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Resumo

Desde 1939, a gema do ovo tem sido utilizada na biotecnologia da reprodugdo como ingrediente
essencial nos meios diluidores para resfriamento e congelamento de espermatozoides em varias espécies
domésticas. A gema ¢ formada por lipoproteinas, livetinas e fosvitinas, encontradas em duas fragdes facilmente
separaveis pelo método de centrifugacdo: o granulo e o plasma. Acredita-se que as lipoproteinas de baixa
densidade, presentes no plasma, sejam as responsaveis por sua agdo crioprotetora. Esta revisdo enfoca a
composicdo quimica do ovo de galinha e de sua gema, mostrando, cronologicamente, como foram
desenvolvidas as hipoteses existentes sobre seu mecanismo de a¢do no congelamento de sémen.
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Abstract

Since 1939, the hen’s egg yolk has been used as an essential ingredient in extenders for cooling and
freezing sperm of several domestic species, in reproductive biotechnology protocols. The egg yolk is composed
of lipoproteins, livetins, and lipovitins. These components can be easily separated by centrifugation in the
granular and the plasmatic fractions. It has been acknowledged that the low density lipoproteins present in the
plasma are responsible for the protective effects of the egg yolk. This review focuses on the chemical compound
of the egg yolk and historical aspects of the hypotheses that try to explain the mechanism of action of the egg
yolk on sperm cryopreservation.
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Introducao

A gema do ovo possui proteinas de alto valor bioldgico, acidos graxos essenciais, fosfolipideos e
glicerol de grande aplicac@o industrial e biomédica. Pesquisas na area da engenharia de alimentos mostram que
algumas propriedades funcionais da gema, como emulsificagdo, coagulagdo e gelatinizagdo, sdo responsaveis
pela estrutura e estabilidade de maioneses, cremes ¢ molhos para saladas (Sousa et al., 2007).

Na reprodugdo animal, a descoberta dos efeitos benéficos da gema de ovo sobre a fertilidade do sémen
diluido, em 1939, por Phillips, liderou o seu uso nos meios diluidores de bovinos. Em 1942, Lasley et al.
observaram a capacidade da gema em proteger os espermatozoides contra o choque térmico. A descoberta de
que o s€émen bovino poderia ser congelado com o glicerol, por Polge et al., em 1949, direcionou as pesquisas
para o estudo das qualidades protetoras da gema de ovo (Pace e Grahman, 1974).

Desde entdo, a gema ¢ utilizada e aceita como um ingrediente essencial em diluidores empregados no
congelamento do s€émen. No entanto, 0 mecanismo pelo qual a gema protege os espermatozoides ainda nao foi
elucidado. Varios estudos tém demonstrado que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo as responsaveis
pela resisténcia ao choque térmico, por preservar a motilidade e a integridade do DNA nuclear e das membranas
espermaticas (Manjunath et al., 2002; Moussa et al., 2002).

Nesta revisdo, serdo abordadas as caracteristicas da composi¢do quimica do ovo de galinha ¢ de sua
gema, bem como as possiveis hipdteses sobre o mecanismo de ag¢do das LDL na protecdo espermatica durante o
congelamento.

Origem e composicio basica do ovo de galinha
No ovo da ave, caracterizado como um ovo panlécito, ha uma segregacdo bem demarcada entre

citoplasma e vitelo. O vitelo branco, acumulado durante o crescimento ovocitario, nutre o embrido durante o seu
desenvolvimento. Antes da ovulacdo, hd a deposicdo do vitelo branco, composto por agua e proteinas, e do
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vitelo amarelo, rico em carotenoides e gorduras, o qual se alterna em circulos claros e escuros, de acordo com a
luminosidade do dia. O ovo recém-depositado ja possui casca, membranas da casca, albumen (clara) e vitelo
(gema; Garcia e Fernandez, 2001).

Como os tecidos animais, os ovos sdo formados pelas porgdes liquida, representada pela agua, e solida,
composta de proteinas, gorduras, carboidratos e minerais. Esta composi¢do ¢ o resultado de um complexo
processo bioldgico que envolve a sintese, o transporte ¢ a deposi¢do de substancias e estd intimamente
relacionado com a produgdo da gema, ja que esta ndo ¢ totalmente formada no ovario. A composigdo varia de
acordo com o passar do tempo de sua produgdo. Na fase inicial de producdo, a gema nova contém,
principalmente, gorduras neutras e pouco dos componentes da gema de ovo verdadeira. A fase intermediaria
caracteriza-se pela grande quantidade de proteinas e pela baixa quantidade de gorduras, enquanto a fase final,
que caracteriza a gema do ovo verdadeira, apresenta alto contetido lipidico, que ¢ depositado tardiamente,
durante seu crescimento ativo (Romanoff e Romanoft, 1963; Kuksis, 1992; Burley et al., 1993).

A agua da gema do ovo ¢ oriunda do plasma sanguineo, que entra no interior dele através de canais
especificos ou durante a internalizagdo de outros constituintes. As proteinas soliveis ou embebidas em
lipoproteinas sdo derivadas das proteinas séricas maternas sintetizadas no figado, internalizadas pelos ovdcitos,
por via endocitica mediada por receptores, ¢ parcialmente processadas. Ja os lipideos sdo oriundos da dieta,
vindos diretamente dos alimentos ou indiretamente do metabolismo hepatico de carboidratos e outros
metabolitos. Seu transporte do sangue para a gema ¢ promovido por meio das lipoproteinas sanguineas. Os
triglicérides e os fosfolipideos constituem a principal fonte de energia e estrutura lipidica para o
desenvolvimento embrionario (Burley et al., 1993; Jolivet et al., 2006).

Composicao quimica especifica da gema do ovo de galinha

A gema do ovo é composta principalmente por 68% de LDL, 16% de lipoproteinas de alta densidade,
10% de livetinas e 4% de fosvitinas, localizadas em duas fragdes facilmente separaveis, os granulos e o plasma.
O plasma corresponde a 78% da matéria seca da gema, enquanto os granulos representam 22%. Na matéria seca
da gema, podem-se encontrar 33% de proteinas e 63% de lipideos, divididos em triglicérides (43%), colesterol
(2,6%) e fosfolipideos (18%), sendo estes compostos por 16% de fosfatidilcolina e 2% de fosfatidiletalonamida
(Anton e Gandemer, 1997, Jolivet et al., 20006).

Os granulos sdo estruturas microscopicas, irregulares e insoliveis na gema. Sdo constituidos de 70% de
lipovitelinas, que correspondem as lipoproteinas de alta densidade, 16% de fosvitinas e 12% de LDL. Eles
representam 19-25% da matéria seca, 42-48% do contetido proteico e 15% dos fosfolipideos da gema. A
vitelogenina, uma lipoproteina sintetizada no figado materno por estimulo estrogénico, sofre um processo
enzimatico durante sua passagem do plasma sanguineo para o interior da gema, originando as lipovitelinas e as
fosvitinas. A molécula de lipovitelina é parecida com outras proteinas soliiveis de formato globular, sendo uma
mistura de dois componentes, o e B-lipovitelinas, que se diferem por seu teor de fosforo. Ja as fosvitinas sdo
fosfoglicoproteinas com 10% de fésforo em sua constituicdo e 5-6% de residuos glicidicos. Também apresentam
dois componentes, a e B, que se diferenciam pelo teor dsfbro em sua composicdo. Estes precipitados se
juntam para formar os granulos, sendo incorporadas pequenas quantidades de LDL durante este processo (Dyer-
Hurdon e Nnanna, 1993; Sirvente et al., 2007).

O plasma da gema contém proteinas soluveis, sendo separado dos granulos por meio da centrifugacio.
Este ¢ composto por 85% de LDL e 15% de livetinas. As livetinas s8o proteinas que ndo estdo intimamente
associadas aos lipideos, sendo de trés tipos principais: o, B ¢ y-livetinas. Sua estrutura quimica é semelhante as
proteinas do plasma sanguineo, como albumina, a-2-glicoproteinas, transferrinas e y-globulinas. Diferentemente
de outras proteinas da gema, as livetinas ndo sdo produzidas por indu¢do hormonal, sendo as o e B-livetinas
produzidas no figado, e a y-livetina na medula 6ssea. Existem receptores especificos no oolema que controlam a
entrada dessas proteinas na gema (Kuksis, 1992; Burley et al., 1993).

Com relagdo as lipoproteinas, varios estudos mostram que a lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) ¢ a principal fonte de colesterol e de outros lipideos para os ovdcitos. Sua produgdo no figado aumenta
consideravelmente durante a maturidade sexual da ave, devido a secregdo de estrogeno. A VLDL contém mais
de 80% de massa lipidica, composta principalmente por espécies apolares, como ésteres de colesterol e
triacilglicérides. As apoproteinas presentes estdo representadas pelas apoproteinas-B ¢ VLDL-II. A apoproteina-
B, semelhante a apoproteina B-100 presente no plasma sanguineo humano, também se encontra na molécula da
LDL, sendo a VLDL-II a responsavel por garantir a especificidade dos receptores das lipoproteinas de muito
baixa densidade (Evans ¢ Burley, 1987; Jolivet et al., 2006).

Enquanto as lipoproteinas de alta densidade possuem 80% de proteinas na sua constituigdo contra 20%
de lipideos, as lipoproteinas de baixa densidade sdo compostas por cerca de 11-17% de proteinas e 89% de
lipideos, sendo estes divididos em triacilglicerol (69%), fosfolipideos (27%), colesterol e ésteres de colesterol
(4%; Anton e Gandemer, 1997; Sousa et al., 2007).

As LDL apresentam-se como uma microemulsdo bioldgica com importantes particulas envolvidas no
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transporte ¢ no metabolismo de colesterol. Sdo formadas por uma estrutura esférica de 17-60nm de didmetro,
apresentando um centro composto de triglicerideos e ésteres de colesterol, rodeado por fosfolipideos e
apoproteinas, sendo estas de pelo menos seis tipos diferentes. Cerca de 20% do peso total da particula é
atribuido a apoproteina B-100, que é responsavel pelo reconhecimento das LDL por receptores especificos ¢
pelo controle do seu metabolismo (Reisinger e Atkinson, 1990). Como seus grupos hidrofilicos estdo orientados
para a superficie e os hidrofobicos estdo voltados para o interior, a LDL se mostra muito soluvel em agua e
insoluvel em solventes orgénicos, apresentando densidade de 0,982 g/mL (Martinet et al., 2003).

Anton et al. (2003) citaram que essas lipoproteinas, nas suas propriedades fisicas e estruturais, possuem
alta solubilidade e boa estabilidade, ndo demonstrando alterar sua estrutura em temperaturas extremas (-80 a
75°C). Evans et al. (1968) verificaram que as proteinas presentes nas LDL, com alto e baixo peso molecular, sdo
as mesmas, variando apenas o contetido de triglicérides e fosfolipideos. O tamanho dessas lipoproteinas
aumenta devido ao aumento de lipideos no interior da molécula e ao aumento de fosfolipideos entre as
proteinas. A microscopia eletronica suporta esta teoria, pois evidencia que ha a existéncia de uma estrutura
mosaica em sua superficie, onde lipideos e proteinas ocupam areas distintas e ndo interagem fortemente juntos,
sendo os fosfolipideos responsaveis pela estabilidade lipidica da molécula (Martinet et al., 2003).

Mecanismos de protecio das LDL no congelamento de sémen

O esclarecimento do papel de lipideos e proteinas presentes na LDL sobre a protecdo da membrana
espermatica pode, indiretamente, evidenciar a natureza das mudangas de membrana que ocorrem durante o
resfriamento e o congelamento (Watson, 1981a). Para isso, fosfolipideos, fosfatidilcolina, fragdes lipoproteicas e
lipoproteinas especificas passaram a ser estudados, a fim de se entender os mecanismos de crioprotecdo da
gema. Em 1974, Pace e Graham tentaram purificar e estabelecer a fracdo da gema responsavel pela protecao dos
espermatozoides bovinos congelados. Por meio de varias centrifugacdes e dialises, os pesquisadores
conseguiram separar a gema em trés fracdes, a granular, a fragdo soluvel crua e a fracdo de baixa densidade
crua. Os resultados obtidos mostraram que sémen congelado em meio tampdo sem gema, na presenca ou nao do
glicerol, ndo foi capaz de manter a motilidade espermatica, ao contrario de meios tamponados acrescidos de
gema, na auséncia do glicerol. Nenhum componente protetor foi encontrado nas fragdes soluvel crua e granular,
diferentemente do observado na fragdo de baixa densidade crua, que protegeu tdo bem quanto a gema de ovo
total (Pace e Graham, 1974).

A partir dai, varias hipoteses foram formadas, a fim de tentar esclarecer o possivel mecanismo de agdo
das LDL. Foulkes (1977) propds que os componentes da gema se ligariam firmemente as membranas
espermaticas bovinas, exercendo papel protetor ao estabilizarem a membrana durante o resfriamento, ou ao
conseguirem manter a pressdo coloidal do meio externo. Esta teoria foi refor¢ada por MacDonald e Foulkes
(1981), ao investigarem a interagdo das LDL com espermatozoides bovinos e proteinas seminais, por meio de
teste de fluorescéncia.

Porém, resultados de outros estudos causaram controvérsias em relacdo a essa hipdtese ao sugerirem
que os fosfolipideos presentes nas LDL protegeriam os espermatozoides pela formagdo de um filme protetor na
superficie celular ou substituiriam fosfolipideos perdidos ou danificados da membrana espermatica durante o
congelamento (Foulkes et al., 1980; Quinn et al., 1980; Graham e Foote, 1987).

Ao estudar o papel das LDL sobre espermatozoides ovinos resfriados a 5°C, Watson (1981b) verificou
que ocorre forte ligagdo entre a membrana espermdtica e as lipoproteinas a partir de seus componentes
proteicos. Cookson et al. (1984) afirmaram que essas ligagdes sdo muito fortes, resistindo a mais de dez
processos de lavagens, e que a remogdo do contetdo lipidico das lipoproteinas implicaria a redugdo de sua
capacidade ligante com as membranas espermaticas.

Posteriormente, Parks et al. (1981) verificaram que as células congeladas em meios diluidores sem
gema perdem moléculas de colesterol e fosfolipideos, em resposta ao choque térmico. Neste processo, a gema ¢
as LDL protegeriam os espermatozoides ao doarem lipideos para a membrana plasmatica, contribuindo para a
ndo alteragdo da razdo colesterol/fosfolipideos.

Cookson et al. (1984), ao pesquisarem a interagdo das lipoproteinas da gema com espermatozoides
bovinos utilizando picos cromatograficos da fracdo lipoproteica e imuno-histoquimica, verificaram que ha
contencdo de certas lipoproteinas firmemente ligadas & membrana espermatica, existindo limite na ligacdo. Dos
trés picos cromatograficos obtidos, o terceiro se mostrou mais eficiente na ligagdo com o espermatozoide, assim
como observado por Foulkes (1977) e Foulkes e Stewart (1977).

A ligacdo entre a fracdo de LDL com a membrana espermatica, via ligacdo proteica, foi observada por
Vishwanath et al. (1992). Estes autores afirmaram que a prote¢do contra o choque térmico esta altamente
relacionada a concentragdo de lipideos na molécula, tornando-se fator determinante. Entretanto, como a ligagéo
ocorre primariamente via proteinas, estas, com carga positiva, apresentam grande capacidade de ligacdo com as
proteinas de carga negativa da membrana espermatica dos bovinos.

De Leeuw et al. (1993) formularam varias hipdteses sobre o mecanismo de crioprotegdo por adi¢do de
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lipideos exdgenos. Entre elas, que os lipideos poderiam se associar a superficie da membrana plasmatica ou
poderiam modificar a composi¢do da membrana. Ao se associarem a membrana, os lipideos exdgenos mudam o
momento da fase de transi¢do, diminuindo a sensibilidade da membrana ao resfriamento. Porém, Ricker et al.
(2006), ao avaliarem a fase de transi¢cdo em espermatozoides equinos na auséncia e presenga de crioprotetores a
base de lipideos, verificaram que ndo ha incorporagdo dessas substdncias na membrana espermatica, devido ao
comportamento independente destes com os lipideos de membrana, durante a fase de transi¢do. Eles sugerem
que as fortes liga¢des dos lipideos exdgenos ocorrem apenas na superficie da membrana, o que promoveria uma
barreira fisica aos danos do congelamento e descongelamento, prevenindo a fase de separacdo da membrana por
influéncia do empacotamento.

Outra hipdtese seria a de que as lipoproteinas parecem competir com peptideos catidonicos do plasma
seminal pela ligagdo com a membrana plasmatica do espermatozoide, protegendo-o. Varios estudos observaram
que peptideos catidnicos do plasma seminal atuam fortemente sobre as proteinas da membrana espermatica,
desestabilizando-a, e sugeriram que substancias cationicas da gema do ovo e do leite desnatado poderiam
proteger a membrana espermatica bovina dessa ligagdo indesejada (Vishwanath et al., 1992). Este fato também
foi verificado por um grupo de pesquisadores que observaram alta afinidade das LDL com as proteinas do
plasma seminal bovino (BSPs), o que impede que estas se liguem ao espermatozoide e, consequentemente,
desencadeiem os processos de capacitagdo e hipermotilidade espermatica. Isso ¢ importante porque o plasma
seminal, que facilita o transporte do espermatozoide no trato genital feminino, também contém fatores que
influenciam a motilidade e a fertilidade, sendo deletérios ao sémen estocado, por reduzirem a viabilidade
espermatica (Killian et al., 1993; Thérien et al., 1998; Bergeron e Manjunath, 2006).

A principal fragdo proteica do plasma seminal bovino é representada pela familia de proteinas
designadas como proteina do plasma seminal (BSP)-A1, BSP-A2, BSP-A3 e BSP-30. Essas proteinas se ligam
as fosfatidilcolinas da membrana plasmatica no momento da ejaculagdo, potencializando o fendmeno de
capacitacdo, o que desfavorece o congelamento. As BSPs induzem mudangas no fluxo de substancias na
membrana plasmatica, estimulando a saida do colesterol e dos fosfolipideos, a qual é dependente do tempo e da
concentragdo (Manjunath e Thérien, 2002).

Manjunath et al. (2002) verificaram que a capacidade de formacdo de ligacdes ¢ dependente da
concentragdo de proteinas, sendo que quanto maior a concentracdo de proteinas seminais, menor a ocorréncia de
ligagdes. O complexo BSPs-lipoproteinas de baixa densidade caracteriza-se pela rapidez, estabilidade,
especificidade e por ser dose-dependente. Essa interagdo pode ser benéfica para a protecdo e estocagem dos
espermatozoides nos estados liquido e congelado (Bergeron et al., 2004).

Mesmo sem uma conclusdo sobre o seu real mecanismo de agdo, varios experimentos tém sido
desenvolvidos com as LDL no congelamento do sémen de varias espécies (Moussa et al., 2002; Neves, 2008),
obtendo-se resultados semelhantes ou superiores aos da gema de ovo de galinha adicionada ao meio diluidor, o
que mostra que este pode ser o caminho para a producdo de meios diluidores com composi¢do conhecida e
sanitariamente controlados.

Consideracoes finais

A gema do ovo é rica em complexos proteicos facilmente separaveis, sendo a fracdo granular composta
por estruturas microscopicas, irregulares e insoliveis, enquanto a fragdo do plasma contém proteinas soluveis,
como a LDL. A LDL ¢ formada por uma estrutura esférica rica de triglicéride e ésteres de colesterol, rodeada
por fosfolipideos e apoproteinas de varios tipos. Apesar das diferentes hipdteses existentes sobre seu papel na
crioproteg@o espermatica, esta tem se mostrado, no minimo, tdo eficiente quanto a gema do ovo na manutengéo
da viabilidade espermatica.
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