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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do extrato liquido do Camu-Camu (Myrciaria dubia),
em juncdo com a Lecitina de soja como meio diluidor natural de sémen de galos em temperatura
ambiente, bem como, seu efeito conservante sobre a integridade da membrana plasmaética dos
espermatozoides. O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura em conjunto com o
Laboratdrio de Anatomia e Fisiologia Animal da Universidade Federal do Amazonas. Foram
utilizados 15 galos reprodutores (Gallus gallus) de linhagem hibrida, com 40 semanas de idade,
alimentados com dieta calculada de acordo com as exigéncias nutricionais e previamente
condicionados a liberacdo de sémen por acdo mecanica. O ejaculado foi diluido em Extrato Liquido
de Camu-camu e lecitina de soja (ELCL) e em Beltsville Poultry Sémen Extender-BPSE ®, ambos
seguindo a proporcao 1:2 (sémen: diluidor). O tempo de estocagem para analise do sémen in vitro
ja homogeneizado com os diluentes foi divido em 15 min, 30 min, 45 min e 60 min. O sémen
também foi analisado in natura como tratamento controle. Amostras de ejaculados de todos os itens
foram analisadas pelos aspectos macro e microscopicos por meio de avaliagdes fisicas (motilidade,
vigor espermatico, volume, pH, e concentracao) e morfoldgicas (defeitos maiores, menores e totais
dos espermatozoides). A motilidade espermatica do sémen mantido na presenca do diluidor
comercial ndo mudou (p > 0,05) ao longo do tempo. No sémen in natura, a motilidade decresceu
(p <0,05) a partir de 45 min. No sémen mantido com camu-camu-+lecitina, a motilidade se manteve
(p > 0,05) até 45 min. A motilidade progressiva retilinea ndo mudou (p > 0,05) ao longo do tempo
de estocagem no sémen contendo diluidor comercial. Utilizando ELCL, a motilidade progressiva
se manteve (p > 0,05) até 30 min. Nos primeiros 15 minutos, a quantidade de patologias
espermaticas totais foi semelhante (p > 0,05) entre os tratamentos. No entanto, no tempo 30, 45 e
60 min, a quantidade total de patologias foram maiores (p < 0,05) no sémen contendo ELCL .O
percentual de espermatozoides de galo com defeitos morfoldgicos totais foi menor (p < 0,05) no
sémen contendo diluidor comercial quando comparado ao sémen in natura e diluidor contendo
camu-camu + lecitina. Valores semelhantes foram observados nos defeitos morfoldgicos maiores.
O percentual de cabeca isolada e reta ndo foram afetados pelos diluidores (P >0,05). O percentual
de espermatozoides com a cauda fortemente dobrada e cauda dobrada foi menor (p < 0,05) no
sémen contendo diluidor comercial quando em comparagdo com 0s outros tratamentos. Isto posto,
0 extrato liquido de camu-camu em juncdo com a lecitina de soja ndo obteve resultados satisfatorios
como preservantes de sémen em temperatura ambiente. Todavia, novas pesquisas com variantes
que ndo foram estudadas podem dar uma nova narrativa a este processo, visto que as propriedades
contidas nesta fruta e na lecitina sdo necessarios ao processo de sobrevivencia do espermatozoide.

Palavras-chave: Diluidores seminais, Aves domesticas, Conservacdo seminal, Avicultura.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the potential of the liquid extract of Camu-Camu
(Myrciaria dubia), in conjunction with soy lecithin as a natural dilution medium for rooster semen
at room temperature, as well as its preservative effect on membrane integrity plasma of sperm. The
experiment was carried out in the Poultry Sector with the Laboratory of Animal Anatomy and
Physiology of the Federal University of Amazonas. Fifteen breeding roosters (Gallus gallus) of the
FC Cabocla 1 strain, at 40 weeks of age, were fed with a diet calculated according to nutritional
requirements and previously conditioned to release semen by mechanical action. The ejaculate was
diluted in Camu-camu Liquid Extract and Soy Lecithin (ELCL) and in Beltsville Poultry Sémen
Extender-BPSE®,, both following a 1:2 ratio (semen: extender). The storage time for in vitro semen
analysis, already homogenized with the extenders, was divided into 15 min, 30 min, 45 min and 60
min. Ejaculate samples of all items were analyzed for macro and microscopic aspects through
physical (motility, sperm vigor, volume, pH, and concentration) and morphological (major, minor
and total sperm defects) assessments. Sperm motility of semen maintained in the presence of the
commercial extender did not change (p > 0.05) over time. In in natura semen, motility decreased
(p < 0.05) after 45 min. In semen maintained with Camu-camu-+lecithin, motility was maintained
(p > 0.05) up to 45 min. Progressive rectilinear motility did not change (p > 0.05) over time of
storage in semen containing commercial extender. Using ELCL, progressive motility was
maintained (p > 0.05) up to 30 min. In the first 15 minutes, the amount of total sperm pathologies
was similar (p > 0.05) between treatments. However, at 30, 45 and 60 min, the total amount of
pathologies was higher (p < 0.05) in semen containing ELCL. The percentage of rooster
spermatozoa with total morphological defects was lower (p< 0.05) in semen containing commercial
extender when compared to in natura semen and extender containing Camu-camu + lecithin.
Similar values were observed in the larger morphological defects. The percentage of isolated and
straight heads were not affected by the extenders (p >0.05). The percentage of spermatozoa with a
strongly bent tail and a bent tail was lower (p < 0.05) in the semen containing commercial extender
when compared to the other treatments. That said, the Camu-camu liquid extract in conjunction
with soy lecithin did not obtain satisfactory results as semen preservatives at room temperature.
However, further research with variants that have not been studied can give a new narrative to this
process, since the properties contained in this fruit and in lecithin are necessary for the sperm
survival process.

Keywords: Seminal extenders, Poultry, Seminal conservation, Poultry.
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1. Introducéo

A conservacao das caracteristicas requeridas na producédo animal, bem como a variabilidade
genética, ainda € algo dificil na producéo sustentavel de recursos alimentares oriundos da pecuaria
e conservacdo de genes. Como meio de contornar a situacdo, temos a pratica da Inseminacao
Artificial (1A). Em resposta a aplicacdo do método de massagem abdominal e pressdo na regido da
cloaca para coletar sémen de galos, proposta por Burrows e Quinn em 1937, houve uma
flexibilidade no processo de coleta, manuseio e transporte desse ejaculado até as fémeas, o que
propiciou o desenvolvimento de estudos para a preservacao de sémen de aves.

Contudo, um grande obstaculo, de fato, para o avan¢o da inseminacdo artificial é a
dificuldade na preservacao de sémen por periodos longos em temperatura ambiente ou resfriado,
de forma eficaz e que mantenha os padrdes de qualidade dos espermatozoides depois da ejaculacgéo,
resultando na diminuicdo de sua qualidade e taxa de fertilidade. Os primeiros estudos sobre a
conservagao do sémen buscando amenizar danos e se manter a viabilidade das células espermaticas,
foram realizados a partir da adi¢éo do ejaculado em um determinado meio que proporcionasse uma
boa fonte energética, mantivesse-os fecundantes por um periodo de varios dias e eliminasse 0 uso
diario do reprodutor. A fim de achar um meio para resolver este infortinio, entraena o uso de
diluentes para a preservacdo da qualidade do sémen.

O uso da técnica de diluicdo de sémen é uma atividade frequente no manejo reprodutivo
animal que utiliza a biotecnologia de inseminacao artificial, pois esta pratica maximiza o uso do
ejaculado e mantem os espermatozoides vivos e sem danos por mais tempo. Nos ultimos anos,
houve um aumento no interesse por diluidores naturais, como a &gua de coco, que vem sendo usado
mantendo dentro dos padrbes de qualidade as caracteristicas de vigor e motilidade espermaética dos
espermatozoides de diversas espécies de animais.

Para manutencéo do ejaculado diluido por um periodo maior, substratos energéticos como
carboidratos e frutose, alem de agentes tampdes devem ser adicionados ao diluente. Outro fator de
grande importante que deve ser analisado em um bom diluente é sua atividade antioxidante para
bloqueio ou neutralizagdo de efeitos danosos provocados pelos radicais livres encontrados no
plasma seminal, que causam estressem oxidativo, defeitos na motilidade espermatica e lesdes no
DNA espermatico.

Sendo assim, as frutas apresentam potencial muito grande como diluidores de sémen, pois
seus niveis de frutose, carboidrato e substancias antioxidantes garantem aos espermatozoides,
energia para sua manutencdo fora do érgéo reprodutor do macho.

Dentre as frutas da regido amazonica, o0 Camu-camu (Myrciaria dubia), membro da familia

Myrtaceae, tem sido foco de vérios estudos pois apresenta grande potencial tecnoldgico em funcéao
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da produtividade, rendimento em polpa e valor nutritivo devido aos seus altos teores de vitamina
C e também por ser fonte de zinco, potassio, célcio, aminoacidos e flavonoides. De acordo com a
literatura cientifica, o Camu-camu tem apresentado evidente potencialidade para utilizagdo
preventiva e terapéutica na sindrome metabdlica gracas a atividade bioativa dos seus compostos no
combate e prevencgdo de radicais livres. Além da alta atividade antioxidante, esta fruta também
apresenta teores proveitosos de proteinas e carboidratos para promogao de fatores energéticos.

Estudos relatam ainda, que a inclusdo de proteolipossomas ricos em fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, que fazem parte naturalmente da membrana plasmatica das células,
apresentaram bons resultados na motilidade e viabilidade dos espermatica, neste contexto, entra a
adicdo de lecitina de soja. A lecitina é formada por uma mescla de fosfolipidios (50%),
triglicerideos (35%) e glicolipidios (10%), carboidratos, pigmentos, carotenodides e outros
microcompostos. As propriedades tensoativas da lecitina sdo provenientes da estrutura molecular
dos fosfolipidios, seus componentes ativos.

Diante destas informacdes, este trabalho almeja avaliar o potencial do extrato liquido do
camu-camu (Myrciaria dibia) em conjunto com a lecitina de soja como meios diluidores de sémen

de galos em temperatura ambiente.

14



2. Justificativa

O Brasil ocupa uma colocacdo de destaque na producéo de carne de frango na avicultura
industrial sendo o maior exportador e segundo maior produtor. Sendo assim esta atividade tem
grande importancia nos valores do Produto Interno Bruto (PIB) do pais (ABPA, 2021),
sobressaindo-se mesmo apos dois anos de pandemia. De acordo com o relatério semestral
divulgado pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2021), o Brasil deve
produzir 14,85 milhdes de toneladas métricas de carne de frango em 2022, crescendo 2% devido
a forte demanda externa. O 6rgdo prevé que esses niveis de producdo estdo previstos para
estabelecer recordes histéricos. O crescimento da producdo baseia-se na forte procura externa,
apesar da diminuicdo do consumo interno . Deste modo, € necessaria a eficiéncia nos processos da
producdo para manter-se a todo vigor no ramo (ABPA, 2021). Os investimentos em biotecnologias
reprodutivas, agregadas aos manejos sanitarios e nutricionais, contribuem beneficamente para com
as estratégias produtivas, mostrando entdo resultados positivos na atividade (BONGALHADO,
2013; DUARTE et al., 2015).

Um dos objetivos da industria aviaria € a producdo de progénie de alta qualidade tanto no
setor de corte quanto no de postura, cada pinto produzido possui alto valor agregado (SURAI et al,
2021). O uso da inseminacao artificial possibilita um melhor aproveitamento de sémen, podendo
aumentar em até 10 vezes o numero de pintainhos produzidos em comparacdo a monta natural,
segundo Amann, (1999). Entretanto, para que 0 uso dessas biotecnologias ocorra de forma a nao
danificar os espermatozoides, se faz necessario a utiliza¢do de substancias com acéo protetora sobre
espermatozoides submetidos a diferentes métodos de conservacao, seja em temperatura ambiente,
resfriamento e/ou congelamento (FEYISA et al, 2018)

A habilidade de preservar o sémen de galos por periodos longos seria benéfica ndo somente
por aumentar o potencial de uso da inseminagdo artificial, mas também pela perspectiva de
comercializar o sémen de animais com alto potencial genético e valor econdmico (BAKST e
CECIL, 1992). Ao longo dos anos, varios testes vém sendo conduzidos na tentativa de encontrar
um protocolo eficiente para preservacdo de sémen de galos e, embora existam varios relatos de
sucesso, nenhum deles é viavel economicamente para a industria de aves. (FULTON, 2006).

A procura por novos diluentes para sémen que possam evitar os danos devido ao choque
térmico e ao estresse oxidativo (RONDON et al., 2008), que ocasionam danos irreversiveis no
DNA do espermatozoide maduro, tem sido amplamente estudada em diferentes espécies de animais
(DE AMBROGI et al., 2006). Este processo levou pesquisadores a estudarem a agua de coco como
uma opcdo viavel na substituicdo dos diluentes convencionais existentes no mercado

(SALGUEIRO et al., 2007) e que tem demonstrado exercer acdo favoravel sobre a viabilidade dos
15



espermatozoides de varios mamiferos, com isso podendo ser empregada em processos
biotecnoldgicos, sobrepondo produtos importados, quimicamente constituidos e com custos
elevados (MOREIRA-NETO et al., 2009).

Lavor et al. (2017) relatou em suas pesquisas que o uso de agua de coco em po (ACP-108)
adicionada ao sémen de galo ainda fresco e ap6s uma hora de resfriado mostrou bons indices de
motilidade e motilidade progressiva. Entretanto, apos 24 horas e até 96 horas com o sémen resfriado
a5 °C os indices declinaram.

Entdo, na investigacdo por meios diluidores naturais e que possam apresentar bons
resultados na preservagdo de sémen, entra em cena o Camu-camu, fruto com grande potencial
econdmico, porém ainda ndo extensivamente explorado. Seus compositos bioativos ndo sdo apenas
representados pelo &cido ascérbico, mas também compostos fenolicos e teores de B-caroteno
(CHIRINGOS et al., 2010). Teores de polifenois e vitamina C, além de quantidades consideraveis
de frutose, glicose, antocioninas, potassio, calcio, vitamina A, amido, pectina e fosforo que
somadas, lhe conferem propriedades bioldgicas benéficas (AKACHI, 2010). Assim, o Extrato
Liquido do Camu-camu seria uma fonte promotora de energia e antioxidantes para o0s
espermatozoides.

Para incorporar as fofatidilcolina ao diluidor (assim como é presente naturalmente na
membrana plasmatica das células), excluindo o uso da gema do ovo, muito usada, mas que
apresenta alto risco de contaminacgao microbiana, sera adicionado ao suco do Camu-camu a lecitina
de soja, que tem apresentado bons resultados na criopreservacao de sémen. (NEHRING; ROTHE,
2003).

A lecitina de soja junto aos componentes do extrato liquido do Camu-camu pode, de modo
potencial, atuar sinergicamente na manutencao estrutural e funcional da membrana plasmaética do

sémen de galos.
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3. Objetivos (geral e especificos)

Objetivo Geral

e Auvaliar o uso de extrato liquido do Camu-camu (Myrciaria dubia) em juncdo com lecitina

de soja na diluicdo de sémen de galo

Obijetivos especificos

e Investigar se ha efeito conservante do meio diluidor sobre a integridade da membrana

plasmatica dos espermatozoides.
Avaliar por quanto tempo os diluentes analisados conseguem preservar a qualidade seminal

Apresentar métodos mais acessiveis e de qualidade para diluicdo e preservacao do sémen.
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4. Revisdo bibliografica

4.1.Producao de sémen de galos

Os galos contam com uma auséncia de glandulas acessorias, por este motivo, o ejaculado é
composto por uma grande quantidade de células espermaticas suspensas em um pequeno volume
de plasma seminal, diferenciando-se dos demais animais domésticos. Desse modo, a concentracao
do sémen de galos pode variar de um a cinco bilhdes de espermatozoides por mL de ejaculado, um
nivel muito maior se comparado também aos outros animais de producdo (WHITTOW, 2000).

O volume de seminal produzido depende da linhagem do reprodutor, de um modo geral,
galos de linhagens leves produzem maior volume do que galos de linhagens pesadas, podendo-se
obter volumes de 0,1 a 1,0 mL. Dentro da mesma linhagem, os galos de maior tamanho tendem a
produzir um maior volume de ejaculado, pois que o volume esta relacionado ao do tamanho do
testiculo que, por sua vez, esta correlacionado com o peso corporal. Além disso, o volume ejaculado
pode ser afetado pela técnica de coleta utilizada, pela experiéncia do coletor e por variacGes
intrinsecas como estresse promovido pelo manejo, temperatura do ambiente e alimento e dgua
fornecidos dentre outros (ETCHE, 1996).

4.2.Morfologia do espermatozoide de galos

Foi descoberto por Gilbert (1982), que os espermatozdides das espécies aviarias diferem
dos mamiferos domeésticos por serem de menor tamanho, com cabegas longas e filamentosas e por
ndo possuirem gota citoplasmatica, ainda que possua acrossoma, cabeca, peca intermediaria e a
peca principal da cauda. No mesmo estudo foi relatado que a cabeca dos espermatozoides de galos
é curva e mede 12 a 13 um de comprimento, e é recoberta pelo capuchdo do acrossoma (2 um de
comprimento). A peca intermediaria da cauda mede cerca de 4 um de comprimento, e o restante
do comprimento do espermatozéide de 100 um é composto da peca principal da cauda. Em sua

parte mais larga, o espermatozéide pode medir cerca de 0,5 um.
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Em estudos utilizando microscopia eletrénica de transmissdo, Soares e Beletti (2006)
observaram que o acrossoma dos espermatozoides de galos é composto por material
homogéneo ou levemente granular. No interior do nucleo, a cromatina geralmente apresenta-
se densa e levemente granular. Entretanto, foram observados espermatozoides com cromatina
apresentando VArios tipos de granulacdo e tonalidades de cinza, ou seja, com Varias
intensidades de compactacéo.

As alteracGes morfologicas nos espermatozoides de galos dividem-se como em outras
especies, em defeitos de cabeca e de peca intermediaria, sendo 0s mais freqiientes descritos por
Jaenish (1989): cabeca enrolada, cabeca grande, em anzol,tumefeita, zigue-zague, membrana
irregular, acrossoma ausente e acrossoma dobrado. Os defeitos de cabeca espermatica estdo
relacionados a transtornos na espermatogénese, decorrentes principalmente de processos
degenerativos das gbénadas. Os achados mais freqlientes na peca intermediaria espermatica
foram: peca intermediéria dobrada e peca intermediaria tumefeita. Ja a deteccdo de anomalias
na cromatina dos espermatozoides é freqlientemente negligenciada, por falta de estudos
(SOARES; BELETTI, 2006).

4.3.Avaliagéo de qualidade do sémen

A avaliacdo do sémen é realizada considerando-se os aspectos fisicos como volume, e
0 volume, este pode variar entre 0,5 a 1,0 ml (JAENISCH, 1989), coloracéo, aspecto do sémen,
motilidade espermatica, vigor, vigor progressiva retilinea e concentracdo espermaticas do
ejaculado, e morfoldgicos como anormalidades espermaticas (CBRA, 2013).

Harris et al. (1984) evidenciaram em estudos a importanciado peso corporal na selecao
de reprodutores, depois de encontrarem uma correlacao positiva entre peso corporal e volume
de sémen. Ansah et al. (1980) encontraram valores médios de motilidade entre 0,22 a 3,0,
utilizando escore de zero a quatro. Relativo a concentracdo, Marini e Goodman (1969)
descreveram grandes variacOes entre linhagens de alta e baixa taxa de crescimento, nas quais

obtiveram, respectivamente, 2,3 x 10 e 4,9 x 108 espermatozdides/ml em suas amostras.

Nishikawa (1959), em analise seminal de jumentos e de garanhdo, foi pioneiro na
classificacdo das alteracdes morfoldgicas relacionando ao local onde se apresentavam: cabeca,
peca intermediaria e cauda. No Brasil, segue-se as normas do CBRA (2013), na avaliacdo
andrologica de reprodutores de todas as espécies. A classificacdo das anormalidades
espermaticas deve ser agrupada em defeitos maiores e defeitos menores, baseados na
classificagdo de Blom (1973).
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4.4. Preservacao de sémen

A diluicdo do sémen é uma prética de rotina nos estabelecimentos que usam a
inseminacdo artificial, tendo em vista que maximiza o uso do ejaculado e permitindo a
preservacdo da qualidade do sémen por longos periodos (DONOGHUE; WISHART, 2000).
Para manutenc¢do do sémen diluido, substratos energéticos (o principal para sémen de aves é a
frutose) e agentes tamponantes devem ser incorporados ao diluidor (CHRISTENSEN, 1995).
Desta forma, o sémen pode ser utilizado no dia posterior a coleta, desde que mantido refrigerado
(5°C).

Quando estocado in vivo, nas glandulas hospedeiras de espermatozoides no trato
reprodutivo das fémeas, a célula espermatica é capaz de manter sua capacidade fertilizante por
varias semanas (BAKST e CECIL, 1992). Mecanismos para estabilizacdo das membranas e
inibicdo da motilidade e da atividade enzimatica provavelmente auxiliem na sobrevivéncia dos
espermatozoides dentro dessas glandulas. A preservagédo dos gametas masculinos nas glandulas
hospedeiras também podem ser dependente da modulacdo lipidica de sua membrana; é possivel
que vesiculas membranosas, semelhantes a lipossomas, liberadas das microvilosidades das
células epiteliais glandulares, contribuam para a manutencdo da membrana plasmatica do
espermatozoide (BAKST, 1993). A diluicdo do sémen em um meio que reproduza as condic¢oes
encontradas nas glandulas hospedeiras, pelos espermatozoides, aumentara sua viabilidade da

preservacéo in vitro.

4.5.Sémen de galos in natura

Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013), as caracteristicas
desejaveis para espermatozoides de galos puros e em temperatura ambiente sdo: motilidade
espermatica > 80%; vigor > 3; espermatozoides normais numa faixa de maior que 90% e um
volume de dose entre 0,020 — 0,050 ML.
4.6. Diluentes seminais

O diluidores seminais sdo definidos como um meio aquoso gque permite um aumento no
volume do ejaculado até uma quantidade necesséria para a distribui¢do das doses inseminantes,
enguanto preserva a viabilidade espermatica e mantém as taxas de fertilidade satisfatoria
(GADEA, 2003).

O diluente utilizado nos ejaculados € um composto bioquimico que permite o equilibrio
biofisico, fisiolégico e também bioquimico as células espermaticas e ao ambiente, assim ele é

composto por uma ampla variedade de substancias quimicamente diferentes entre si como
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frutose, minerais, carboidratos e outros, que tem como finalidade aumentar o volume do sémen,
proteger o espermatozoide contra choque térmico, fornecer substratos necessarios ao
metabolismo espermatico, manter o pH e inibir o crescimento bacteriano, mantendo assim a
qualidade dos espermatozoides até 0 momento da inseminacéo artificial (CORREA et al.,
2001).

Um diluente de boa qualidade ndo deve apresentar toxidade aos espermatozoides,
devem ser apresentar como um meio isoténico, conter um poder nutritivo e tamponante, acdo
estabilizadora de membrana, pH similar ao meio espermatico, facil manejo e preparo e baixo
valor econdmico A utilizacdo de um diluidor com essas qualidades é fundamental para o
sucesso da inseminacéo artificial (CARDOSO et al., 2003).

4.7. O Camu-camu

Dentre as frutas tropicais que apresentam compostos bioativos ja estudados, o Camu-
camu (Myrciria dubia) se destaca por possuir além de compostos bioativos, componentes
secundarios de natureza fendlica, denominados polifendis. Estudos realizados por Rufino et al.,
(2010) apontam que além dos compostos fendlicos, os carotenoides e acido ascorbico (vitamina
C) apresentam capacidade antioxidante, que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres.

O camu-camu € tido, até 0 momento, como o maior provedor natural de vitamina C,
apresentando elevadas concentracfes do nutriente que podem variar entre 2.000 6.500 mg em
100 g de fruto (RODRIGUES et al., 2001) o que equivale a quase 40 vezes ao da polpa de
laranja ou 60 vezes ao suco de limdo, podendo chegar a 3,0 g por 100g de polpa integral
(ANDRADE et al., 1995). A concentragdo de &cido ascorbico do camu-camu é superior a da
acerola (1,79 g em 100 g de polpa) até pouco considerada como a fruta mais rica neste
composto, além disso, o tipo de vitamina C encontrado no camu-camu nao é destruido por altas
temperaturas (METZKER, 2001).

Segundo Aguiar e Souza (2015), os frutos do camu-camu sdo excelentes fontes de
diferentes compostos bioativos, tais como fibras, e compostos fendlicos, possuindo elevada
capacidade antioxidante em comparagcdo com outras frutas e contém niveis significativos de
potassio, célcio, vitamina A, glicose, frutose, amido, pectina, fésforo, ozoto. Apresentando
inclusive minerais como o ferro, fosforo e também aminoacidos, como a serina, a valina e a
leucina (SILVA et al, 2006; AKACHI et al., 2010; RUFINO et al, 2010).
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Ainda ndo h& estudos relatando a utilizacdo do extrato liquido de Camu-camu na

diluicdo e preservagédo de sémen animal ou mesmo humano.

4.8. Lecitina de soja

A lecitina é uma mistura de fosfolipidios (50%) sendo fosfatidilcolina, fosfatidilinositol
e fosfatidiletanol, triglicerideos (35%) e glicolipidios (10%), carboidratos, pigmentos,
carotendides e outros microcompostos, presente em diversas fontes vegetais e animais, como
soja e outros grdos, gérmen de trigo, peixe e figado (GORMLEY, 1997).

Os fosfolipidios fazem parte da maior fracéo lipidica dos espermatozoides (SURAI, et
al., 2001) . Para Declair (1994), os fosfolipidios s&o componentes importantes das membranas
celulares do organismo. Os lipideos presentes na membrana dos espermatozdides estdo
presentes para o fornecimento de energia e influenciam na fertilidade

De todos os fosfolipidios que fazem parte da composicao da lecitina, a fosfatidilcolina
é sem davidas a mais importante. Sua molécula é composta por &cidos graxos esterificados a
uma molécula de glicerol-3fosfato e colina, que servem como fonte principal deste nutriente,
usado na sintese dos componentes estruturais de todas as membranas celulares pelos estudos de
Miller (2002).

A lecitina de soja também apresenta propriedades antioxidantes. De acordo com
Aabdallah e Eid (2004) o efeito neuroprotetor da lecitina, da-se a esta acdo, que protege tanto
os acidos graxos poliinsaturados, evitando sua oxidacdo e producdo de radicais livres, como as
células de todo o organismo

Diferente do Camu-camu, muito estudos anteriores ja relataram o uso da lecitina de seja

na preservacao de sémen, em substituicdo a gema de ovo, em variadas espécies.
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5. Material e Métodos

5.1.Local
Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica para o Uso de Animais ( Protocolo de

N. 011/2021) e conduzido no Setor de Avicultura em conjunto com o Laboratério de Anatomia
e Fisiologia Animal da Universidade Federal do Amazonas.

5.2.Aves

foram utilizados 15 galos machos reprodutores (Gallus gallus) de linhagem hibrida, com
40 semanas de idade. Todos os galos foram alimentados com dieta calculada de acordo com as
exigéncias nutricionais para reprodutores fornecidos por Rostagno et al. (2017).

Os galos receberam estimulo luminoso apenas da luz solar, que na regido do
experimento sera equivalente a 12 horas diérias. Os animais eram manipulados semanalmente
para que se familiarizassem com a presenca dos coletores e com a agdo da coleta, além de
passarem pelo “toilet”, no caso, a retirada das pernas dos arredores da cloaca, para diminuicéo

de areas contaminantes que poderiam prejudicar a amostra

5.3.Coleta de sémen

Levando-se em conta o clima da regido no qual o experimento foi realizado, as coletas
eram feitas nos horario de 8h-10h e de 15h-17h pois o ambiente encontrava-se mais ventilado
e sem incidéncia solar muito forte.

Os machos foram previamente condicionados a producéo (liberar ejaculado) de esperma
por acdo mecanica. A coleta experimental foi executada uma vez por semana. O galo era
retirado do box, contido pelos pés e colocado com seu peito apoiado em uma plataforma
acoplada a uma cadeira, onde ficava o operador sentado.

O animal entéo recebia a massageado na regido dorsal e abdominal com movimentos
cranio-caudais e em seguida era aplicada leve pressdo com os dedos polegar e indicador da méo
do operador, proximo a cloaca da ave, expondo-se o falo e 0 sémen sobre este, de acordo com
a metodologia proposta por Burrows e Quinn (1937). O sémen era colhido mecanicamente pelo
operador por aspiracdo. Para tal, foi usado um sistema de colheita de fechamento hermético a
qual possui uma pipeta numa das extremidades direcionada para o falo do galo, a qual entrara
em contato com o sémen sobre o falo da ave que era sugada até o deposito de armazenamento.

Foram coletadas amostras seminais de 15 galos, cada um tido como uma unidade

experimental, evitando-se assim o efeito macho.
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Ap0s a coletagem, o sémen de cada galo foi traspassado para 3 tubos graduados de 10
mL (para ser homogeneizado com os diluidores e analisado in natura . A média obtida foi de
0,8ml de sémen, que eram divididos igualmente para cada tudo. Apd6s a mistura, as amostras
eram passadas para a lamina e recoberta com laminula afim de serem estudadas
microscopicamente.

Todo material usado na colheita de sémen foi mantido na temperatira de 37° C para

evitar choque termina e possiveis alteragoes das caracteristicas seminais.

5.4.Avaliacao da qualidade do sémen

O ejaculado foi diluido em Extrato Liquido de Camu-camu e lecitina de soja (ELC+L)
e em Beltsville Thawing Solution® (BTS®), ambos seguiram a proporcao 1:2 (Sémen:
diluidor), seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).
Tambem foram analisadas amostras com semén in natura, usado como tratamento controle.
Por conta do pH acido do camu-camu, as amostras com este meio diluidor tiveram 0 mesmo
devidamente ajustado com o uso de Fosfato de Sodio Dibasico, método tambem preconizado
pelo CBRA (2013).

Tanto as amostras de sémen diluidas quanto o in natura foram analisadas seguindo o
protocolo padréo de tempo de estocagem previamente definidos, sendo a cada 15 min, 30 min,
45 min e 60 min em temperatura ambiente. As amostras de ejaculados de todos os itens foram
analisadas pelos aspectos macro e microscopicos como volume, através de observacdo direta
do tubo de colheita graduado; pH, através de medidor de pH portatil; concentracdo espermatica,
obtida a partir da contagem das laminas com amostras de cada unidade experimental e calculo
da media, contados em cdmara de Neubauer e numa diluigdo de 1:1000 em solucdo formol-
salina-tamponada (HANCOCK, 1957), através de microscopia de luz (400x); a motilidade
espermatica, medida observando-se as amostras em microscopio Optico (400x); motilidade
progressiva (0-5 sendo O para células totalmente imdveis e 5 para movimento em grupo) e
morfologia espermatica (teste supravital), obtida através de esfregagos em laminas corados com
eosina. Foram confeccionadas 15 laminas, e em cada lamina foram contadas 200 células (5 x 6
x 100).

5.5.Defeitos maiores, menores e totais dos espermatozoides
Para a relacdo viva dos espermatozoides, 0 sémen foi corado com solugéo de eosina 1:1

(sémen:corante), seguida de exame microscopico (x 400). foram contados 200
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espermatozoides, onde células com cabeca vermelha sdo consideradas células mortas e
incolores como espermatozoides vivos. Células mortas serdo classificadas de acordo com seus
problemas morfoldgicos (cabeca rolada, cabeca dobrada, cabeca isolada, cauda isolada, cauda

enrolada e presenca de queda na cauda).

5.6.Anélise estatistica

Os dados percentuais foram transformados em arco seno raiz (x/100) antes das analises.
A normalidade e homogeneidade das variancias dos dados foram analisadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente.

A motilidade espermética, motilidade progressiva retilinea, patologias espermaticas e
os defeitos menores totais foram analisadas por uma Andlise de Variancia (ANOVA) de duas
vias seguido pelo teste de Tukey, para identificar diferencas estatisticas entre os tratamentos
(sémen in natura, camu-camu-+lecitina e diluidor comercial) e tempo de estocagem (15, 30, 45
e 60 min).

O vigor espermatico, os defeitos totais, defeitos maiores totais, cabeca isolada, cauda
fortemente dobrada, cauda dobrada e cauda enrolada na porcao terminal foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Em todas as analises, um valor de p < 0,05
foi considerado significativo.

Os dados séo expressos pela média + desvio padréo (motilidade espermatica, motilidade
progressiva retilinea, patologias espermaticas totais, defeitos totais, defeitos maiores totais,
defeitos menores totais, cabeca isolada, cauda fortemente dobrada, cauda dobrada e cauda

enrolada na porgéo terminal), mediana, valor minimo e méaximo (vigor espermatico).
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6. Resultados

As primeiras amostras coletadas foram utilizadas para analises de parametros que o
ejaculado puro precisa seguir, os resultados ndo dependem dos diluidores mas influenciam
diretamente em nas suas respostas. A contagem da média da concentracdo espermatica dos
animais estudados, apés diluicdo em solucdo formol-salina e contagem na cdmara de Neubauer,
resultou em 3,5 — 3,8 x 10° de espermatozoides por ml. Também foi realizado o teste
hiposmatico, para avaliacdo da funcionalidade da membrana espermatica. 200 espermatozdides
foram contatos como preconiza 0 CBRA (2013), e a média de celulas reativas foi de 97%, sendo
possivel vizualizar varios espermatozéides com cauda enrolada e dobrada.

O movimento de massa foi presente em todas as amostras coletadas. Da mesma forma,
em todas as amotras coletadas, o ejaculado apresetava a cor branca e de aspecto leitoso. O pH
das amostras variou entre 6,9 e 7,3.

Voltando-se aos resultados obtidos em virtude do material usado para a diluicdo, em
respeito a motilidade espermatica do semén de galo, no intervalo de 15 min na presenca do
diluidor comercial foi maior (p < 0,05) do que o camu-camu+lecitina. Por outro lado, a
motilidade do sémen contendo camu-camu-+lecitina ndo diferiu (p > 0,05) quando comparado
com o sémen in natura, o qual também foi semelhante (p > 0,05) ao diluidor comercial.

No tempo de 30 min, a motilidade espermética do sémen no diluidor comercial também
foi maior (p < 0,05) do que o camu-camu+lecitina. Aos 45 min, a motilidade do sémen na
presenca do diluidor comercial foi maior (p < 0,05) em relacdo ao sémen in natura e camu-
camu-+lecitina, os quais ndo diferiram entre si (p > 0,05). No tempo 60 min, o diluidor comercial
foi superior (p < 0,05) quando comparado ao sémen in natura e camu-camu-+lecitina. Por sua
vez, a motilidade foi maior (p < 0,05) no sémen in natura em relacdo ao camu-camu-+lecitina
(Tabela 1).

Tabela 1. Motilidade espermatica (%) do sémen de galo estocado na presenca e auséncia de
diluidor durante 60 minutos

Tempo de estocagem (min)

Diluidor
15 30 45 60

Sémen in natura 75,30 + 8,15”B2 68 58 + 10,54”B® G159 + 6,188 57 75 + 9,468P
Camu-camu + lecitina 66,50 + 8,108 60,64 + 7,28%2 56,30 + 15,5082 32,65 + 14,32CP
Diluidor comercial 77,25 + 7,504 76,30 + 7,6942 75,20 + 8,522 70,3 + 556”2

Efeitos (Valor de P)

Diluidor <0,001
Tempo <0,001
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Diluidor x Tempo 0,008

Letras m aitsculas distintas no mesmo tempo e letras minusculas entre os tempos de estocagem
indicam diferenca estatistica significativa pela ANOVA de duas vias e teste de Tukey (p <
0,05).

A motilidade espermética do sémen mantido na presenca do diluidor comercial ndo
mudou (p > 0,05) ao longo do tempo. No sémen in natura, a motilidade decresceu (p < 0,05) a
partir de 45 min em relacdo a 15 min. No sémen mantido com camu-camu-+lecitina, a motilidade
se manteve (p > 0,05) até 45 min, porém diminuiu (p < 0,05) em 60 min (Figura 1).

Figura 1. Demostrativo grafico da motilidade espermatica (%) do sémen de galo estocado em
intervalos de até 60 min, condicionados a diluicao
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O vigor dos espermatozoides foi semelhante (p > 0,05) entre os tratamentos nos
intervalos de 15 e 30 min de estocagem. Por outro lado, no tempo 45 e 60 min, o vigor das
células no diluidor comercial foi maior (p < 0,05) em comparacédo ao diluidor contendo camu-
camu-+lecitina, o qual ndo diferiu (p > 0,05) do sémen in natura (Tabela 2).

Tabela 2. Vigor dos espermatozoides de galo estocados na presenca e auséncia de diluidor
durante 60 minutos

Tempo de estocagem (min)

Diluidor
15 30 45 60
Sémen in natura 3(2e5)™ 3 (Le4)r® 2 (1e4) B 2(1e4)rBd
Camu-camu + lecitina 3(2e4) 2 (2 e 4)A® 2 (1e3)B® 1(1e3)P
Diluidor comercial 35(R2e5" 35(2e5" 3(2e5)" 3(2e5)"

Os dados sdo expressos como mediana (minimo e maximo). Letras maiusculas distintas no
mesmo tempo e letras minusculas entre os tempos de estocagem indicam diferenca estatistica
significativa pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05).
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Durante todo tempo de estocagem, somente o sémen mantido no diluidor comercial
permaneceu com o vigor espermatico inalterado estatisticamente. Porém, no sémen in natura e
no diluidor com camu-camu+lecitina, o vigor decresceu (p < 0,05) no tempo 60 min em

comparacdo ao tempo de 15 min de estocagem (Figura 2).

Figura 2. Demostrativo grafico dos resultados obtidos em andlises de vigor espermatico nas
amostras submetidas a diluicéo e estocadas em até 60 min
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Com relacdo aos estudos das patologias encontradas, nos primeiros 15 minutos, a
quantidade de patologias espermaéticas totais foi semelhante (p > 0,05) entre os tratamentos. No
entanto, no tempo 30, 45 e 60 min, a quantidade total de patologias foi maior (p < 0,05) no
sémen contendo camu-camu-+lecitina em relacdo ao diluidor comercial e 0 sémen in natura, 0s
quais foram semelhantes entre si (p > 0,05) (Tabela 3).

A quantidade total de patologias espermaticas ndo diferiu (p > 0,05) durante o tempo de
estocagem no sémen in natura e diluidor comercial. Porém, no sémen contendo camu-
camu-+lecitina, a quantidade de espermatozoides com patologias aumentou significativamente

nos tempos 30, 45 e 60 min em relagdo ao tempo inicial de 15 min (Tabela e Figura 3).
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Tabela 3. Patologias espermaéticas totais (%) do sémen de galo estocado na presenca e auséncia
de diluidor durante 60 minutos

Tempo de estocagem (min)
15 30 45 60
Sémen in natura 12,78 + 4,44%% 1311 +4,73% 16,22 +6,36%% 19,06 + 8,175
Camu-camu + lecitina 14,20 + 3,15 24,72 +5,01"" 32,89 +11,01"" 42,89 + 9,40"°
Diluidor comercial 10,63 + 3,88 10,61 +3,94% 10,47 +3,78%% 13,59 + 3,7652
Efeitos (Valor de P)

Diluidor

Diluidor <0,001
Tempo <0,001
Diluidor x Tempo <0,001

Letras maiusculas distintas no mesmo tempo e letras minusculas entre 0s tempos de estocagem
indicam diferenca estatistica significativa pela ANOVA de duas vias e teste de Tukey (p <0,05).

Figura 3. Demostrativo grafico de patologias espermaticas totais (%) do sémen de galo
submetidos a dilui¢do e estocados em até 60 minutos

809 = Sémen in natura
3 Camu-camu + lecitina
3 Diluidor comercial

[=2]

o

1
|_|E

()
©
o
=
B A
o
8 © 40-
n ﬁ Ab Ba
L) Ba Ba
o AaAa
o 20- Aa Ba Ba Ba
2
g 0 e A R
0 L L] L] L]
15 30 45 60

Tempo de estocagem (min)

O percentual de espermatozoides de galo com defeitos morfoldgicos totais foi menor (p
< 0,05) no sémen contendo diluidor comercial quando comparado ao sémen in natura e diluidor
contendo camu-camu + lecitina. Valores semelhantes foram observados nos defeitos
morfologicos maiores, onde o percentual de espermatozoides com essas caracteristicas também
foi menor (p < 0,05) em relagdo ao sémen in natura e diluidor contendo camu-camu + lecitina.
No que se refere aos defeitos morfoldgicos menores, os valores diferiram (p < 0,05) entre 0s
tratamentos, com valores de 3%, 5% e 7% para o diluidor comercial, sémen in natura e diluidor

contendo camu-camu + lecitina (Tabela 4).
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Tabela 4. Defeitos morfologicos (%) dos espermatozoides de galo estocados na presenca e
auséncia de diluidor durante 60 minutos.

Diluidor Defeitos totais Defeitos maiores Defeitos menores
Sémen in natura 11 + 47 5+1A 5+18
Camu-camu + lecitina 14 + 6 7+3° 7+2A
Diluidor comercial 5+3B 3+18 3+1¢

Letras maiusculas distintas entre os diluidores indicam diferenca estatistica significativa pela
ANOVA de uma via e teste de Tukey (defeitos totais e maiores), e pelo teste de Kruskal-Wallis
e teste de Dunn (defeitos menores) (p <0,05).

O percentual de cabeca isolada e reta ndo foi afetados pelos produtos usados para
diulicdo (P >0,05). Por outro lado, a cauda fortemente dobrada, cauda dobrada e cauda enrolada
na porcdo terminal foram significativamente afetadas pelos diluidores. O percentual de
espermatozoides com a cauda fortemente dobrada e cauda dobrada foi menor (p < 0,05) no
sémen contendo diluidor comercial quando comparado com 0 sémen in natura e diluidor
contendo camu-camu + lecitina, os quais ndo diferiram entre si (p > 0,05). Além disso, a
quantidade de espermatozoides com a cauda enrolada na por¢éo terminal nao diferiu (p > 0,05)
entre o diluidor comercial e sémen in natura. Por outro lado, esse resultado foi um ponto
percentual menor (p < 0,05) no diluidor comercial em comparacdo ao diluidor contendo camu-
camu + lecitina (Tabela e Figura 5).

Tabela 5. Defeitos morfoldgicos (%) na cabeca (isolada, reta) e na cauda (fortemente dobrada,

dobrada e enrolada na porcéo terminal*) dos espermatozoides de galo estocados na presenca e
auséncia de diluidor durante 60 minutos

Cabeca Cauda
Diluidor Isolada Reta Fortemente Dobrada Enrolada*
Dobrada
Sémen in natura 2+1 1+0,6 3+ 1A 4+ 2A 1+1AB
Camu-camu + lecitina 2+1 2+1 4+ 2A 5+ 2A 2+ 2A
Diluidor comercial 2+1 2+1 2+1B 3+2B 1+0B

Letras maiusculas distintas entre os diluidores indicam diferenca estatistica significativa pelo
teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (p <0,05).

Figura 5. Gréfico demostrativo dos defeitos morfoldgicos (%) na cabeca (isolada, reta) e na
cauda (fortemente dobrada, dobrada e enrolada na porcdo terminal*) dos espermatozoides de
galo submetidos a diluicéo e estocados até 60 minutos.
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Aparte dos parametros buscados e analisados no trabalho, nas amostras dos ejaculados
de dois animais estudados, também foi possivel encontrar a presenca de um tipo de acaro

(Imagem 1) ainda ndo identificado por meio dos estudos.

Todos as amostras seguiram o0 mesmo protocolo de higienizacdo do material usado para
evitar intercorréncias como esta, logo, foi constatado que os &caros realmente estavam presente
nos ejaculados dos animais. Este mesmos, passaram por um rigoroso processo de escolha, onde

apenas foram selecionados ao que apresentavam as melhores caracteristicas reprodutivas e sem
aspectos patoldgicos.

6}’

>

Imagem 1. Acaro encontrado em 2 amostras de ejaculado dos animais estudados.
Fonte: Foto do acervo pessoal do proprio autor.
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7. Discussao

O resultado obtido na média de volume de sémen obtido dos animais estudados foi
condizente com o que preconiza 0 CBRA (2013) e os resultos adquiridos por Jaenish (1989),
mostrando uma variagdo entre 0,5 e 1,0 ml. Resende et al. (1983) em estudos sobre avaliacao
do ejaculado de galos, também encontraram variagdes nas médias de volume logrados por
diferentes autores, como podemos perceber, esta observagdo se estende até os dias atuais. Deste
modo, estes autores declararam que as variacdes de volume de sémen ocorrem devido a
linhagem, fatores climaticos, idade do reprodutor, ao peso, regime alimentar, frequéncia e

tecnologia usadas para coletas.

Levando em conta os bons valores obtidos nos resultados dos ejaculados dos animais
trabalhados, pode-se entdo afirmar que o condicionamento dos galos foi realizado de forma
correta e, também, que a partir das primeiras coletas, esses animais tedem a manter e padronizar

a producao do sémen.

Quanto a concentracédo alcancada, vemos que esta abaixo da descrita pelo CBRA (2013),
contudo, esta dentro dos parametros se comparado a outros estudos ja realizados. Marini e
Goodman (1969) ja haviam relatado grande variacdo de concentracdo entre linhagens leves e
pesadas, que resultaram em alteragOes entre 2,3 x 10° e 4,9 x 10° células/ml. A média
encontrada também se mostra superior ao resultados mostrados por Andrade et al. (1989), onde
temos 1,99x10° e também estd dentro das variacGes encontradas por Graft et al. (1926) que

nos deu valores entre 2x10° e 4x10° de espermatozoides/mm3 para a espécie estudada.

Na variacdo de resultado da concentracdo, também pode ser correlacionado os fatores
supracitados para volume. O bom valor obtido nos estudos, pode se dar, inclusive, a idade dos
animais analisados, ja que é de conhecimento que a producdo de espermatozoides
no galo atinge seu méaximo entre 24 e 30 semanas de idade, mantém-se elevada até 40-45
semanas de idade e depois ocorre diminui¢cdo do mesmo (BRILLARD; MCDANIEL, 1985;
ROSENTRAUCH et al., 1994).

O valor do pH seminal dos animais estudados foi de extrema importancia neste estudo.
Por estarmos trabalhando com um composto acido como o Camu-camu, logo, era sabido que
precisariamos deste resultado para equalizar, de forma precisa, 0s dados , ou este ja seria um
fator de corte para a utilizacéo do diluidor a base dessa fruta com o proposito a ele destinado,

dado ao fato de que o pH seminal apresentar um valor

basico.
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De acordo com Wheeler e Andrews (1943), a média do pH do sémen do galo é 7,04, j&
para Perez (1966) ha variacdo de 6,3 a 6,6 e em seus estudos, Carvalho relata (1976) média de
6,91 com galos da linhagem White Legorn. O pH obtido nesta neste estudo (entre 6,9 e 7,3)
apresentou-se inferior ao citado por Wheeler e Andrews (1943), todavia, mostrou-se maior
quando comparado aos valores determinados por Perez (1966) e Carvalho (1976). Esta variagéo
pode ter correlagio com as linhagem estudadas, alimentacdo e fatores climéticos

principalmente, dentre outras possiveis causas.

A motilidade ¢ um dos pardmetros principais para a demostracdo da fertlidade de
amostras de sémen estudadas para uma posterior 1A. Durante todo o tempo de estocagem, foi
perceptivel a resposta superior do diluidor comercial ao diluidor proposto no estudo. O semén
guando analisado in natura ja se mostrada um pouco abaixo dos parametros estabelecido pelo
CBRA (2013), que preconiza o valor de 80% de motilidade dos espermatozoide, ainda sim, o
diluidor comercial conseguiu manter essa porcentagem encontrada., enquanto o diluidor de
ELC+L ndo conseguiu manter a qualidade e fez com que a porcentagem decaisse, equiparando-
se ao espermatozoide néo diluido.

Em resultados relatados por Froman et al. (2003) foi descrito que a motilidade
espermatica € um processo altamente ligado a sintese de ATP no ejaculado de galos, onde
encontra-se uma correlacdo grande entre a motilidade e o nivel de ATP na mitocéndria presente
no sémen destes animais. E possivel que o diluidor comercial usado ofereca ao espermatozoide
um acesso mais facil aos seus agucares, fontes de energia, e ainda que as fontes de energia do
Camu-camu possam ser mais dificeis de serem degradadas por estas células, logo, por estes
motivos, o diluidor comercial tenha dado melhores resultatdos.

Neste estudo, a avaliacdo da motilidade foi feira por analise visual do examinador, o que
sabemos que traz um certo grau de subjetividade. Hoje em dia, ja se pode contar com programas
computacionais tanto para averigar a motilidade, quanto a morfologia, diminuindo-se assim o
grau de tedenciosidade e falhas do examinador (BELETTI et al, 2005), inclusive, a motilidade
foi um dos primeiros parametros seminais a ser examinado por um programa computacional
exclusivo para esta tarefa (DOTT, 1975). O sistema CASA ( computer assisted sperm analysis)
seria 0 mais indicado para este estudo, porém a regido onde foi feita a pesquisa ndo conta com
0S equipamentos necessarios para o uso deste software, e como o experimento foi realizado na
época da pandemia da COVID -19, ndo foi possivel contato com outros laboratorios em outros

estados para a conclusdo mais elaborada desta analise.
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Se na analise da motilidade temos 0 nimero de espermatozoides mdveis, ao estudarmos
0 vigor espermatico, estamos atrés da intensidade do movimento que estas células estdo fazendo
(CBRA, 2013). Em suas pesquisas, Celeghini et al. (2000), descreveu correlacdo entre as
medidas de motilidade e vigor espermaticos em amostras de ejaculados de galos da linhagem
AgRoss, o que podemos ver também em outras linhagens estudadas por outros autores. No
primeiro momento de estocagem, o sémen tratato com ambos os diluentes e in natura obtiveram
0s mesmos resultados e nos momentos finais de estocagem, o diluidor comercial se sobressaiu
novamente, enquanto 0s outros tratamentos tiveram reducao dos resultados positivos.

Como na questdo da motilidade, deve-se levar em conta que o diluidor comercial ja
veio criado com o propdsito de conservacgdo, logo, é possivel que pela sua composi¢do, suas
fontes de energia sejam melhores absorvidas pelos espermatozdides, mesmo que o diluidor a
base de Camu-camu tenha um bom teor de carboidratos, chegando em 4.5¢g/100g da fruta fresca
Akter et al. (2011) e ofereca glicose e frutose como fonte de agucar (Zapata & Dufour, 1993),
além de que em conjunto com a Lecitina, apresente glicolipidios e mais uma parcela de
carboidratos (GORMLEY, 1997). Este argumento vai de encontro com o fato de que os
resultatdos do diluente a base de camu camu e lecitina, ndo diferiram dos resultatdos
encontrados no sémen in natura.

O vigor encontrato nas amostras de semén analisadas antes das diluicdes e estocagem,
resultava na classificagdo minina para o médoto de coleta por massagem dorsoabdominal
preconizado pelo CBRA (2013), por este motivo, nenhuma amostra chegou a classificacdo
méaxima de vigor progressivo retilineo, apenas tivemos resultados intermediarios e o diluidor
comercial manteve o mesmo. Mesmo que os galos da linhagem FC Cabocla 1, sejam usados
regularmente como reprodutores e que estivessem no pico de producdo, além de condicionados
a coleta, mesmo com a alimentacdo voltada exatamente para as exigéncias nutricionais de galos
reprodutores, os resultados ndo chegararam as melhores respostas mesmo antes do trabalho,
porém como eram 0s Unicos animais disponiveis para estudo no periodo, por motivos de
maior, os mesmos foram utilizados.

Muitos autores correlacionam a queda das caracteristicas de fertilidade do sémen com a
idade dos animais (LAKE, 1989: SEXTON et al., 1990; HOCKING, 1989; ROSENSTRAUCH
et al., 1994), porém Rocha Junior e Baido (2001) ndo encontraram diferencas significativas nas
caracteristicas utilizadas como parametros em amostras de ejaculados. No presente trabalho,
como ja mencionado, os galos foram escolhidos com idade homogénia e relacionada ao pico de

producdo, por este motivo, esta variavel ndo foi estudada.
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O Camu-camu foi pensado como base para duidor e preservante de sémen pela
quantidade de compostos antioxidantes que possui com a possibilidade de resgardar o
espermatozoide dos efeitos da peroxidacao lipidica, fator determinante sobre a motilidade e
viabilidade espermatica (RODENAS, 2005), este acontecimento fisiologico, por mais que seja
natural, ocasiona danos as células espermaticas, aumentando o nimero de espermatozoides com
defeito. Em suas pesquisas, Moss et al. Relatou que, independete de espécie ou animal, toda
amostra de semén tem sua porcentagem de células anormais e Lukaszewics (2008) afirmou que
essa em média ndo deve ultrapassar de 20% a 30%, para Surai e Wishart (1996), uma
porcentagem maior que 20% ja influencia num decrescimento da fertilidade.

Os defeitos ligados a cabeca do espermatozoides geralmente ocorrem ainda na
espermatogénese, por intercorréncias nesse processo. E possivel observar no trabalho, que a
maioria das anormalidades espermaticas ocorreram na cauda, seguida pela cabeca, este
resultado vai de encontro com os relatos de Feyisa et al. (2018) avaliando quatro diferentes
linhagens de galos nativas na Coréia. Para estes autores, outra conclusdo obtida é que a parte
relacionada a cauda da célula espermatica é bem mais vulneraveis aos fatores ambientais em
que estdo presentes.

Uma das propostas de analise que seria executada neste trabalho consistia na medigao
da pressao osmotica do diluidor a base de ELC+L, um fator de extrema importancia quando se
trata de meios para a preservacao do sémen, infelizmente, esta avaliacao foi descartada pois ndo
havia equipamentos necessarios para andlise no local da pesquisa e por interferéncia da
pandemia da COVID-19, as amostras que seriam levadas a um laboratério de outro estado, o
qual teriamos parceria, ndo puderam ser transportadas.

A anélise da pressdo osmostica poderia explicar os resultatdos inferiores do diluidor a
base de Camu-camu e lecitina em compara¢do aos outros meios e ao sémen in natura. Como o
diluidor comercial é conhecido, o préprio fornecedor nos da o valor da pressdo osmoética do

mesmo, no valor de 355 mosmol/kg H20 com pH, 7,5.

Como as amostras tiveram uma reatividade muito alta no teste hiposmotico, sendo
aasim, logo apresentando dobramento ou enrolamento da cauda, era esperado que a qualquer

mudanca no equilibrio osmaético seria bastante visivel.

Van WAMBEKE (1977) elencou que n&o houve agravos criticos na fertilidade quando
a pressdo osmotica do diluente variava de 340 a 460 mosmol/kg H20, mas antes disso, outros
autores ja haviam exposto a influencia que o pH (BOGDONOFF e SHAFFNER, 1954; HOBBS

e HARRIS, 1963) e a osmolaridade (HOBBS e HARRIS, 1963) exercem na fertilidade. No
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mesmo estudo, estes autores mostraram que a fertilidade mais alta foi obtida com 425
mosmol/kg H20, mas que a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides de galo pode ser

maior ou menor em meios que variavam amplamente em pH e osmolaridade.

E necessario que haja mais trabalhos sobre a linhagem hibrida selecionada e suas
caracteristicas reprodutivas seminais. Por mais que sua entrada no periodo sexual seja precoce
e seu volume de ejaculado seja muito bom para a espécie, suas propriedades seminais ndo

apresentaram os melhores resultatdos in natura, o que interferiu na analise dos diluidores.

Novas pesquisas com variantes que ndo foram estudadas podem dar uma nova narrativa
ao uso de Camu-camu neste processo, visto que as propriedades contidas nesta fruta e na lecitina

s80 necessarios ao processo de sobrevivencia do espermatozoide.

E de grande importancia que achemos um produto regional para substituir os diluidores
comerciais conhecidos, pois no estado do amazonas ndo ha venda desse produto e caso seja
preciso, é necessario que seja pedido pela internet e nem todos os produtores tem acesso a
internet ou sabem como fazer o pedido. Além do mais, o valor do produto e mais o frete para

nossa regido, faz com que o diluidor ndo saia por menos de R$ 300,00.

Um artigo oriundo deste trabalho foi submetido a revista Animal Biotechnology.
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8. Conclusao

Mesmo com todos os biocompostos contidos no Camu-camu e em conjuntos com 0s
trazidos pela Lecitina de soja, o diluidor tendo ambos como base néo foi bem recebido pelas

células espermaticas.

Quando se trata de meios diluidores, a analise da pressao osmética e a medi¢do do pH

se apresentam como fatores de corte para o uso de qualquer novo produto usado.
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