CX41), no aumento de

200x, conforme preconizado pelo CBRA (2013). A concentragdo espermadtica foi
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calculada com base no niumero de células contadas, permitindo estimar a concentracao

por mL e do ejaculado.

3.6 Avaliacdo de Morfologia Espermatica

Para a avaliagdo morfoldgica espermatica, uma aliquota de 25 pL do sémen foi
transferida para microtubos do tipo Eppendorf contendo 0,5 mL de solugdo de formol
salino tamponado, previamente aquecida a 37 °C, a fim de promover a fixagao celular. As
amostras fixadas foram posteriormente analisadas por microscopia de contraste de fase
(Olympus CX41), utilizando objetiva de imersdo com aumento final de 1250x, em
preparacdo umida entre [dmina e laminula. Para cada amostra, 200 espermatozoides foram
avaliados, sendo determinada a propor¢do de células com anormalidades morfologicas no
acrossoma, cabeca, peca intermediaria e cauda. As alteragdes foram posteriormente
classificadas em defeitos maiores, menores ¢ totais, conforme os critérios descritos por
Blom (1983) e em consonancia com as recomendag¢des do Colégio Brasileiro de

Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

3.7 Congelamento Seminal

Apds um periodo de resfriamento de duas horas a 5 °C, as amostras de cada

ejaculado foram imediatamente diluidas conforme os grupos experimentais:

e Gl1: BotuBov® (controle);
e G2: BotuBov® + 0,2 M de Trealose Dihidratada;
e G3: BotuBov® + 0,5 M de Trealose Dihidratada.

A concentracao espermatica foi ajustada para 120 x 10° espermatozoides moveis/mL.
As amostras foram alocadas em criotubos de 3 mL, previamente identificados, com trés
unidades por tratamento para cada animal. Cada criotubo continha 0,5 mL da amostra,
correspondendo a 60 X 10° espermatozoides moveis por unidade. A escolha dos criotubos
como recipiente de congelamento baseou-se em avaliacao prévia, na qual diferentes tipos
de recipientes (criotubos de 3 mL, palhetas de 0,5 mL e microtubos tipo Eppendorf) foram
comparados utilizando-se um volume fixo de 0,5 mL. Os criotubos apresentaram melhor
desempenho sob as condigdes experimentais, sendo, portanto, selecionados para a

conducdo dos ensaios. As amostras foram entdo processadas em uma maquina de
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congelamento programavel (Cryogen®, Neovet), utilizando o programa "bovino 1". A

curva de congelamento consistiu em duas rampas:

1. Taxa de congelamento de -5 °C/min até -20 °C;

2. Taxa de congelamento de -20 °C/min at¢ atingir -100 °C.

Apo6s a conclusdo da segunda rampa, os criotubos foram imersos em nitrogénio
liquido, alcangando a temperatura de -196 °C, acondicionados em rackers adaptadas a
fixagdo dos mesmos com auxilio de ligas eldsticas, e armazenados temporariamente até

as analises posteriores.

3.8 Liofiliza¢do Seminal

A liofilizagdo das amostras criopreservadas foi conduzida utilizando liofilizador
programavel (Edwards, Modulyo), previamente estabilizado em temperatura de -55 °C.
As amostras congeladas foram inseridas imediatamente na camara de secagem do
equipamento apo6s retirada do botijdo, o processo completo teve duragdo aproximada de
18 horas, garantindo a remocao eficiente da dgua. Apds o término do processo, as

amostras foram armazenadas a 5 °C até o momento de reidratagao.

3.9 Reidratacao das Amostras

As amostras liofilizadas foram reidratadas por adi¢do inicial de 0,5 mL de 4dgua
destilada, etapa realizada com o objetivo de mitigar o estresse osmotico decorrente da
elevada osmolaridade da matriz residual. Imediatamente apos, foram adicionados 1,5 mL
do diluente comercial BotuBov®, promovendo a completa homogeneizagdo do contetido
e contribuindo para a redu¢@o da concentragdo de trealose por mililitro da amostra (T2 e
T3). Em seguida, os criotubos foram submetidos a centrifugacao a 300 x g por 10 minutos.
O sobrenadante foi cuidadosamente removido, e o pellet resultante foi ressuspendido em
0,5 mL de BotuBov®, correspondente ao volume inicial utilizado. Todas as solugdes
empregadas foram previamente equilibradas a temperatura de 37 °C, a fim de preservar a

viabilidade e funcionalidade espermatica durante as manipulagdes.



3.10 Avaliacao das Amostras Pés-Preservacao

Apo0s o descongelamento das amostras criopreservadas a 37 °C e a reconstituigao
das amostras liofilizadas, foi realizada uma nova avaliacdo dos parametros espermaticos
previamente analisados, incluindo motilidade espermética progressiva, vigor espermatico
e morfologia espermatica. Adicionalmente, foram realizados os testes hiposmotico e
supravital em microscopia de contraste de fase (Olympus, modelo BX41) para avaliar a
integridade e viabilidade das células espermaticas apos os diferentes métodos de

conservagao.

3.11 Teste Hiposmotico

A integridade funcional da membrana plasmatica espermatica foi avaliada por
meio do teste hiposmotico. Para isso, uma solugao hiposmotica foi preparada com 9 g de
D-frutose, 4,9 g de citrato de s6dio e 1000 mL de agua destilada (MARTINS et al. 2011),
resultando em uma solugdo final com osmolaridade de 100 mOsm. Para a realiza¢ao do
teste, uma aliquota de 100 pL de sémen foi adicionada a 1 mL da solucdo preparada e
incubada a 37 °C por 15 minutos em microtubo tipo eppendorf (2,0 mL). Apds o periodo
de incubagdo, 0,5 mL de solu¢do de formol salino tamponado, previamente aquecida a 37

°C foi adicionado, a fim de promover a fixacao celular até analise posterior.

Foram avaliados 200 espermatozoides em aumento de 1000x com 6leo de imersao
em microscopia de contraste de fase (Olympus, modelo BX41), avaliando-se a presenga
de alteracdes na membrana plasmatica que indicavam sua integridade funcional.
Espermatozoides com membranas integras apresentaram alteragdes morfoldgicas
caracteristicas, com caudas dobradas ou enroladas, devido a entrada de &4gua no

citoplasma e consequente turgescéncia celular.

Em contrapartida, as células com membranas lesadas se apresentavam com a
cauda extendida, sendo denominadas como nao reativas. O principio fundamental desse
teste baseia-se no conceito de osmose, em que a dgua busca o equilibrio entre duas
concentragdes de soluto distintas em ambos os lados da membrana. Em uma solugao
hiposmoética, se a membrana espermadtica estiver funcionalmente intacta, a 4gua de maior

concentracdo externa sera absorvida ativamente para o interior do espermatozoide,
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resultando em aumento caracteristico no volume da cauda esperméatica (dobramento)

(CHECK, CHECK e BOLLENDOREF, 2023).

3.12 Teste Supravital

A viabilidade espermatica foi determinada por meio do teste supravital, utilizando
o corante para Avaliacdo Espermatica (Eosina-Nigrosina). Esse teste permite diferenciar
células viaveis de ndo viaveis relacionada a integridade da membrana plasmatica, o
método baseia-se na permeabilidade diferencial da eosina, que penetra apenas em
espermatozoides com membranas comprometidas, resultando em coloragdo avermelhada
do nucleo e permitindo a identificagdo de células inviaveis. Trata-se de uma técnica de
rapida execugao e facil aplicagdo, ndo demandando microscopia especializada (KER,

2010).

Para a realizac¢do do teste, uma aliquota de 10 uL de sémen foi homogeneizada
com 10 pL do corante supravital em uma lamina de microscopia aquecida a 37 °C.
Imediatamente apos, foi realizado um esfregaco fino e uniforme, que foi deixado para
secagem em temperatura ambiente. Apos a secagem, a ldmina foi analisada contando-se
100 células em aumento de 1000x por microscopia de luz (Olympus, modelo BX40).
Espermatozoides vidveis, com membrana plasmatica integra, apresentaram coloracao
incolor ou levemente rosada, indicando que a membrana celular foi capaz de impedir a

penetracdo do corante.

J& os espermatozoides invidveis, com membrana plasmatica comprometida como
citado anteriormente, apresentaram coloracdo vermelha devido a entrada do corante na
célula. A integridade estrutural da membrana plasmatica espermatica pode ser
eficientemente avaliada pelo teste supravital, que utiliza corantes fluorescentes derivados

da eosina em combinac¢do com a nigrosina como corante de fundo.

3.13 Analises Estatistica

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando os softwares R (v.3.5.1; R
Core Team, 2018) e SAEG (v.9.1; Fundagao Arthur Bernardes — UFV, Vigosa, Brasil), de
acordo com a natureza dos dados e os objetivos especificos de cada etapa experimental.

Inicialmente, foram calculadas estatisticas descritivas (média, desvio padrao e amplitude)
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para todos os parametros avaliados. A comparacdo entre os grupos experimentais (sémen
fresco, liofilizado e criopreservado) foi realizada por meio de andlise de variancia

(ANOVA) utilizando o modelo linear geral (GLM).

A normalidade dos residuos ¢ a homogeneidade das variancias foram verificadas
pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Quando os pressupostos foram
atendidos, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05) para multiplos
contrastes, ou pelo teste de Dunnett, quando o objetivo foi comparar os tratamentos ao
grupo controle (sémen fresco). Para avaliar o efeito da idade sobre o volume do ejaculado,
os animais foram categorizados em trés faixas etérias (jovem, intermediério e maduro), e
os dados submetidos 8 ANOVA seguida do teste de Tukey (p<0,05). Adicionalmente,
coeficientes de correlagdo de Pearson foram calculados para avaliar associa¢des lineares
entre variaveis morfologicas e funcionais. O coeficiente de significancia adotado em todas

as analises foi de 5% (p<0,05).

4 Resultados e Discussao

4.1 Sémen Fresco

Os sémens de todos os animais se mostram com coloragdo branco-marfim e
consisténcia cremosa, com odor caracteristico sui generis, dentro da normalidade, de
acordo o que € preconizado pelo CBRA (2013). Os pardmetros seminais do sémen fresco
apresentaram variagdes entre as coletas e entre os animais, mesmo sob as mesmas
condi¢des ambientais e de manejo (p<0,05), indicando a influéncia de fatores individuais

(Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios, desvio padrao e amplitude dos parametros analisados para o
sémen fresco.

Parametro Média+ DP Amplitude
Volume (mL) 0.87 = 0.44 0.20 — 1.50
Turbilhonamento 3.67 £0.99 2.00 - 5.00
Motilidade (%) 88.89 +4.71 80.00 — 95.00

Vigor Espermatico 4.67 £ 0.62 3.00 - 5.00
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Concentracao (sptz/mL)  2.59 +1.02 1.00 — 4.45

Os valores observados indicam que os sémens frescos apresentaram qualidade
espermatica elevada, com uniformidade nos parametros de motilidade e vigor. No
entanto, foi detectada variacdo na concentragdo espermadtica, € no volume entre os

individuos conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Valores médios do volume do ejaculado de bodes (n = 6), coletados durante o
periodo experimental.
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Legenda: Observa-se uma tendéncia de maior volume ejaculado em animais mais jovens, sugerindo que
fatores etoldgicos e maturacionais associados a idade podem influenciar a emissdo seminal. A linha de
regressdo linear indica uma relag@o negativa entre a idade e o volume do ejaculado.
A fim de investigar se essas diferengas apresentavam significancia estatistica, os
animais foram agrupados em trés categorias etarias: jovens (12 meses), intermedidrios
(30—40 meses) e maduros (60—61 meses). Os dados obtidos para o volume ejaculado estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Volume dos ejaculados de bodes classificados por grupo etério

Grupo Média Desvio n Erro Diferenca
etario (mL) padrio padrio estatistica

Jovem 1.10 0.20 6 0.08 A




Intermediario 0.97 0.16 6 0.07 A

Maduro 0.37 0.12 6 0.05

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05).

A analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (a = 0,05), revelou
que os bodes maduros apresentaram volume ejaculado inferior aos demais grupos (p <
0,001), enquanto ndo houve diferenga entre os grupos jovem e intermediario (p > 0,05).
Esta observacao sugere que a capacidade secretoria das glandulas acessorias se mantém
preservada até a meia-idade, declinando apenas em idades mais avangadas. A redugdo
observada nos individuos mais velhos pode estar associada tanto a fatores hormonais
quanto a diminui¢do da libido, implicando em menor estimulo ejaculatério ¢ menor

volume seminal.

Em contraste com os resultados aqui obtidos, Al-Ghalban et al. (2004) avaliando
bodes da raga Damascus, relataram maior desempenho seminal em adultos (2—4 anos) em
comparag¢do a animais mais jovens (10-12 meses), ainda que com variacdes discretas no
volume. Essa divergéncia pode refletir diferengas raciais, ambientais ou de defini¢ao

etaria entre os estudos.

Nossos achados também contrastam com os de Pascal et al. (2024), os quais
observaram menores volumes ejaculatorios em bodes jovens da raga Carpatina. No
presente estudo, mesmo os animais classificados como jovens (12 meses) apresentaram
desempenho seminal comparavel ou superior ao dos individuos mais velhos, sugerindo
maturidade funcional precoce. Essa observacdo € corroborada por Souza et al. (2011),
que relataram puberdade por volta da 20* semana em machos Anglo-Nubianos, com plena

capacidade espermatogénica ainda no primeiro ano de vida.

Dessa forma, a idade mostrou-se um fator determinante sobre o volume do
ejaculado, sendo relevante para programas de sele¢do e aplicagdo de biotecnologias, como
a liofilizagdo, que dependem da qualidade inicial do material seminal para alcangar

melhores resultados pos-processamento.

A andlise das correlagdes entre os parametros seminais esta representada na Figura

2, que ilustra a matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis avaliadas.
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Figura 2. Matriz de correlagdo de Pearson entre os pardmetros seminais a fresco. A
analise demonstra as associagdes lineares entre volume do ejaculado, turbilhonamento,
motilidade espermatica, vigor espermatico e concentracdo espermatica.

Matriz de Correlagao de Pearson entre os Parametros Seminais
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Motilidade Espermatica (%) -0.00
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Legenda: Observa-se correlagéo forte entre o volume do ejaculado e a concentragdo espermatica (r = 0,63),
bem como entre o turbilhonamento e a concentragdo (r = 0,62), as demais correlagdes variaram de fracas a
moderadas.

Na avaliagdo dos parametros seminais, observou-se que o vigor espermatico
apresentou correlagdo moderada com a motilidade espermatica, divergindo dos achados
previamente reportados na literatura para sémen fresco de touros (MARTINEZ et al.,
2000; RONDA et al., 2019) e sémen congelado de caprinos (OLIVEIRA, 2013), nos quais
foi descrita correlacdo forte ou muito forte entre essas variaveis. Essa discrepancia pode
ser atribuida a baixa variabilidade entre os ejaculados analisados para estes dois

parametros.

O turbilhonamento mostrou correlagdo alta com a concentragdo espermatica (r
=0,6), sugerindo que ejaculados com maior densidade espermatica apresentam escore

para turbilhonamento alto. O volume ejaculado apresentou correlagao alta com a
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concentragdo espermatica (r = 0,6), indicando que ejaculados de maior volume tenderam

a conter maior nimero de espermatozoides por mililitro.

Esse achado sugere que o aumento no volume nao refletiu dilui¢do da amostra,
mas sim um incremento proporcional na producgao espermatica, possivelmente associado
a maior atividade espermatogénica ou secrecdo epididimaria. Observou-se que 0s
menores volumes foram predominantes em animais de idade mais avancada, o que sugere

uma possivel influéncia da senescéncia reprodutiva sobre os parametros seminais.

Os animais jovens e de meia-idade apresentaram, em geral, maiores volumes e
concentragdes espermaticas, o que pode ter contribuido para a correlagao observada. Essa
hipotese € respaldada por evidéncias consolidadas na literatura, que indicam um declinio
progressivo da qualidade seminal com o avango da idade, incluindo redug¢des nos volumes

ejaculatdrios e concentragdo (WINKLE et al., 2009; KIPPER et al., 2017).

Diferentemente, embora a presente investigagdo tenha identificado uma
correlacdo positiva entre volume e concentracdo espermatica, a literatura relata
predominantemente correlagdes negativas entre essas variaveis. FilipCik et al. (2023), por
exemplo, ao avaliarem touros da raga Fleckvieh—Simmental, relataram correlagdo

negativa, embora fraca, entre essas caracteristicas (r = - 0,12).

Houve variagdo entre os dias de coleta nos diferentes pardmetros seminais
analisados, conforme ilustrado na Figura 3. O volume do ejaculado apresentou
incremento da coleta I para a coleta III. O turbilhonamento espermatico foi reduzido na

coleta IIT em comparacao a coleta I.

Figura 3. Variacbes nos parametros seminais a fresco entre coletas.
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Variacdes entre as Coletas nos Parametros Seminais
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Legenda: A figura apresenta as médias dos valores de volume espermatico, turbilhonamento e
concentrag@o espermatica obtidas nas coletas I, II e III para o sémen fresco.

A concentragdo espermatica por mililitro apresentou aumento entre a coleta I e II,
com posterior estabiliza¢do na coleta III. Essas variacdes podem estar relacionadas ao
progressivo condicionamento dos machos ao manejo experimental e a exposicao visual e
olfativa as fémeas em estro, particularmente entre a primeira e a segunda coleta. Na
terceira coleta, presumivelmente, o estimulo comportamental adicional tornou-se
limitado, resultando em menor resposta fisiologica. Acredita-se que tais estimulos tenham
influenciado o aumento do volume do ejaculado por meio da elevacdo do volume de
plasma seminal, o que, consequentemente, reduziu a concentragdo de espermatozoides

por mililitro.

Os parametros de motilidade e vigor espermatico apresentaram baixa variagao
entre os dias de coleta, sugerindo estabilidade desses indicadores de qualidade seminal ao
longo do periodo avaliado. Ambos demonstraram correlacdo fraca com o volume
ejaculado (r = 0,3 e r = 0,1, respectivamente), e correlagdio moderada com o
turbilhonamento (r = 0,4 para ambos). Em relagdo a concentracdo espermatica, a
motilidade apresentou correlacio moderada (r = 0,4), enquanto o vigor apresentou
correlagdo fraca (r = 0,3), indicando que tais caracteristicas funcionais possuem

associagdo limitada com os pardmetros fisicos avaliados.
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Os resultados obtidos confirmam que, apesar do ambiente controlado e das mesmas
condi¢cdes de manejo, ha diferencas individuais na qualidade seminal dos bodes
estudados. As andlises reforcam a importancia de considerar fatores individuais ao avaliar
a viabilidade reprodutiva, bem como na sele¢do de reprodutores para programas de
melhoramento genético. Estudos futuros podem contribuir para elucidar as causas das
variagdes observadas, considerando aspectos genéticos, fatores de manejo como a
frequéncia de coleta, caracteristicas gonadais relacionadas a reserva extragonadica e a
producao por grama de tecido testicular, além de fatores nutricionais que influenciam

diretamente a espermatogénese e a qualidade seminal.

4.2 Sémen Fresco, Liofilizado e Criopreservado

A qualidade espermatica observada nos grupos experimentalmente tratados com
criopreservacao e liofilizagdo apresentou redugdo significativa em diversos parametros

quando comparada ao sémen fresco (Tabela 6).

Tabela 6. Dados das diferentes varidveis submetidos a analise de variancia (ANOVA) ¢ as
médias comparadas pelo teste de Ducan e Dunnett (>5%).

TRAT MOT VIG SV HOST DEFM  DEFMEN DEFT
SF 88,33 A 4,67 A 77,33 A 68,00 A 3,83 B 333 A 7,17 B
LT1 0,00D* 0,00D* 12,39B* 11,72B* 7,33 A* 3,72 A 11,22 A*
LT2 0,00D* 0,00D* 11,89B* 8,83 B* 6,50 A* 3,67 A 10,17 A*
LT3 0,00 D* 0,00 D* 6,50 B* 10,33 B* 7,22 A* 3,44 A 10,78 A*
CTl1 1444B* 125B* 12,39 B* 10,67 B* 6,83 A* 328 A 10,11 A*
0,89
CT2 7,22 C* BC* 10,78 B* 7,89 B* 7,67 A* 3,72 A 11,39 A*
CT3 3,61 D* 0,75 C* 9,06 B* 7,33 B* 6,83 A* 328 A 10,11 A*
'Legendas: TRAT (tratamento): SF — sémen fresco, LT1 — sémen liofilizado T1, LT2 sémen liofilizado T2,
LT3 - sémen liofilizado T3, CT1 - s€men criopreservado T1, CT2 - sémen criopreservado T2, CT3 - s€émen
criopreservado T3; MOT (motilidade espermatica), VIG (vigor espermatico), SV (teste supravital), HOST
(teste hiposmoético), DEFM (defeitos espermaticos maiores), DEFMEN (defeitos espermaticos menores,
DEFT (defeitos espermaticos totais).
IMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
3Médias seguidas por asterisco na mesma coluna diferem do controle (SF) pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.

A motilidade espermatica inicial do sémen fresco foi de 88,33%, com vigor médio
de 4,67, ambos superiores aos valores minimos recomendados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdao Animal (CBRA, 2013), que estabelece como referéncia motilidade > 80% e
vigor > 3 para sémen caprino fresco. Ja nos grupos criopreservados (CT1, CT2, CT3),

observou-se queda acentuada da motilidade para 14,44%, 7,22% e 3,61%,
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respectivamente. Esses valores estdo muito abaixo do padrao minimo de 30% para sémen

congelado, reforcando a gravidade da perda funcional observada.

Essa redugdo extrema, principalmente nos grupos CT2 e CT3, supera os valores
frequentemente reportados na literatura para s€émen caprino pds-descongelamento, como
os descritos por Li et al. (2025), que relataram uma queda de 80% para 53,10% (-34,87%),
e por Aboel-Hassan, Abu Elnaga e Ghanem (2024), que descreveram reducao de 72,48%
para 46,96% (-35,22%). A diferenca entre os valores observados e os esperados sugere a

influéncia de fatores limitantes adicionais no protocolo experimental utilizado.

Hipotetiza-se que o tempo total de processamento das amostras, desde a coleta até
o armazenamento final, tenha sido excessivamente prolongado e biologicamente
agressivo a qualidade espermatica. Durante esse intervalo, multiplas etapas operacionais
incluindo coleta, avaliagdo, diluicdo, alocagdo em criotubos, fixacdo nos suportes,
congelamento programado, armazenamento, centrifugacdo e lavagem podem ter gerado
estresse cumulativo sobre as células, especialmente devido a manipulagdo térmica e

mecanica constante.

Esse fator pode também explicar a discrepancia entre os resultados obtidos neste
experimento e aqueles observados no estudo piloto, em que os criotubos apresentaram
desempenho superior. A escala reduzida e a menor duracdo do processamento naquele
contexto provavelmente minimizaram os efeitos deletérios cumulativos, o que ndo se

repetiu na aplicagdo em larga escala adotada na presente etapa.

A motilidade e o vigor espermatico foram drasticamente comprometidos nos grupos
liofilizados (LT1, LT2, LT3), sendo ambos nulos (0,00). Tal achado ¢ consistente com
estudos classicos, como os de Wakayama e Yanagimachi (1998) e Keskintepe et al.
(2002), que reportaram perda total da motilidade apos liofilizagao. Bossi (2016) também
confirmou, por meio de microscopia eletronica, danos severos & membrana plasmatica,
mitocondrias e estruturas flagelares, incluindo o axonema, elementos diretamente

responsaveis pela manutengao da cinética espermatica.

Em linha com esses achados, Phavaphutanon et al. (2024) demonstraram, em estudo
com sémen canino, que a liofiliza¢do induz perda completa de motilidade e viabilidade,

com danos acentuados a cauda e ao flagelo, inviabilizando o uso para inseminacdo
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artificial. Ainda assim, o DNA espermatico preservado sob refrigeragdo (4 °C) mostrou-
se compativel com técnicas de ICSI. Esses dados reforcam que, embora a liofilizacao
comprometa a cinética espermatica, o potencial genético pode ser parcialmente

preservado sob condigdes adequadas.

O sémen fresco apresentou baixos indices de defeitos espermaticos totais (DEFT
= 7,17%), bem abaixo do limite de 20% estabelecido pelo CBRA (2013). J4 os grupos
tratados, tanto liofilizados quanto criopreservados, mostraram aumentos significativos:
LTI (11,22%), LT2 (10,17%), LT3 (10,78%), CT1 (10,11%), CT2 (11,39%) e CT3
(10,11%). Tais valores indicam incrementos entre 41 e 58%, em linha com o relato de
Barbas (2023), que observou aumento médio de 54,5% na morfologia anormal pods-
congelamento. Notavelmente, os grupos contendo trealose (LT2, LT3, CT2, CT3)
apresentaram leve tendéncia a menor DEFT, ainda que sem significancia estatistica, o que
pode justificar futuras investigagdes sobre seu potencial efeito protetor estrutural, como

jé& sugerido por Shahmoradi et al. (2022).

No presente estudo, nenhum dos grupos liofilizados ou criopreservados diferiu
estatisticamente do sémen fresco quanto aos defeitos menores (DEFMEN). Os valores
observados permaneceram em faixa estreita, variando entre 3,28 e 3,72%, o que
demonstra relativa preservacgao dessa caracteristica morfologica em todos os tratamentos.
O grupo CT2, por exemplo, apresentou DEFMEN de 3,72%, valor inferior ao relatado
por Bittencourt et al. (2006) para sémen caprino congelado com equilibrio ideal (G2 =
6,71%). A manutencao da integridade morfoldgica fina, mesmo em condi¢des adversas
de processamento, reforca a hipotese de que certos aspectos estruturais espermaticos sao

menos sensiveis aos danos da criopreservacgao e da liofilizagao.

A viabilidade celular avaliada pelo teste supravital (SV) reforcou a superioridade
do sémen fresco (77,33%), seguido pelos grupos LT1 (12,39%), LT2 (11,89%), CT1
(12,39%) e CT2 (10,78%), sem diferencas significativas entre eles. A integridade da
membrana plasmatica avaliada pelo teste hiposmotico (HOST) apresentou padrao
semelhante. Curiosamente, os grupos liofilizados LT1 e LT2 superaram os CT2 e CT3
nesses testes, sugerindo que, apesar da auséncia total de motilidade, aspectos funcionais
celulares podem ser mais preservados sob certas condi¢cdes de liofilizacdo do que na

criopreservacao mal conduzida. Os valores observados em ambos os testes para os grupos
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criopreservados foram inferiores aos de Igbal et al. (2015) e Dias et al. (2015), mas

compativeis com os intervalos de Castilho et al. (2009), que variaram de 2,1% a 23,5%.

Ainda que os dados indiquem perdas funcionais expressivas, especialmente na
motilidade, ¢ importante considerar a literatura sobre uso de sémen liofilizado via ICSI.
Estudos como os de Wakayama e Yanagimachi (1998), Wakayama et al. (2021) e Men et
al. (2013) demonstram que espermatozoides fisiologicamente mortos podem promover
desenvolvimento embrionario completo, desde que o contetido nuclear esteja preservado.
Palazzese et al. (2018) demonstraram esse potencial também em ovinos — espécie
filogeneticamente proxima aos caprinos, refor¢cando a viabilidade do uso futuro da técnica

na espécie.

Estudos recentes também evidenciam que o tipo de armazenamento pods-
liofilizagdo pode influenciar diretamente na preservagdo do DNA espermatico.
Phavaphutanon et al. (2024) observaram menor indice de fragmentacdo em amostras
armazenadas a 4 °C em comparagdo a temperatura ambiente, o que refor¢a a importancia

de variaveis ambientais no desempenho final da técnica.

O uso de trealose como excipiente apresentou tendéncia de prote¢do em alguns
parametros, como DEFT, HOST e SV, mas ndo mostrou eficacia sobre a motilidade ou
vigor espermatico, corroborando Shahmoradi et al. (2022), que apontaram a trealose

como estabilizante estrutural, embora sem impedir a perda de cinética.

5 Conclusio

A liofilizagdo do sémen caprino resultou na perda total de motilidade e vigor espermatico,
porém preservou parametros estruturais como morfologia, integridade de membrana e
viabilidade celular em niveis semelhantes aos observados na criopreservagdao. A
criopreservacdo, por sua vez, apresentou motilidade inferior ao esperado, sugerindo que
o protocolo adotado, especialmente quanto ao tempo de processamento, pode ter
impactado negativamente a qualidade espermatica. Nenhum dos grupos liofilizados ou
criopreservados diferiu estatisticamente do sémen fresco quanto aos defeitos menores,
indicando que, sob determinadas condi¢des, caracteristicas morfologicas podem ser
preservadas mesmo apos procedimentos de conservacdo intensivos. A adi¢do de trealose

ndo evitou a perda da motilidade, mas apresentou tendéncia positiva na preservagao
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estrutural, especialmente entre os grupos liofilizados. Os dados obtidos indicam que,
embora a liofilizagdo ainda nd3o seja vidvel para uso em inseminagdo artificial
convencional, ela apresenta potencial para aplicagdo em técnicas como a ICSI, desde que
associada a protocolos otimizados. Recomenda-se a continuidade dos estudos com foco
na reducao do tempo de manipulagdo, no aprimoramento das formulagdes diluidoras e na

avaliagdo funcional do s€men reidratado, incluindo testes de fertilidade in vivo.
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