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RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar o efeito dos diluentes à base de água de coco em pó (ACP-101c®) 

e TRIS adicionado em diferentes concentrações da gema de ovo de galinha d’angola 

(Numida meleagris). Foram colhidos 15 ejaculados de cinco caprinos da raça Anglo 

Nubiana, semanalmente no período de cinco meses, com auxílio de uma vagina 

artificial. Em cada colheira, os ejaculados com motilidade massal (≥ 3), motilidade 

progressiva (≥ 80%) e vigor (≥ 3) foram selecionados. Em seguida, os ejaculados 

foram reunidos em um pool e divididos em 12 grupos e alíquotas iguais de 0,5 mL de 

sêmen e diluídas nos seguintes Grupos Controles – (GC1 TRIS, com  adição 2,5% da 

gema de ovo de galinha Gallus gallus domesticus  GOGD), (GC2 Grupo  ACP-101c®, 

com  adição 2,5% da gema de ovo de galinha Gallus gallus domesticus GOGD) e 

Grupos Experimentais GE, com a adição da gema de ovo de galinha d’Angola (Numida 

meleagris) – (TRIS 2,5%GONM; TRIS 5%GONM; TRIS 10%GOMN; TRIS 15% 

GOMN; TRIS 20%GONM) e  (ACP-101c® 2,5%GONM; ACP-101c® 5%GOMN; ACP-

101c®10%GOMN; ACP-101c® 15%GOMN; ACP-101c® 20% GONM). Posteriormente, 

foram envasadas em palhetas francesas de 0,25 mL e congeladas com auxílio do 

aparelho TK3000® e armazenadas em nitrogênio líquido (-196°C). Após sete dias, as 

amostras foram descongeladas e avaliadas quanto à cinética espermática utilizando 

Computer Assisted Sperm Analyser (CASA), a integridade de membranas, a 

morfologia espermática, a análise de fragmentação do DNA espermático pelo teste 

OpenComet, análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

e análise bromatológica da gema de ovo de Numida meleagris (GONM). Foram 

obtidas as médias e desvios-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA) pelo 

teste PLSD de Fisher para os parâmetros espermáticos motilidade, morfologia, 

análises da viabilidade espermáticas e a cinética espermática (CASA); e pelo teste de 

Kruskal-Wallis para o parâmetro de vigor espermático. Nas análises dos grupos 

contendo GOMN pelo sistema CASA observou-se que os parâmetros MT, MP, VCL, 

VSL, VAP, STR, BCF e ALH obteve-se resultados semelhantes comparados aos 

grupos contendo GOGD (P>0,05). Os parâmetros espermáticos dos grupos contendo 

GOGD e GONM foram avaliados pós diluição e pós-descongelação e pôde-se 

observar que a MT e vigor foi mantidas análogas. A integridade de todas  membranas 

e  acrossomos avaliados não sofreram influência do tratamento (P>0,05) nem do 

diluente empregado para criopreservação (P>0,05). A morfologia espermática foi 
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igualmente preservada pelas diferentes concentrações de GOGD e GONM nos 

diluentes de ACP® e TRIS, sem diferenças significativas estatísticas (P>0,05). No teste 

OpenComet, foi possível observar uma boa viabilidade espermática da GOGD 2,5%, 

GONM 2,5%, GONM 5% nos grupos TRIS e ACP®. Já na avaliação da porcentagem 

de fragmentação de DNA espermático não houveram diferenças significativas 

(P>0,05). Na avaliação por MET  não houve ações danosas nas cabeças dos 

espermatozoides, com membranas íntegras e acrossoma totalmente preservado nos 

grupos GONM e GOGD.  Na análise da GONM verificou-se valores de proteína bruta 

de 9,37%, pH de 6,99 e lipídeos de 34,56%. A GONM pode ser utilizada como 

substituto da GOGD proporcionando uma ação protetora das membranas 

espermáticas, mantendo os parâmetros espermáticos e protegendo o DNA 

espermático. 

 

Palavras-chave: Caprino. Sêmen. Crioprotetor. Gema de ovo de Numida meleagris. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the effect of extenders based on powdered 

coconut water (ACP-101c®) and TRIS added at different concentrations of guinea hen 

egg yolk (Numida meleagris). Fifteen ejaculates were collected from five Anglo Nubian 

goats, weekly over a period of five months, with the aid of an artificial vagina. In each 

harvest, ejaculates with mass motility (≥ 3), progressive motility (≥ 80%) and vigor (≥ 

3) were selected. Then, the ejaculates were collected in a pool and divided into 12 

groups and equal aliquots of 0.5 mL of semen and diluted in the following Control 

Groups - (GC1 TRIS, with 2.5% addition of the egg yolk of Gallus gallus hen 

domesticus GOGD), (GC2 Group ACP-101c®, with 2.5% addition of hen's egg yolk 

Gallus gallus domesticus GOGD) and Experimental Groups GE, with addition of hen's 

egg yolk (Numida meleagris) – (TRIS 2.5%GONM; TRIS 5%GONM; TRIS 10%GOMN; 

TRIS 15% GOMN; TRIS 20%GONM) and (ACP-101c® 2.5%GONM; ACP-101c® 

5%GOMN; ACP -101c®10%GOMN; ACP-101c® 15%GOMN; ACP-101c® 20% 

GONM). Subsequently, they were packaged in 0.25 mL French straws and frozen with 

the aid of the TK3000® device and stored in liquid nitrogen (-196°C). After seven days, 

the samples were thawed and evaluated for sperm kinetics using Computer Assisted 

Sperm Analyzer (CASA), membrane integrity, sperm morphology, sperm DNA 

fragmentation analysis by the OpenComet test, ultrastructural analysis by transmission 

electron microscopy (MET) and bromatological analysis of the egg yolk of Numida 

meleagris (GONM). Means and standard deviations were obtained and analysis of 

variance (ANOVA) was performed using Fisher's PLSD test for sperm parameters 

motility, morphology, sperm viability analysis and sperm kinetics (CASA); and by the 

Kruskal-Wallis test for the parameter of spermatic vigor. In the analyzes of the groups 

containing GOMN by the CASA system, it was observed that the parameters MT, MP, 

VCL, VSL, VAP, STR, BCF and ALH obtained similar results compared to the groups 

containing GOGD (P>0.05). The sperm parameters of the groups containing GOGD 

and GONM were evaluated post-dilution and post-thawing and it could be observed 

that the MT and vigor were kept similar. The integrity of all membranes and acrosomes 

evaluated was not influenced by the treatment (P>0.05) or the diluent used for 

cryopreservation (P>0.05). Sperm morphology was equally preserved by the different 

concentrations of GOGD and GONM in ACP® and TRIS extenders, with no statistically 

significant differences (P>0.05). In the OpenComet test, it was possible to observe a 
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good sperm viability of GOGD 2.5%, GONM 2.5%, GONM 5% in the TRIS and ACP® 

groups. In the evaluation of the percentage of spermatic DNA fragmentation, there 

were no significant differences (P>0.05). In the evaluation by MET there were no 

harmful actions on the sperm heads, with intact membranes and a totally preserved 

acrosome in the GONM and GOGD groups. The GONM analysis showed crude protein 

values of 9.37%, pH of 6.99 and lipids of 34.56%. GONM can be used as a substitute 

for GOGD providing a protective action of sperm membranes, maintaining sperm 

parameters and protecting sperm DNA. 

 

Keywords: Caprine. Semen. Cryoprotectant. Numida meleagris egg yolk. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O rebanho mundial de caprino é composto por 1,03 bilhões de animais 

(FAO, 2017). Segundo dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE), o Estado do Piauí, pelo terceiro ano consecutivo, registra 

crescimento do efetivo número de caprinos, de 1.811.964 para 1.874.530 entre os 

anos de 2018 e 2019, o que significa uma alta de 11% ou 63 mil cabeças/ano (IBGE, 

2019). 

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE o 

rebanho caprinos cresceu 4% no Brasil em 2020, para 12,1 milhões de cabeça, sendo 

10,7 milhões na região nordeste. O  estado da Bahia possuía 30% do rebanho 

brasileiro, sendo o maior produtor de caprino no Brasil, o estado de Pernambuco com 

22% do rebanho constituindo o segundo maior produtor caprino e o estado do Piauí 

com um equivalente de 17% do rebanho no Brasil, o que coloca o Estado na terceira 

posição entre todas as Unidades da Federação (IBGE, 2020).  

O sêmen caprino é extremamente sensível ao choque térmico e às 

variações de pH e pressão osmótica da solução diluente (DEKA; RAO, 1985). Para 

que os espermatozoides ejaculados sobrevivam por longos períodos, é necessária a 

adição de agentes protetores ao sêmen que proporcionem nutrientes como fonte de 

energia, o tamponamento do pH, a pressão osmótica adequada, o equilíbrio 

eletrolítico e o aumento do volume do ejaculado visando aumentar o número de doses 

seminais para a inseminação artificial (IA) (AISEN, 2008). 

Diante dessa problemática, a utilização de biotécnicas da reprodução, 

como a criopreservação seminal, a inseminação artificial (IA), a transferência de 

embrião (TE) e a produção in vitro de embriões (PIV), torna-se necessária a fim de 

intensificar o aumento do rebanho, além da possibilidade de uso de animais 

geneticamente superiores (QIN et al., 2018). 

Diversos meios para criopreservação do sêmen caprino são constituídos: à 

base de citrato de sódio, gema de ovo, lactose, água de coco, Tris (hidroximetil 

aminometano), crioprotetor interno ou penetrante (glicerol, etilenoglicol ou dimetil 

sulfóxido), sais (citrato de sódio ou ácido cítrico) e antibióticos (penicilina ou 

estreptomicina) (PURDY, 2006). 

Por ser uma solução estéril, ligeiramente ácida, composta de gorduras 

neutras, além de indutores da divisão celular e eletrólitos diversos, que lhe conferem 



21 

densidade e pH compatíveis com o plasma sanguíneo, a água de coco fornece os 

nutrientes necessários para sobrevivência e viabilidade dos gametas masculinos e 

femininos criopreservados (CARVALHO et al., 2006). Diluentes à base de água de 

coco in natura têm apresentado resultados satisfatórios quando utilizados para a 

conservação de espermatozoides de espécies como caninos (CARDOSO et al., 

2003), ovinos (MACHADO et al., 2006) e caprinos (SALGUEIRO et al., 2002). 

A partir de 2002 foi produzida a água de coco na forma de pó (ACP®) 

(SALGUEIRO; GONDIM; NUNES, 2002) e vários meios de conservação espermáticos 

foram elaborados e testados para diversas espécies de mamíferos (NUNES; 

SALGUEIRO, 2006) e aves (RONDON et al., 2008). 

A gema de ovo de galinha (Gallus gallus domesticus) é o ingrediente mais 

usual em diluentes de sêmen de mamíferos para preservar os espermatozoides contra 

crioinjúrias durante o processo de congelação-descongelação (FOROUSANFAR et 

al., 2010). 

Um diluente proposto para a criopreservação seminal deve suprir os 

espermatozoides com uma fonte de energia, proteção contra crioinjúrias e a 

manutenção de um ambiente adequado à sobrevivência espermática (PURDY, 2006). 

Nesse sentido, a utilização de um meio à base de água de coco em pó (ACP-101c®) 

associado à gema do ovo da galinha d’angola (Numida meleagris) poderá apresentar 

resultados satisfatórios, tornando-se mais uma opção para o avanço da reprodução 

animal. 

Com base em estudos realizados, tem-se verificado ampla utilização com 

resultados significativos da gema de ovo de galinha como diluente e crioprotetor 

seminal de mamíferos, obtendo resultados positivos tanto na refrigeração quanto na 

congelação. Observa-se que este diluente, quando adicionado no sêmen de caprinos, 

apresenta substâncias que reduzem o choque térmico, possivelmente pela ação 

protetora das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) que se ligam firmemente aos 

espermatozoides (BARROS; TONIOLLI, 2011). 

Meios diluentes à base de ACP® têm demonstrado viabilidade na 

criopreservação seminal caprino (SALGUEIRO et al., 2003). Entretanto, conforme 

outros experimentos, a eficiência deste para a criopreservação do sêmen caprino 

ainda necessita de avaliações comparando com outros diluentes. 
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Nesse sentido, a utilização do meio de criopreservação de sêmen caprino 

à base de água de coco em pó (ACP-101c®) adicionado gema de ovo da galinha 

d’angola como crioprotetor externo poderá apresentar resultados satisfatórios, 

tornando-se mais uma opção para o avanço da reprodução animal. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Sistema Reprodutivo do Macho Caprino 

 

O sistema reprodutivo do macho caprino é composto por órgãos que, de 

forma conjunta, atuam na produção de espermatozoides para posterior deposição no 

trato reprodutivo da fêmea. Nesse contexto, fazem parte do sistema reprodutivo 

masculino: dois testículos, dois epidídimos, dois ductos deferentes, duas ampolas do 

ducto deferente, glândulas reprodutivas acessórias (próstata, bulbouretrais e 

vesiculares), um pênis e um prepúcio (KONIG; LIEBICH, 2016). 

Os testículos situam-se um paralelo ao outro, de forma pendular em um 

divertículo do abdômen denominado escroto, possuindo por sua vez, funções 

endócrinas e exócrinas, ou seja, produção de hormônios e produção de 

espermatozoides, respectivamente (DYCE; SACK; WENSING, 2004; SACK; 

WENSING, 2004). 

O escroto é formado por seis túnicas, caracterizando uma dobra cutânea. 

São elas: pele ou escroto, dartos, túnica celulosa, cremáster, túnica fibrosa e túnica 

vaginal (GONÇALVES et al., 2008). Além do escroto, os testículos estão envoltos por 

uma cápsula espessa, constituída por tecido conjuntivo denso, denominada túnica 

albugínea. Septos de tecidos da túnica albugínea se estendem para o interior dos 

testículos formando os lóbulos, uma vez que nos ruminantes estes septos são mais 

finos (BACHA JR.; BACHA, 2003). 

Os túbulos seminíferos retorcidos situam-se dentro de cada lóbulo 

testicular, sendo revestidos por um epitélio estratificado composto por células 

espermatogênicas e células de Sertoli. Já o tecido intersticial localizado entre os 

túbulos seminíferos comporta as células de Leydig (BACHA JR.; BACHA, 2003). 

As células de sustentação ou de Sertoli são células que compõem o epitélio 

seminífero, estendendo-se da lâmina basal para o lúmen dos túbulos seminíferos. São 

responsáveis por formarem junções intercelulares (zonas de oclusão), e devido a 

essas junções, o conteúdo presente nos vasos sanguíneos, logo abaixo da lâmina 

basal, não pode comunicar-se com os componentes do lúmen dos túbulos 

seminíferos. Esse mecanismo é denominado barreira hemato-testicular 

(SAMUELSON, 2007). As células de Sertoli são menos numerosas comparadas às 
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células espermatogênicas. Possuem núcleo oval ou triangular pálido e nucléolo 

proeminente (BACHA JR.; BACHA, 2003). 

As células intersticiais ou de Leydig estão presentes nos espaços entre os 

túbulos seminíferos, sendo responsáveis por sintetizar e secretar testosterona, 

hormônio responsável pelas características masculinas. Estas células possuem como 

características núcleos pequenos e redondos, além de citoplasma acidófilo (BACHA 

JR.; BACHA, 2003). 

Os espermatozoides produzidos nos túbulos seminíferos alcançam os 

túbulos retos e progridem para a rede do testículo, ductos eferentes e epidídimo 

(SAMUELSON, 2007). 

O epidídimo é um órgão constituído por um ducto enovelado e longo, com 

tamanho variado de acordo com as diferentes espécies (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Este 

é dividido em cabeça, corpo e cauda (KONIG; LIEBICH, 2016). 

A cabeça do epidídimo possui formato plano, sendo unida à parte superior 

do testículo no seu polo dorsal. O corpo do epidídimo é a porção mais estreita, unindo 

a cabeça à cauda. Já no polo ventral, situa-se a cauda do epidídimo (HAFEZ; HAFEZ, 

2004). Aproximadamente 25% a 70% dos espermatozoides produzidos diariamente 

podem ser armazenados pela cauda do epidídimo (GONÇALVES; FIGUEIREDO; 

FREITAS, 2008). As condições necessárias para a maturação, desenvolvimento da 

motilidade e armazenamento de espermatozoides é concedida pelo epidídimo 

(HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

O ducto deferente, corresponde à continuação do sistema de ductos da 

cauda do epidídimo para a uretra pélvica. Ao deixar o testículo em direção ao 

abdômen é circundado por vasos linfáticos, artéria, veia e nervos testiculares (REECE, 

2014). As glândulas acessórias produzem secreções que cooperam para a formação 

do plasma seminal, sendo este o meio pelo qual os espermatozoides utilizam para 

nutrir-se, além de atuar como veículo espermático (KONIG; LIEBICH, 2016). 

As glândulas vesiculares são encontradas em pares, possuindo formato 

lobulado. A frutose é o seu principal componente, atuando no suprimento energético 

dos espermatozoides (KONIG; LIEBICH, 2016). O seu conteúdo atua também como 

substância tamponante, impedindo desta forma, alterações de pH no ambiente em 

que os espermatozoides estão. A anti-aglutinina é uma proteína produzida pela 

próstata. Sua principal função é prevenir a aglutinação dos espermatozoides, fazendo 

com que estes se movimentem livremente. 
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As glândulas bulbouretrais são incumbidas pela produção de mucina, que 

proporciona um aspecto gelatinoso ao sêmen, além de proteger os espermatozoides 

(HAFEZ; HAFEZ, 2004). O óstio interno do colo da bexiga e o óstio externo da uretra, 

na extremidade do pênis, delimitam a uretra masculina (DYCE; SACK; WENSING, 

2004). O órgão copulador do macho é o pênis, estrutura pela qual passam 

espermatozoides e urina. O tecido cavernoso ou tecido erétil é a principal estrutura 

que ocupa o pênis internamente. No bode, há uma flexura sigmoide, que quando está 

em repouso forma um S, conhecido como S peniano. A extensão da flexura sigmoide 

ocorre no momento da cópula. O prepúcio corresponde a uma prega de pele 

responsável por envolver a extremidade livre do pênis (KONIG; LIEBICH, 2016). 

 

2.2 Diluentes para o Sêmen Caprino 

 

As principais finalidades dos diluentes seminais são: fornecer energia aos 

espermatozoides; protege-los durante a manipulação nas variações de temperatura; 

manter o pH adequado; inibir o crescimento bacteriano e, associado à taxas lentas de 

decréscimo de temperatura, possibilitar que as células percam água por osmose, 

inibindo a formação de grandes cristais de gelo intracelulares, fornecendo assim, 

condições favoráveis para que as células permaneçam com qualidade e viabilidade 

após o processo de congelação e descongelação (SILVA; GUERRA, 2011; WATSON, 

2000). 

Um bom diluente se caracteriza pela ausência de toxicidade à célula 

espermática, pela osmolaridade adequada, poder nutritivo e tampão eficaz, pelos 

estabilizadores de membrana, pelo pH, que favorece a sobrevivência espermática e 

por último, por ser de fácil preparo e baixo custo (CONCANNON; BATISTA, 1989; 

PURDY, 2006). 

A capacidade tampão de um diluente tem grande importância para o sêmen 

de bodes, uma vez que, devido a sua alta concentração espermática, apresenta uma 

ação frutolítica intensa. Como consequência desse processo metabólico, há um 

acúmulo de ácido lático e carbônico, que causa a morte dos espermatozoides, motivo  

necessário manter o pH entre 6,2 e 6,8. A necessidade de adicionar eletrólitos aos 

meios diluentes decorre do fato de que sua ausência total provoca a perda de 

características vitais aos espermatozoides, em virtude de fenômenos endosmóticos. 
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A pressão osmótica dos diluentes, para o sêmen de bode, deve oscilar entre 300 e 

330 mOsm/L H2O (NUNES; SALGUEIRO; SOUSA, 2019). 

Para aprimorar os meios utilizados para diluição seminal, substâncias 

antioxidantes (MEMOM et al., 2012; PENITENTE-FILHO et al., 2014; SHAFIEI et al., 

2015), carboidratos (NAING et al., 2010; QUAN et al., 2012), crioprotetores 

(BÜYÜKLEBLEBICI et al., 2014; FARSHAD; KHALILI; FAZELI, 2009; KULAKSIZ et 

al., 2013), entre outros componentes, têm sido alvos de diversos estudos. 

Segundo Gibbons (2002), é imprescindível na composição de um diluente 

usado para a congelação do sêmen caprino uma substância tampão como o Tris, sais 

como o citrato de sódio, um ou mais açúcares (glicose, frutose, lactose, rafinose ou 

trealose), crioprotetores penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetilsulfóxido) e não-

penetrantes (leite ou gema de ovo) além de antibióticos, sendo a penicilina e a 

estreptomicina os mais utilizados. Um dos diluentes mais utilizados para sêmen 

caprino é composto por diversas substâncias, tais como: Tris, ácido cítrico, frutose, 

gema de ovo e glicerol (NEVES et al., 2008). O Tris é uma substância solúvel em 

água, disponível comercialmente em um alto grau de pureza na forma de cristais. Ele 

permanece estável em temperatura ambiente por diversos meses, atuando como 

tampão iônico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (MCPHAIL; GOODMAN, 1984). 

Para sêmen caprino, entre os meios mais estudados e utilizados no 

processo de criopreservação estão: Tris-gema de ovo de galinha (BISPO et al., 2011; 

MATOS-BRITO et al., 2013), Citrato-gema de ovo de galinha (BISPO et al., 2011; 

MATOS-BRITO et al., 2013), diluentes à base de leite desnatado (DORADO et al., 

2010; KÜÇÜK et al., 2014), à base de soja, como a versão comercial Bioxcell® 

(PENITENTE-FILHO et al., 2014; ROOF et al., 2012); à base de água de coco, 

comercialmente vendido como o ACP-101® (OLIVEIRA et al., 2011), entre outros. 

Contudo, segundo Maia (2014), as taxas de concepção obtidas utilizando sêmen 

caprino criopreservado, ainda não são satisfatórias. Com isso, muitas pesquisas 

continuam sendo desenvolvidas para aperfeiçoar os diluentes e assim melhorar a 

qualidade e viabilidade seminal pós-descongelação (ANSARI et al., 2012; NAING et 

al., 2010). 

De acordo com Purdy (2006), além do Tris, diluentes à base de leite em pó 

desnatado também são muito utilizados; entretanto, o primeiro confere os melhores 

resultados de motilidade após a descongelação (DEKA; RAO, 1985). Isso porque o 

sêmen caprino apresenta particularidades que limitam o uso exacerbado de diluentes 
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ricos em fosfolipídios, como aqueles à base de leite ou mesmo com altas proporções 

da gema de ovo de galinha. Tal fato se deve a certos componentes do plasma seminal 

específicos desta espécie e produzidos principalmente na contra estação sexual 

(NEVES et al., 2008). Esses componentes foram primariamente definidos como EYCE 

(enzima coaguladora da gema de ovo de galinha; ROY et al., 1957) e SBUIII 

(proveniente da glândula bulbouretral e que causava decréscimo da sobrevivência 

espermática quando se usava diluentes a base de leite; NUNES et al., 1982). 

Entretanto, estudos mais recentes identificaram essas duas enzimas como sendo a 

mesma molécula (LEBOEUF; RESTALL; SALAMON, 2000). Trata-se da fosfolipase 

“A”, uma glicoproteína lipase produzida na glândula bulbouretral dos caprinos que 

hidrolisa fosfolipídios presentes nos diluentes, formando lisolecitinas e ácidos graxos, 

substâncias tóxicas aos espermatozoides (PURDY, 2006). Diante deste problema, 

buscou-se um meio diluente pobre em fosfolipídios, sendo então desenvolvida a água 

de coco em pó (ACP®) como uma alternativa viável para a diluição do sêmen caprino 

(SALGUEIRO; GONDIM; NUNES, 2002). 

 

2.3 Crioprotetores Seminais 

 

O aperfeiçoamento da criopreservação seminal tem evoluído 

progressivamente desde a descoberta do potencial crioprotetor do glicerol. Esta 

técnica é de suma importância para as demais biotecnologias da reprodução, pois 

permite que o sêmen coletado seja armazenado à baixas temperaturas e utilizado 

posteriormente para diversos fins, como na IA, múltiplas ovulações e transferência de 

embriões (MOTE) e no processo de produção in vitro de embriões (PIV) (KONYALI et 

al., 2013; MAIA, 2014). 

As soluções utilizadas como diluidores do sêmen diferem em eficiência, em 

quantidade e na qualidade dos componentes. Porém, todos possuem a finalidade de 

preservação dos espermatozoides por meio da nutrição, proteção de sua membrana 

plasmática e equilíbrio osmótico (DIAS, 2010). 

De acordo com a função, o crioprotetor pode interagir com a membrana 

celular, proporcionando sua estabilização, evitando lesões (DIAS, 2010). Outras 

substâncias podem atuar na diminuição da produção de cristais de gelo intracelular 

que são formados pela congelação da água livre intracelular, estes cristais podem 

perfurar a membrana da célula espermática promovendo a morte do espermatozoide. 
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Os valores de motilidade e vigor dos espermatozoides em relação ao tempo 

de exposição aos diluidores são alguns dos parâmetros que podem demonstrar a 

eficiência destas soluções. Desconsiderando as vias inerentes às fêmeas, pode-se 

esperar que as células com pouca movimentação e/ou, pouca velocidade e com 

alteração na membrana plasmática possuam baixa capacidade de encontrar e 

fecundar um oócito in vivo, características que podem ser melhoradas com o uso de 

um diluente mais eficiente para determinada espécie (DIAS, 2010).  

 

2.3.1 Crioprotetores não-penetrantes (extracelulares) 

 

Um crioprotetor externo age no meio extracelular, assim sendo, ele pode 

agir como um soluto, reduzindo a temperatura de congelação do meio (BEZERRA, 

2010). A gema de ovo (Gallus gallus domesticus)  é usada largamente como 

crioprotetor externo (RIBEIRO; LARA; BAIÃO, 2007). 

Os crioprotetores classificados como não-penetrantes são macromoléculas 

com ação crioprotetora que se dispõem entre a membrana plasmática e os fluidos 

hiperosmóticos durante a congelação (HOLT; HEAD; NORTH, 1992; SILVA, 2010), 

constituindo sua crioproteção efetiva, mesmo quando são utilizadas em elevadas 

velocidades de congelação, o que leva à promoção de uma rápida desidratação 

celular (ÁVILA-PORTILLO et al., 2006). Os crioprotetores não-penetrantes de maior 

utilização são a gema de ovo de galinha e o leite desnatado, embora outros agentes 

também possam ser utilizados com a mesma finalidade, como é o caso de alguns 

aminoácidos e açúcares (PURDY, 2006). 

Yodmingkwan et al. (2016), avaliaram o sêmen caprino refrigerado e 

congelado utilizando 2,5% da gema de ovo de galinha, e obtiveram resultados 

indicando que, nessa concentração, a gema de ovo foi suficiente para atingir taxas 

satisfatórias de motilidade no sêmen pós-descongelação. 

O leite é um líquido orgânico que possui certa capacidade tampão, 

viscosidade adequada para manutenção dos espermatozoides no meio líquido, e 

abundância de carboidratos que seriam utilizados pelos espermatozoides na produção 

de energia (CASTELO, 2008; FROTA, 2008; SILVA, 2008). Sabe-se que duas 

substâncias responsáveis por esta característica são: a lactose, que age como 

elemento energético, e a caseína que é uma substância capaz de potencializar a 

atividade cinética dos espermatozoides (CUNHA, 2002). 
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Bergeron et al. (2007), concluíram que as caseínas do leite reduzem a 

ligação das proteínas do plasma aos espermatozoides, minimizando a perda de 

lipídeos da membrana plasmática durante os procedimentos de criopreservação e 

aumentando a proteção espermática durante a refrigeração e a congelação-

descongelação. Ademais, produz um efeito protetor do leite sobre a célula 

espermática envolvendo proteínas ao invés de lipídios como ocorre com os diluentes 

com gema de ovo de galinha.Purdy (2006) ressaltou que a escolha do açúcar incluído 

no crioprotetor deve ser baseada na sua funcionalidade e nas propriedades químicas. 

Dentre os açúcares utilizados nos meios diluentes estão os açúcares simples, como 

a frutose e a glicose, e os açúcares não-penetrantes na célula, como lactose, rafinose 

e trealose (GRAHAM, 1996). 

A ação dos açúcares não-penetrantes consiste em elevar a pressão 

osmótica, resultando na desidratação celular, com consequente redução da formação 

de gelo intracelular. Os açúcares podem interagir com os fosfolipídios da membrana 

plasmática, reorganizando-a e, a partir disto, aumentando a capacidade de 

sobrevivência dos espermatozoides submetidos ao processo de criopreservação 

(BUCAK et al., 2007). 

A gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD) é um dos constituintes 

mais utilizados como base dos diluentes de sêmen dos animais domésticos. Ela 

protege o espermatozoide contra o choque térmico, devido à presença das frações 

LDLs na sua composição, preservando o espermatozoide. Essa proteção se deve à 

presença de fosfolipídios, que agem na superfície celular, restaurando a perda de 

fosfolipídios que ocorre durante o choque térmico e prevenindo, consequentemente, 

a ruptura da membrana celular (BISPO, 2009). 

A prevenção conferida pelos lipídios com relação ao choque térmico está 

relacionada com a retirada do íon Ca+2 do meio, evitando sua entrada no 

espermatozoide. É possível que os lipossomas interajam com o Ca+2 e outros 

componentes do meio de congelação que afetem a tonicidade ou a fração da água 

não congelada durante a criopreservação (GRAHAM; SQUIRES, 1996; WILHEM; 

GRAHAM; SQUIRES, 2006). 

Valente et al. (2010), avaliaram a substituição parcial ou total da GOGD no 

diluente de sêmen e observaram que a adição de trealose e glicina, associada à 

substituição da glicose pela frutose, não foi capaz de compensar a ausência da 

GOGD. Estes autores avaliaram que os melhores resultados de motilidade, 
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termorresistência, fertilidade in vitro e in vivo pós-descongelação foram obtidos após 

utilização da GOGD no meio diluente. 

Bispo (2009) avaliou diferentes porcentagens da GOGD (20% e 2,5%) no 

diluente citrato-gema e constatou que aquele com baixa concentração de gema (2,5%) 

proporcionou melhores resultados em relação ao com alta concentração (20%) 

referentes ao sêmen caprino refrigerado. 

A composição da gema do ovo de galinha é bastante variável, uma vez que 

é um composto de origem animal e que pode ter diferentes composições de acordo 

com as práticas de manejo alimentar utilizadas na criação das aves (BRAGA et al., 

2005; RIBEIRO; LARA; BAIÃO, 2007). Segundo Barreto et al. (2006), a GOGD 

apresenta a seguinte composição: 49,0% de umidade e 51,0% de sólidos totais; sendo 

que, destes, 30,9% são lipídios totais. Todavia, a gema de ovo de galinha não é 

inteiramente definida, sendo um composto biológico que contêm proteínas, vitaminas, 

fosfolipídios, glicose, componentes bactericidas e antioxidantes (HOUPALATHI et al., 

2007). 

 

2.3.2 Crioprotetores penetrantes (intracelulares) 

 

Um crioprotetor intracelular tem a capacidade de penetrar na célula 

espermática através de difusão passiva, permanecendo na membrana e no 

citoplasma. Isso faz com que o meio fique hipertônico, o que promove a desidratação 

da célula, prevenindo a formação de cristais de gelo dentro da célula (PURDY, 2006). 

No caso do espermatozoide, promovem sua desidratação devido ao fluxo 

de água osmoticamente direcionado (BEZERRA, 2010). Muitos crioprotetores 

penetrantes (glicerol, dimetilsulfóxido, dimetilformamida, etilenoglicol, propilenoglicol) 

e suas combinações têm sido testadas; todavia, o crioprotetor penetrante mais 

frequentemente utilizado para espermatozoides continua sendo o glicerol, 

apresentando os melhores resultados (BEZERRA, 2009). O glicerol é um composto 

orgânico, pertencente a função álcool, líquido na temperatura ambiente, inodoro, 

incolor, viscoso, com massa molecular de 92 g/mol (FERNANDES et al., 2002). 

A adição de glicerol pode ser feita em dois momentos: na diluição inicial, 

quando o sêmen ainda está em temperatura ambiente, ou após a refrigeração do 

sêmen a 4 °C, com o intuito de reduzir o efeito tóxico do mesmo (SILVA; GUERRA, 

2011). 
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Os crioprotetores penetrantes são substâncias que diminuem as lesões de 

origem química ou mecânica que a congelação causa na célula espermática 

(GONZALES, 2004; KAROW, 2001). As características físico-químicas ideais que um 

crioprotetor penetrante deve possuir são: baixo peso molecular, alta solubilidade em 

meio aquoso e uma baixa toxicidade celular (NASH, 1966). 

A agilidade de um crioprotetor de se ligar ao hidrogênio da molécula de 

água é a mais importante característica de um bom crioprotetor (GONZALES, 2004; 

NASH, 1966). A toxicidade de um crioprotetor é influenciada por sua concentração, 

momento de adição e temperatura em que é realizada a exposição da célula ao agente 

(GONZALES, 2004; NASH, 1966). 

Os crioprotetores penetrantes foram classificados por Ashwood-Smith 

(1987) em dois grupos, os dos álcoois e o das amidas. Os crioprotetores álcoois são 

principalmente o glicerol, o etilenoglicol (FICKEL; WAGENER; LUDWIG, 2007) e o 

metanol. Os crioprotetores amidas são a acetamida, a lactamida (KASHIWAZAKI et 

al., 2006), a dimetilformamida (SILVA et al., 2006) e a dimetilacetamida (CALDERAM 

et al., 2008). 

Muitos crioprotetores permeáveis à membrana, como por exemplo, o 

glicerol, o etilenoglicol e o propilenoglicol, foram testados na criopreservação de 

sêmen caprino. Porém, o mais utilizado ainda é o glicerol (BISPO, 2009). 

O glicerol atua sobre a membrana admitindo a sua estabilização, evitando 

danos sobre a estrutura, que são gerados pela exposição da célula a elevadas 

concentrações de sais durante a congelação (HOLT; HEAD; NORTH, 1992). O seu 

efeito crioprotetor se relaciona à sua capacidade de ligação com a água e à baixa 

dissociação com sais, portanto, reduzindo a osmolaridade do meio de 

criopreservação. Isto ocorre por sua capacidade de atravessar facilmente a membrana 

celular, mantendo a osmolaridade interna e externa. Modifica a formação de cristais 

de gelo, de modo que a lesão das células espermáticas durante a cristalização é 

reduzida, uma vez que este agente penetra na célula e substitui parcialmente seu 

conteúdo de água e eletrólitos (SINGH, 2006). 

O glicerol, um crioprotetor celular, é largamente utilizado para a congelação 

de sêmen caprino, cuja concentração usada em diferentes estudos varia de 3 a 9%, 

com melhores resultados entre 4 e 7% do diluente utilizado (LEBOEUF; RESTALL; 

SALAMON, 2000). 
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Em estudo sobre o etilenoglicol na criopreservação do espermatozoide 

caprino, Souza et al. (2002), observaram que o grupo que continha glicerol a 7% foi 

mais eficaz em preservar a motilidade pós-descongelação do que o grupo com 

etilenoglicol a 7%, embora não houve diferença (p > 0,05), entre os grupos, em relação 

às alterações morfológicas. 

Soares (2002) avaliou, em sêmen canino, a capacidade crioprotetora do 

etilenoglicol em diluente Tris-gema de ovo de galinha na manutenção da motilidade, 

do vigor e da morfologia espermática concluindo que, em determinadas 

concentrações, o etilenoglicol pode substituir o glicerol em diluentes à base de Tris-

gema. 

Os efeitos tóxicos que o glicerol exerce sobre os espermatozoides são 

apresentados por Hammerstedt e Grahan (1992) que descreveram uma provável 

interação molecular do glicerol com a membrana plasmática dos espermatozoides, 

alterando sua fluidez pela inserção na dupla camada lipídica, o que modifica a 

viscosidade citoplasmática e, dessa forma, afeta todas as reações metabólicas. 

 

2.4 Água de Coco na Reprodução 

 

A água de coco tem sido empregada na biotecnologia da reprodução 

animal obtendo-se bons resultados com a utilização da mesma na preservação do 

sêmen de diversas espécies (NUNES, 1986) 

Nunes (1986) realizou os primeiros trabalhos com a água de coco como 

diluente seminal, e a primeira espécie a ser usada foi a caprina, na cidade de Maceió 

no estado de Alagoas (Brasil), onde o sêmen dos caprinos eram avaliados após duas 

horas de incubação a 37 ºC. Foram observados que tanto a motilidade progressiva 

como a porcentagem de espermatozoides móveis possuíam valores superiores 

quando o sêmen era diluído em uma solução de água de coco, quando comparados 

aos espermatozoides que eram diluídos em solução à base de leite desnatado 

(NUNES; SALGUEIRO, 1999). 

Resultados similares foram encontrados ao utilizar os mesmos diluentes na 

refrigeração de sêmen a 4 ºC e no uso para IA de cabras que haviam sido 

sincronizadas com tratamento hormonal. Na IA com o sêmen de caprinos diluído em 

água de coco e refrigerado a 4 ºC encontrou-se uma taxa de parição superior a 60% 

(NUNES, 1986). 
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Araújo e Nunes (1991) avaliando o sêmen caprino diluído e congelado em 

água de coco in natura com 10% de gema de ovo de galinha e sem gema de ovo 

galinha, verificaram que, após a descongelação, o sêmen diluído em água de coco 

com 10% de gema conferiu uma maior sobrevivência aos espermatozoides in vitro. 

De acordo com Nunes (1986; 1987), o sêmen diluído em água de coco 

possui uma maior fertilidade quando comparado com o diluente à base de leite. Em 

um trabalho realizado por Freitas (1988), utilizando IA em cabras, com água de coco 

como diluente seminal, obteve-se um nascimento de 55,6% de fêmeas e 44,4% de 

machos. Este resultado sugere uma possível influência da água de coco sobre a pré-

seleção de espermatozoides “X”, influenciando desta maneira, uma maior taxa de 

fecundação dos espermatozoides portadores destes cromossomos. 

Nunes, Combarnous e Priscila (1994) isolaram uma molécula que ativa o 

metabolismo espermático; esta molécula é do grupo das auxinas o ácido 3-indol 

acético (IAA), que possui ação hormonal estimuladora de crescimento em vegetais.  

Nunes e Salgueiro (1999) verificaram que na água de coco pode ter 

variações de acordo com o estágio de maturação e com a espécie do fruto, onde isso 

pode influenciar os resultados tanto in vitro como in vivo. 

A adição de diluentes convencionais no sêmen de diferentes espécies 

aumentou a motilidade espermática e a taxa de fertilidade, além de permitir a sua 

conservação durante períodos mais longos (NUNES; COMBARNOUS, 1995). Cruz 

(1994) obteve uma fertilidade significantemente superior com o uso de sêmen ovino 

preservado por 48 horas a 4 ºC em meio contendo IAA (40,74%) quando comparado 

com o sêmen em meio à base de leite (14,81%). 

Devido aos bons resultados observados nos primeiros estudos com a água 

de coco in natura para conservação de células espermáticas realizadas por Nunes 

nos anos das décadas de 80 e 90, foi elaborado um meio de conservação à base de 

água de coco sob a forma de pó (ACP®), onde se caracterizou a padronização e 

estabilização da água de coco in natura através do processo de desidratação 

(SALGUEIRO; GONDIM; NUNES, 2002). 

A partir do ano de 1997, começaram-se os estudos que levaram a uma 

padronização do fruto (coco) que se chamou de ideal para ser utilizado nos processos 

biológicos. A estabilização da água de coco retirado do fruto ideal só foi conseguida 

no ano de 2002. A água de coco processada possui estabilidade e longevidade, sem 
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problemas de acondicionamento mantendo todas as propriedades inerentes do 

produto original (SALGUEIRO; GONDIM; NUNES, 2002). 

A partir daí, o insumo básico – ACP®, foi utilizado na elaboração de diversos 

diluentes para sêmen, com formulações ajustadas para as condições da fisiologia 

espermática de cada espécie, recebendo então uma denominação específica 

segundo a espécie: caprinos (ACP-101®), ovinos (ACP-102®), suínos (ACP-103®), 

peixes de água doce (ACP-104®), equinos (ACP-105®), cães (ACP-106®), aves (ACP-

108®), bovinos e bubalinos (ACP-111®), humanos (ACP-113®), felídeos (ACP-117®). 

E a partir de 2002, diversos estudos foram realizados para confirmar os 

dados já obtidos com o diluente com água de coco in natura e novos estudos foram 

realizados visando aprimorar a técnica: em caprinos (AGUIAR et al., 2012; BANDEIRA 

et al., 2012; CÂMARA et al., 2016; FERNANDES et al., 2012; FURTADO et al., 2019; 

MAIA FILHO et al., 2012; MESQUITA et al., 2004; NUNES; SALGUEIRO, 2011; 

OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; SALGUEIRO et al., 2002; SALGUEIRO 

et al., 2006; SALGUEIRO; NUNES, 2012; SANTOS et al., 2012; SOUSA et al., 2020; 

SOUZA et al., 2004; CORDEIRO et al., 2003), ovinos (BARÇANTE et al., 2016; BRITO 

et al., 2012; BRITO et al., 2014; BRITO et al., 2019; CÂMARA et al., 2012; CASTRO 

et al., 2016; CAVALCANTE et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2014; CORDEIRO et 

al., 2004b; FARIAS et al., 2012; MACHADO et al., 2006; MAIA et al., 2020; 

MONTEIRO et al., 2002; NUNES et al., 2007; PONTES et al., 2016; SALGUEIRO et 

al., 2004; SOUSA et al., 2012; SOUSA et al., 2016; CORDEIRO et al., 2004a), suínos 

(BARROS et al., 2016; BARROS et al., 2017; GUIMARÃES et al., 2018; TONIOLLI et 

al., 2012; TONIOLLI et al., 2010; TONIOLLI et al., 2013), peixes de água doce 

(CARVALHO et al., 2014a; CARVALHO et al., 2014b; LEITE-CASTRO et al., 2011; 

LINHARES et al., 2012; LINHARES et al., 2015; LINHARES et al., 2017; MELO-

MACIEL et al., 2015; SALMITO-VALDERLEY et al., 2012; VIVEIROS-LEAL et al., 

2008), equinos (BRASILEIRO et al., 2019; SAMPAIO NETO et al., 2002), cães 

(BARBOSA et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; CARDOSO; SILVA; SILVA, 2005a; 

CARDOSO; SILVA; SILVA, 2005b; CARDOSO et al., 2004; CARDOSO et al., 2007; 

CARDOSO et al., 2010; CARDOSO et al., 2011; CARDOSO et al., 2012a; CARDOSO 

et al., 2012b; MADEIRA et al., 2010; MOTA FILHO et al., 2011; MOTA FILHO et al., 

2013; MOTA FILHO et al., 2014; SILVA et al., 2018; SILVA; CARDOSO; SILVA, 2006; 

UCHÔA et al., 2011; UCHÔA et al., 2012a; UCHÔA et al., 2012b), aves (FROTA et 

al., 2014; LAVOR et al., 2011; LAVOR et al., 2012a; LAVOR et al., 2012b; RONDON 
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et al., 2008), bovinos (KUNKEL et al., 2014; MACHADO et al., 2010; MACHADO et 

al., 20120), búfalos (ZORZETTO et al., 2017), humanos (SILVEIRA et al., 2015), 

felídeos (BARBOSA et al., 2020; LIMA et al., 2014; LIMA et al., 2016), e animais 

domésticos (NUNES; SALGUEIRO, 2006). 

 

2.5 Composição Química Específica da Gema do ovo de Galinha (Gallus gallus 

domesticus; GOGD) e da Gema do ovo de Galinha D’angola (Numida meleagris; 

GONM) 

 

A gema de ovo (Gallus gallus domesticus) tem sido bastante utilizada para 

estabilizar as membranas biológicas, minimizando os efeitos negativos do choque 

térmico, uma vez que esta é bastante fluida e na refrigeração reduz essa fluidez 

(BISPO et al., 2011). 

A GOGD é um componente largamente utilizado na composição de 

diluentes de sêmen por apresentar propriedade nutritivas e protetoras de membrana 

contra o choque térmico. A principal substância encontrada no ovo é a LDL que é 

implicada como principal responsável pela resistência ao choque térmico e melhoria 

na motilidade (MANJUNATH; THÉRIEN, 2002; MOUSSA et al., 2002). 

Os valores para gema de ovo e albumina (clara) são de 33,04% e 57,10% 

em G. domesticus, e de 32,68% e 50,3% em N. meleagris, respectivamente 

(ADENOWO, 1999). 

A GOGD é composta principalmente por 68% de LDL, 16% de lipoproteínas 

de alta densidade, 10% de livetinas e 4% de fosvitinas, localizadas em duas frações 

facilmente separáveis, os grânulos e o plasma. O plasma corresponde a 78% da 

matéria seca da gema; enquanto os grânulos representam 22%. Na matéria seca da 

gema, podem-se encontrar 33% de proteínas e 63% de lipídios, divididos em 

triglicérides (43%), colesterol (2,6%) e fosfolipídios (18%), sendo estes compostos por 

16% de fosfatidilcolina e 2% de fosfatidiletalonamida (ANTON; GANDEMER, 1997; 

JOLIVET et al., 2006). 

Os grânulos são estruturas microscópicas, irregulares e insolúveis na 

gema. São constituídos de 70% de lipovitelinas, que correspondem às lipoproteínas 

de alta densidade, 16% de fosvitinas e 12% de LDL. Eles representam 19 à 25% da 

matéria seca, 42 à 48% do conteúdo proteico e 15% dos fosfolipídios da gema. A 

vitelogenina, uma lipoproteína sintetizada no fígado materno por estímulo estrogênico, 
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sofre um processo enzimático durante sua passagem do plasma sanguíneo para o 

interior da gema, originando as lipovitelinas e as fosvitinas (JOLIVET et al., 2006). 

A molécula de lipovitelina é parecida com outras proteínas solúveis de 

formato globular, sendo uma mistura de dois componentes, α e β-lipovitelinas, que se 

diferem por seu teor de fósforo. Já as fosvitinas são fosfoglicoproteínas com 10% de 

fósforo em sua constituição com 5 à 6% de resíduos glicídicos. Também apresentam 

dois componentes, α e β, que se diferenciam pelo teor de fósforo em sua composição. 

Estes precipitados se juntam para formar os grânulos, sendo incorporadas pequenas 

quantidades de LDL durante este processo (DYER-HURDON; NNANNA, 1993; 

SIRVENTE et al., 2007). 

O plasma da gema de ovo Gallus gallus domesticus contém proteínas 

solúveis, sendo separado dos grânulos por meio da centrifugação. Este é composto 

por 85% de LDL e 15% de livetinas. As livetinas são proteínas que não estão 

intimamente associadas aos lipídios, sendo de três tipos principais: α, β e γ-livetinas. 

Sua estrutura química é semelhante às proteínas do plasma sanguíneo, como 

albumina, α-2-glicoproteínas, transferrinas e γ-globulinas. Diferentemente de outras 

proteínas da gema, as livetinas não são produzidas por indução hormonal, sendo as 

α e β-livetinas produzidas no fígado, e a γ-livetina na medula óssea. Existem 

receptores específicos no oolema que controlam a entrada dessas proteínas na gema 

(BURLEY; EVANS; PEARSON, 1993; KUKSIS, 1992). 

Com relação às lipoproteínas, vários estudos mostraram que a lipoproteína 

de muito baixa densidade (VLDL) é a principal fonte de colesterol e de outros lipídios 

para os ovócitos. Sua produção no fígado aumenta consideravelmente durante a 

maturidade sexual da ave, devido à secreção de estrógeno. A VLDL contém mais de 

80% de massa lipídica, composta principalmente por espécies apolares, como ésteres 

de colesterol e triacilgliceróis. As apoproteínas presentes estão representadas pelas 

apoproteínas-B e VLDL-II. A apoproteína-B, semelhante à apoproteína B-100 

presente no plasma sanguíneo humano, também se encontra na molécula da LDL, 

sendo a VLDL-II a responsável por garantir a especificidade dos receptores das 

lipoproteínas de muito baixa densidade (EVANS; BURLEY, 1987; JOLIVET et al., 

2006). 

Enquanto as lipoproteínas de alta densidade possuem 80% de proteínas 

na sua constituição contra 20% de lipídios, as lipoproteínas de baixa densidade são 

compostas por aproximadamente de 11 à 17% de proteínas e 89% de lipídios, sendo 
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estes divididos em triacilglicerol (69%), fosfolipídios (27%), colesterol e ésteres de 

colesterol (4%) (ANTON; GANDEMER, 1997; SOUSA et al., 2007). 

As LDL apresentam-se como uma microemulsão biológica com importantes 

partículas envolvidas no transporte e no metabolismo de colesterol. São formadas por 

uma estrutura esférica de 17 à 60 nm de diâmetro, apresentando um centro composto 

de triglicerídeos e ésteres de colesterol, rodeado por fosfolipídios e apoproteínas, 

sendo estas de pelo menos seis tipos diferentes. Aproximadamente 20% do peso total 

da partícula é atribuído à apoproteína B-100, que é responsável pelo reconhecimento 

das LDL por receptores específicos e pelo controle do seu metabolismo (REISINGER; 

ATKINSON, 1990). Como seus grupos hidrofílicos estão orientados para a superfície 

e os hidrofóbicos estão voltados para o interior, a LDL se mostra muito solúvel em 

água e insolúvel em solventes orgânicos, apresentando densidade de 0,982 g/mL 

(MARTINET et al., 2003). 

Anton et al. (2003), citaram que essas lipoproteínas, nas suas propriedades 

físicas e estruturais, possuem alta solubilidade e boa estabilidade, não demonstrando 

alterar sua estrutura em temperaturas extremas (-80 à 75 ºC). Evans et al. (1968), 

verificaram que as proteínas presentes nas LDL, com alto e baixo peso molecular, são 

as mesmas, variando apenas o conteúdo de triglicerídeos e fosfolipídios. O tamanho 

dessas lipoproteínas aumenta devido ao aumento de lipídios no interior da molécula 

e ao aumento de fosfolipídios entre as proteínas. A microscopia eletrônica suporta 

esta teoria, pois evidencia que há a existência de uma estrutura mosaica em sua 

superfície, onde lipídios e proteínas ocupam áreas distintas e não interagem 

fortemente juntos, sendo os fosfolipídios responsáveis pela estabilidade lipídica da 

molécula (MARTINET et al., 2003). 

O ovo de galinha d’Angola (Numida meleagri) contém 83,3% de porção 

comestível e tem peso médio total de 35,4 g. A porção comestível contém níveis 

médios de proteína de 85,5% com perfil de aminoácido melhor que o ovo de galinha 

(Gallus gallus Domesticus). É uma boa fonte de ferro, tem um índice de aminoácidos 

de 1,52 g e uma relação de eficiência proteica de 3,21 g, ácidos gordurosos totais de 

6,74 g / 100 g de amostra e uma energia de proteína de 49,3% (ADEYEYE, 2010). 

As composições nutricionais aproximadas do ovo de Gallus gallus 

domesticus, Gallus gallus híbrido e Numida meleagris são mostrados no quadro 1. 
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Quadro 1 – Comparação do valor nutricional do ovo (gema e clara) das 

espécies Gallus gallus domesticus, Gallus gallus hibrido e Numida meleagris 

Nutrientes Gallus gallus domesticus Gallus gallus hibrido Numida meleagris 

Sódio (mg/100g) 850.00 ± 22,4b 150.00 ±7,16a 191.00 ±6,71a 

Potássio (mg/100g) 162.00 ±5,88a 197.50 ±3,91a 321.50 ±7,62b 

Ferro (mg/100g) 3.50 ±0,70a 7.10 ±0,11b 12,45 ±0,09a 

Cálcio (mg/100g) 2.90 ±0,23a 14.80 ±0,91b 26.60 ±0,63b 

Vit. C (mg/100g) 121,50 ±0,14b 110,50 ±0,16ab 97,50 ±0,71a 

Vit. A (mg/100g) 0,33 ±0,88a 0,21 ±0,91a 0,31 ±0,62a 

Umidade mg/100g 60,45 ± 0.14b 55,60 ± 0,16a 50,50 ± 0,71a 

Proteína mg/100g 3,34 ± 0,88a 3,85 ± 0,91a 4,30 ± 0,62a 

Gordura mg/100g 27,65 ± 0,70a 30,41 ± 0,22a 31,49 ± 0,41a 

Cinza mg/100g 3,42 ± 0,23b 1,50 ± 0,11b 2,15 ± 0,25ab 

Fonte: Adaptado de Bashir et al. (2015). 

 

O ovo das três espécies não mostrou nenhuma diferença no teor de 

proteína e gordura (p > 0,05). Já o ovo de Numida meleagris apresentou maior 

quantidade de potássio, ferro, cálcio, e quatro vezes menos sódio que o de G. 

domesticus. (BASHIR et al., 2015). 

Geralmente ovos de aves têm forma oval com pequenas diferenças entre 

as espécies. Apesar de suas pequenas diferenças, a forma do ovo é considerada fator 

importante na caracterização das espécies de aves (BASHIR et al., 2015). 

A Numida meleagris produz números substanciais de ovos. Na França, 

esses animais foram melhorados não apenas para crescer rapidamente, mas também 

para uma grande postura, em média até 190 ovos por ano (ADEYEYE, 2010). A 

qualidade do ovo reflete em suas características e também determinam a 

aceitabilidade para os consumidores (SONG et al., 2012). Os ovos de galinha (Gallus 

gallus domesticus) têm sido amplamente estudados para avaliação de sua 

composição. No entanto, tais informações não são bem documentadas para outras 

espécies de aves, incluindo a Numida meleagris (OBIKE; OKE; AZU, 2011). 

Os ovos são alimentos altamente versáteis, contendo muitos nutrientes. 

Ovos da maioria das espécies de aves podem ter semelhanças na sua composição; 

no entanto, informações sobre a qualidade dos ovos e características ainda são 

limitadas (DUDUSOLA, 2010). Até o ano de 2012, não havia relatos sobre a 

composição química da GONM. 

Os primeiros dados de composição química da GONM (gema de ovo de 

Numida meleagris) foram relatados por Adeyeye (2010 ): umidade 49,80%, proteína 

bruta 15,74%, gordura bruta 31,91%, cinza bruta 1,86%, aminoácidos (glutamina 
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13,9%, aspartato 9,63%, leucina 8,07%, arginina 7,12%, lisina 7,01%, valina 5,61%, 

prolina 5,6%, glicina 5,6%, fenilalanina 5,56%, isoleucina 5,03%, serina 4,94%, 

alanina 4,7%, treonina 3,95%, tirosina 3,69%). Apesar da avaliação englobar vários 

aminoácidos o autor não determinou a quantidade de triptofano nas análises.  

O quadro 2 apresenta a composição de minerais da gema de ovo das 

espécies Gallus gallus domesticus, Gallus gallus hibrido e Numida meleagris. 

 

Quadro 2 – Composição de minerais da gema de ovo das espécies Gallus 

gallus domesticus, Gallus gallus hibrido e Numida meleagris 

Espécie 
Minerais (mg / 100 g) 

Sódio Potássio Ferro Cálcio 

Gallus gallus domesticus 850.000 162.00 3.50 2.90 

Gallus gallus hibrido 150.50 197.50 7.10 14.80 

Numida meleagris 191.00 321.50 12.45 26.60 

Fonte: Adaptado de Adeyeye et al. (2010). 

 

Analisando o quadro 2, no que se refere a comparação da composição de 

minerais, é possível observar que a GONM apresenta concentração maior de 

potássio, ferro e cálcio, quando comparados com a galinha híbrida e a doméstica, 

perdendo apenas na concentração de sódio, que foi maior na galinha híbrida. Esses 

dados são de extrema importância quando se trabalha com diluentes ou crioprotetores 

seminais, uma vez que minerais são essências para a viabilidade espermática; além 

disso, a concentração nos diluentes seminais deve estar em equilíbrio osmótico para 

evitar a degradação da membrana plasmática (ADEYEYE, 2010). 

O teor de vitamina C foi de 121,50 GOGD; 110, 50 GOGH; e 97,50 mg/100g 

da gema de ovo de Numida meleagris (GONM), respectivamente. Já o teor de vitamina 

A foi de 0,33 GOGD; 0,21 GOGH; e 0,31 mg/100g da gema de ovo de Numida 

meleagris (GONM), respectivamente (ADEYEYE, 2010). 

A concentração de vitamina C foi menor na GONM; no entanto, não houve 

uma discrepância nessa concentração. Os níveis de vitamina A foram basicamente 

semelhantes em GONM e GOGH. Atualmente diversos trabalhos demonstram a ação 

benéfica das vitaminas sobre a conservação das células espermáticas, como o 

trabalho realizado por Martinez-Paramo et al. (2012), que relatam que a vitaminas C 

é um antioxidante não enzimático que protege os espermatozoides de danos 

oxidativos do DNA e previnem a deterioração oxidativa de lipídios poli-insaturados 

presentes na membrana que rodeia as células e as organelas. 
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A gema do ovo de Gallus gallus domesticus tem sido utilizada na 

biotecnologia da reprodução como ingrediente essencial nos meios diluentes para 

refrigeração e congelação de espermatozoides em várias espécies domésticas 

(NEVES; HENRY, 2012). Mesmo assim, ainda há uma escassez de informações 

acerca das qualidades nutricionais dos ovos de aves domésticas (BASHIR et al., 

2015), principalmente nas concentrações de fosfolipídios. Gema de ovo de galinha é 

o ingrediente mais usual em diluentes de sêmen de mamíferos para preservar os 

espermatozoides contra crioinjúrias durante o processo de congelação-

descongelação (BENCHARIF et al., 2008; FOROUSANFAR et al., 2010). 

Está provado que a fração de LDL da GOGD é responsável pelo efeito 

crioprotetor durante o processo de criopreservação de espermatozoides de mamíferos 

(BERGERON; MANJUNATH, 2006; MOUSSA et al., 2002). Além disso, os 

fosfolipídios da GOGD, como fosfatidilcolina são muito importantes para a 

manutenção de integridade da membrana espermática durante o processo de 

congelação-descongelação (BERGERON; MANJUNATH, 2006). De acordo com 

Forousanfar et al. (2010), um dos grandes entraves na utilização da GOGD em 

diluentes está relacionado com a ampla variabilidade de sua composição.  

 

2.6 Crioinjúrias Celulares 

 

A exposição dos espermatozoides a condições extremamente 

desfavoráveis como o processo de criopreservação promove um processo de grande 

estresse celular, comprometendo a viabilidade espermática (PURDY, 2006). 

Os processos de congelação e descongelação do sêmen induzem danos 

bioquímicos, funcionais e ultraestruturais aos espermatozoides (WATSON, 2000), 

resultando em redução da motilidade, integridade de membrana e capacidade de 

fertilização (PURDY, 2006). 

Particularmente, a congelação induz injúrias diretas às células, explicadas 

por duas hipóteses dependendo da taxa de congelação do sistema: a formação de 

gelo intracelular a taxas rápidas de congelação e o “efeito solução” a taxas lentas de 

congelação (MAZUR, 1970). 

Quando a taxa de congelação é rápida, a água intracelular congela e forma 

cristais de gelo, tidos como letais para a célula. Por outro lado, quando a taxa de 

congelação é lenta os cristais de gelo se formam na solução extracelular primeiro, o 
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que gera um aumento na concentração de eletrólitos da fração não congelada. O 

aumento na concentração induz, consequentemente, desidratação celular através de 

uma diferença de pressão osmótica. Se a desidratação é severa, toxicidade ou injúria 

celular pode ser induzida devido à alta concentração de eletrólitos, o que é 

denominado de “efeito solução” (FAHY, 1980). 

Sabe-se que a formação de cristais intracelulares é letal e consiste no 

principal mecanismo de danos envolvido quando usadas taxas rápidas de congelação 

(TONER; CRAVALHO; KAREL, 1993), mas, a injúria pelo “efeito solução” não está 

completamente compreendida (HAN; BISCHOLF, 2004). 

A utilização adequada de diluentes e aditivos crioprotetores pode reduzir 

os danos das células espermáticas (JEYEDRAN et al., 2008). O choque térmico que 

ocorre nas células espermáticas de mamíferos submetida à refrigeração rápida da 

temperatura corpórea (± 38 ºC) a temperaturas próximas a 5 ºC repercute na 

viabilidade espermática, uma vez que ocorre um decréscimo irreversível da motilidade 

espermática, assim como mudanças na bioquímica e no funcionamento dos 

espermatozoides, como: redução da taxa de glicólise, respiração celular e frutólise, 

aumento da degeneração do ácido desoxirribonucleico e liberação de material 

intracelular (WATSON, 2000). 

Borges et al. (2011), relataram que a sensibilidade ao choque térmico varia 

conforme a espécie animal, quantidade e composição do plasma seminal. Os mesmos 

autores afirmaram que a sensibilidade ao choque térmico pode ser determinada pelo 

conteúdo de colesterol da membrana, grau de saturação dos ácidos graxos, tipo de 

fosfolipídios e quantidade de proteína presente na membrana. 

A congelação espermática de forma rápida, aliado à descongelação lenta, 

resultará em danos causados pela formação de pequenos cristais de gelo. Esses 

cristais podem se agrupar e formar grandes cristais, que rompem a membrana 

(WATSON, 2000). De acordo com Snoeck (2003) a melhor curva de congelação deve 

ser suficientemente lenta para permitir que os espermatozoides se desidratem, e 

rápida o bastante para evitar que as células espermáticas fiquem expostas por muito 

tempo às elevadas concentrações de soluto. 

Após o processo de descongelação Azêredo et al. (2001), observaram uma 

diminuição na motilidade do sêmen caprino. A eficiência do glicerol e do etilenoglicol 

como crioprotetores na congelação do sêmen caprino foi avaliada por Bittencourt et 
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al. (2004). Os autores concluíram que o glicerol a 7% proporcionou maiores taxas de 

motilidade, todavia também foi observado mais alterações morfológicas. 

 

2.7 Avaliação da Viabilidade Espermática “In Vitro” Pós-Descongelação 

 

2.7.1 Padrões do sêmen caprino segundo o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 

(CBRA) 

 

Após a colheita, o sêmen caprino deve ser avaliado conforme as normas 

do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA). Os ejaculados são avaliados 

quanto ao volume (0,5 a 2,0 mL), cor (branca a acinzentada), aspecto (cremoso, 

leitoso ou aquoso), turbilhonamento (0-5), vigor (0-5), motilidade total (0-100%), 

viabilidade, morfologia e a concentração espermática, sendo esta, mensurada em 

câmara de Neubauer (espermatozoides/mm³) (Quadro 3-5) (MANUAL CBRA, 2013). 

 

Quadro 3 – Características desejáveis do ejaculado de caprinos coletados por 

vagina artificial 

Fonte: Adaptado do Manual do CBRA (2013). 

 

Quadro 4 – Características desejáveis para a dose de espermatozoides 

refrigerados 

Fonte: Adaptado do Manual do CBRA (2013). Sptz = espermatozoides. 

 
 
 

Características Valores 
Volume 0,5 – 1,5 mL 
Cor  Branca ou amarelo-marfim  
Odor  “sui generis” 
Movimento de massa  ≥ 4 
Motilidade espermática  80 (70-90%) 
Vigor  ≥ 3 
Concentração espermática  2-5 x 10⁹/ mL 
Nº total espermatozoides/ejaculado  3-5 x 10⁹ 
Espermatozoides morfologicamente normais  ≥ 80% 

Características Valores 
Motilidade espermática ≥ 60% 
Vigor ≥ 3 
Dose inseminante convencional 150x10⁶ sptz móveis 
Volume da dose 0,025 - 0,050 mL 
Espermatozoides normais 
Defeitos maiores 

≥ 80% 
≤ 10% 
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Quadro 5 – Características desejáveis para dose de espermatozoides 

congelados 

Fonte: Adaptado do Manual do CBRA (2013). Sptz = espermatozoides. 

 

2.7.2 Cinética espermática 

 

A avaliação da cinética espermática é essencial na análise da qualidade do 

sêmen (MATOS et al., 2008). Com intuito de amenizar a variabilidade devido a 

subjetividade humana, foram desenvolvidos vários sistemas de Análise de Sêmen 

Auxiliada por Computador (CASA – Computer-assisted Sperm Analyser), definida 

como um sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens 

sucessivas dos espermatozoides, fornecendo informação acurada, precisa e 

significativa do movimento individual de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004). 

O CASA permite uma mensuração objetiva de diferentes características da 

cinética espermática, mostrando alto nível de precisão e segurança, sendo atualmente 

utilizado como uma ferramenta para melhorar o nosso conhecimento e habilidade para 

manipular espermatozoides. Esse sistema tem demonstrado ser uma ferramenta útil 

no monitoramento da qualidade espermática de amostras submetidas a diferentes 

tratamentos experimentais (FARREL et al., 1996), na pesquisa de novos diluentes 

seminais, crioprotetores ou outros tipos de processamento (AMANN; KATZ, 2004). 

Como também, tem sido valioso na quantificação da hiperativação, no 

estabelecimento da relação entre qualidade do sêmen do doador e a verdadeira 

fertilidade da amostra e nas avaliações gerais da conveniência do uso de machos para 

reprodução (FARREL et al., 1996; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002; 

MATOS et al., 2008). 

 

 

 

 

 

Características Valores 
Motilidade espermática ≥ 30% 
Vigor ≥ 2 
Nº sptz por palheta (0,25 e 0,50) 40x10⁶ móveis  
Espermatozoides normais 
Defeitos maiores 

≥ 80% 
≤ 10% 
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Os parâmetros cinéticos comumente obtidos através de analisadores de 

sêmen computadorizados são: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), 

velocidade curvilinear (VCL), velocidade média da trajetória (VAP), velocidade linear 

(VSL), linearidade (LIN), índex de oscilação ou retilinearidade (STR), amplitude do 

deslocamento lateral da cabeça (ALH), e frequência do batimento cruzado (BCF) 

(Quadro 6; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002; ARRUDA et al., 2011). 

Os três parâmetros de velocidade (VCL, VAP, VSL) são comumente 

utilizados para a descrição geral do movimento do espermatozoide, entretanto, para 

uma avaliação adicional, foram estabelecidos os parâmetros LIN e STR, que tratam 

das relações entre estas velocidades (Fig. 1; MORTIMER, 1997). 

 

Quadro 6 – Parâmetros informativos de motilidade espermática obtidos através 

do software Sperm Class Analyzer (SCA®, Microptics, S.L., Barcelona, 

Espanha) 

(continua) 

Parâmetro Sigla Unidade Descrição 

Motilidade total MT % Percentual de espermatozoides móveis 

Motilidade progressiva MP % Percentual de espermatozoides progressivos 

Velocidade curvilinear VCL µm/s Velocidade da trajetória real do 
espermatozoide 

Velocidade média da trajetória VAP µm/s Velocidade da trajetória média do 
espermatozoide 

Velocidade linear VSL µm/s Velocidade em função da linha reta 
estabelecida entre o primeiro e o último ponto 
da trajetória do espermatozoide 

Linearidade LIN % Relação percentual entre VSL e VCL 

Fonte: Adaptado de Mortimer (1997). 

Figura 1 – Representação gráfica da análise de velocidades e amplitude de 

deslocamento lateral da cabeça por meio do software Sperm Class Analyzer 

(SCA®, Microptics, S.L., Barcelona, Espanha) 
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Index de oscilação ou 
retilinearidade 

STR % Relação percentual entre VAP e VCL 

Amplitude do deslocamento 
lateral da cabeça 

ALH µm/s Deslocamento médio da cabeça do 
espermatozoide em sua trajetória real em 
relação à trajetória média ou linear 

Frequência do batimento 
cruzado 

BCF µm/s Frequência que a cabeça do espermatozoide 
atravessa a trajetória média 

Fonte: Adaptado de Mortimer (1997). 

 

2.7.3 Morfologia espermática 

 

A análise morfológica deve ser realizada sob imersão (aumento de 1.000x) 

onde as primeiras 200 células observadas são classificadas quanto aos defeitos de 

forma e estrutura. A estrutura do espermatozoide é formada por cabeça, colo, peça 

intermediária e flagelo, sendo este último subdividido em peça principal e peça 

terminal (BARTH; OKO, 1989; RICARTE; SILVA, 2010). A cabeça do espermatozoide 

é formada principalmente pelo núcleo. Entre a membrana plasmática e a porção 

anterior do núcleo existe o acrossoma, uma estrutura de dupla camada de membranas 

que contém enzimas (hialuronidase e acrosina) responsáveis pela destruição do 

cumulus oophorus e da zona pelúcida do oócito durante a fecundação (BEARDEN; 

FUQUAY, 1997; RICARTE; SILVA, 2010). 

Como o espermatozoide é uma célula translúcida, sua visualização sob 

microscopia óptica comum não é muito nítida para avaliação do contorno celular; por 

isso, quando se dispõe somente de microscopia óptica comum deve-se fazer uso da 

técnica de esfregaço corado. De forma geral, as características morfológicas 

espermáticas são analisadas usualmente utilizando-se esfregaços corados como rosa 

de bengala, giemsa, eosina-nigrosina, azul de bromofenol e outros (CBRA, 2013). 

A alta frequência de espermatozoides morfologicamente anormais ou a alta 

incidência de um único defeito podem reduzir a fertilidade. As anormalidades 

morfológicas são classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificações 

dividem as alterações de acordo com a região: cabeça, peça intermediária e cauda, 

ou em primários e secundários, ou defeitos maiores e menores (HOWARD et al., 

1988). 

Uma técnica bastante simples de determinação da integridade de 

membrana é pelo método de coloração supravital eosina-nigrosina, técnica que pode 

ser realizada a campo, fazendo o uso de um microscópio óptico de fundo claro (PAPA 

et al., 2014). A técnica consiste na penetração do corante, que contém componentes 

(conclusão) 
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permeabilizantes (eosina), através da membrana lesada, o que permite a 

diferenciação entre células viáveis e não viáveis, embora menos específica que outras 

técnicas como as sondas fluorescentes (COLENBRANDER; GADELLA; STOUT, 

2013). 

Para a avaliação da morfologia espermática na espécie caprina é 

recomendado que é o percentual de espermatozoides normais seja igual ou superior 

a 80% e que o percentual de espermatozoides com defeitos maiores seja igual ou 

inferior a 10% (CBRA, 2013). 

 

2.7.4 Microscopia de fluorescência 

 

A utilização de sondas fluorescentes tornou-se uma importante ferramenta 

para avaliar a funcionalidade da célula espermática (RODRIGUES et al., 1994). O 

iodeto de propídio (IP) é largamente utilizado para avaliar a integridade da membrana 

espermática, pois somente penetra nas células com membrana lesada emitindo 

fluorescência vermelha após ligação específica com o DNA (GARNER et al., 1986; 

GRAHAM et al., 1990; GARNER et al., 1994; CELEGHINI et al., 2010). 

 

2.7.5 Teste hiposmótico 

 

Quando um espermatozoide é exposto a uma solução hiposmótica, aqueles 

funcionais absorvem a água, desencadeando um mecanismo de equilíbrio entre a 

solução e o meio. Assim, há a ingurgitação celular, pois, a água vai para o meio menos 

concentrado, levando a um inchaço característico. Essa pressão intracelular faz com 

que a haja o enrolamento da cauda, desta forma podendo identificar os 

espermatozoides lesionados e não-lesionados. Os espermatozoides que não 

possuem a membrana integra não fazem troca osmótica, permanecendo com a cauda 

reta (COLENBRANDER; STOUT, 2011). A leitura é realizada em microscópio de 

contraste de fase com o aumento de 400 x, sendo realizada uma contagem de 200 

espermatozoides. O resultado é expresso em porcentagem de espermatozoides 

íntegros ou reativos ao teste osmótico (CBRA, 2013). 
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2.7.6 Método Cometa 

 

É um método de eletroforese em microgel para detecção e quantificação 

de quebras das fitas do DNA, em células individuais, usando microscopia e pH alcalino 

(pH > 13) (PARK; CHOI, 2007; ZAIA, 2015). 

Em animais, poucos estudos com o ensaio Cometa foram desenvolvidos. 

Simões (2010) padronizou a técnica para espermatozoides bovinos. No trabalho, não 

foi observada correlação entre a técnica e o CASA. Ademais, foi necessária a 

adaptação da técnica para a espécie, pois o espermatozoide bovino parece possuir 

uma compactação do material genético muito maior que a encontrada em 

espermatozoides humanos (SIMÕES, 2010). 

O método baseia-se na lise de membranas celulares, seguida pela indução 

da migração eletroforética (microeletroforese) do DNA liberado em matriz de agarose 

(BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). A célula migrada, quando vista no microscópio, 

adquire a forma aparente de um cometa, com cabeça, a região nuclear, e cauda, a 

qual contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na direção do ânodo 

(BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). 

Partindo-se do princípio de que a maioria dos agentes genotóxicos induzem 

mais quebras em fitas simples do que em fitas duplas do DNA, a versão alcalina da 

técnica apresenta maior sensibilidade para a detecção da indução de danos ao DNA 

(TICE et al., 2000). Isso se dá pelo fato de que, durante o tratamento alcalino, ocorre 

o relaxamento e desespiralização dos sítios de rompimento da molécula do DNA 

(ROJAS et al., 1999). 

O  biomarcador genético se desenvolveu rapidamente e ganhou 

popularidade, tornando-se amplamente utilizado como ferramenta no 

biomonitoramento (ANDRIGHETTI-FRÖHNER, 2003; ZAIA, 2015). 

Adicionalmente, as vantagens incluem a sua simplicidade (análise de 

pequeno número de células), rápido desempenho, e sua alta sensibilidade para vários 

tipos de danos no DNA em qualquer tipo de célula, desde que nucleada (GONÇALVES 

et al., 2003). Uma desvantagem deste teste é a diversidade de métodos para 

quantificação do dano, podendo ser utilizado: o tamanho da cauda comparada ao 

núcleo, à porcentagem e intensidade de fragmentação da cauda, ou até mesmo 

ambas as medições (MOREIRA, 2010). 
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Logo, a padronização do método de interpretação dos resultados é 

essencial para análise dos dados. Além disso, novos estudos com células somáticas 

estão direcionando a associação do ensaio cometa com a mensuração da 

suscetibilidade ao estresse oxidativo e com a hibridização in situ (SHAPOSHNIKOV; 

FRENGER; COLLINS, 2009; COLLINS, 2008). 

 

2.7.7 Avaliação ultraestrutural 

 

A avaliação da ultraestrutura permite a análise da célula espermática em 

uma proporção subcelular que não é observada em microscopia óptica. Essa 

avaliação é importante para observar possíveis alterações estruturais dos 

componentes do espermatozoide que possam ocorrer na escala nanométrica. Nesta 

escala, as alterações somente podem ser observadas em equipamentos mais 

precisos, como o microscópio eletrônico de transmissão (SILVA, 2010).  

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é uma ferramenta utilizada 

para determinar o tamanho e a forma das estruturas inorgânicas e biológicas baseada 

na interação dos elétrons incidentes sobre a matéria (SILVA, 2010). 

A utilização da MET como técnica de avaliação espermática é 

substancialmente menor que as demais avaliações espermáticas, devido 

principalmente ao custo operacional da técnica. No entanto, é uma técnica de 

grande importância devido à possibilidade de avaliação das estruturas da célula 

espermática em uma escala muito pequena, favorecendo a visualização de alterações 

não observadas por meio dos testes comuns. 

Testes de avaliação da ultraestrutura dos espermatozoides já foram 

realizados em diferentes espécies de animais tais como cães (SILVA et al., 2009), 

bovinos (CAIXETA, 2020; LUQUE; BAO, 2006), caprinos (SOARES et al., 2011), 

ovinos (PIVKO et al., 2012; SILVA et al., 2011), galos (SOARES; BELLETTI, 2006) e 

jumentos (CRESPILHO et al., 2006). Os testes possibilitaram a avaliação de 

modificações ultraestruturais após a manipulação do sêmen, principalmente no 

processo de congelação-descongelação, que não eram observados em testes 

utilizando microscopia óptica (HASHIDA et al., 2005, SILVA et al., 2009; SILVA; 

GERRA, 2011). 

Portanto, a utilização de avaliações laboratoriais que permitam analisar as 

funções espermáticas associada à avaliação ultraestrutural do espermatozoide 
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permite uma análise das célula espermática após o contato com diferentes 

substâncias ou após alterações de temperaturas. Desta forma, é importante utilizar-

se destas ferramentas para uma investigação criteriosa da interação dos 

espermatozoides com as substâncias dos diluentes. 

Em estudos realizados por Moura et al. (2013) a avaliação qualitativa da 

ultraestrutura dos espermatozoides por meio da MET possibilitou identificar danos 

espermáticos que não seriam perceptíveis na análise por microscopia óptica. Assim, 

apesar desse método não ser utilizado rotineiramente na avaliação do sêmen de 

cães, em virtude do custo elevado de processamento, ressalta-se a importância de 

sua utilização, visando predizer in vitro a viabilidade espermática in vivo, uma vez 

que não foi realizada IA utilizando amostras de sêmen descongeladas sob diferentes 

temperaturas (SILVA et al., 2009).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar a viabilidade in vitro do sêmen caprino criopreservado em meio à 

base de água de coco em pó (ACP-101c®) acrescido de crioprotetor contendo gema 

de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris). 

 

3.2 Específicos 

 

a) Realizar a bioprospecção da gema de ovo de galinha d’Angola (N. 

meleagris) através de revisão sistemática; 

b) Realizar a avaliação bromatológica da gema de ovo de galinha d’Angola 

(N. meleagris); 

c) Elaborar diluente para sêmen caprino à base de ACP-101c® acrescido 

de gema de ovo de galinha d’Angola (N. meleagris) como crioprotetor 

externo alternativo (ACPote); 

d) Avaliar a viabilidade dos espermatozoides caprinos preservados em 

ACPote sobre: 

▪ Avaliar os parâmetros espermáticos caprinos (turbilhonamento, 

motilidade e vigor) do sêmen fresco (análise subjetiva) e descongelado 

(análise objetiva utilizando o sistema CASA); 

▪ Avaliar a morfologia espermática caprina pós-descongelação por meio 

da análise subjetiva; 

▪ Avaiar a viabilidade espermática caprina (integridade de membranas 

plasmática, acrossomal e mitocondrial) por meio do da técnica de 

imunofluorescência; 

▪ Avaliar a integridade do DNA espermático caprino, por meio do método 

cometa; 

▪ Avaliar a integridads morfológica das membranas e organelas 

(avaliação dos danos ultraestruturais) dos espermatozoides caprinos 

por meio da análise de microscopia eletrônica de transmissão.  
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Resumo  28 

Objetivou-se avaliar os efeitos dos diluentes TRIS e ACP - 101c® adicionados a diferentes 29 

concentrações da gema de ovo de galinha d’angola (Numida meleagris). Para tanto, foram 30 

colhidos quinze ejaculados de cinco caprinos da raça Anglo Nubiana. Em seguida, os ejaculados 31 

foram reunidos em um pool, e este foi dividido em 12 grupos, sendo dois grupos controles (GC1 32 

TRIS, com adição 2,5% da gema de ovo de galinha Gallus gallus domesticus GOGD), (GC2 33 

Grupo Controle ACP - 101c®, com adição de 2,5% de gema de ovo de galinha Gallus gallus 34 

mailto:louishms@hotmail.com.br
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domesticus, GOGD) e dez grupos experimentais (GE), com a adição de diferentes 1 

concentrações de gema de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris, GONM)  em meios 2 

TRIS e ACP. Seguidamente, procedeu-se a criopreservação e armazenamento em nitrogênio 3 

líquido (-196 °C). Após sete dias, as amostras foram descongeladas e avaliadas quanto à cinética 4 

espermática, análise de membranas por imunofluorescência e morfologia espermática. Na 5 

análise dos grupos contendo GONM pelo sistema CASA, observou-se que vários parâmetros 6 

foram semelhantes aos dos grupos contendo GOGD (P>0,05). A integridade da membrana, o 7 

potencial mitocondrial e o acrossomo não sofreram influência dos tratamentos (P>0,05), assim 8 

como dos diluentes empregados para criopreservação (P>0,05). A morfologia espermática foi 9 

igualmente preservada pelas diferentes concentrações de GOGD e GONM nos diluentes de 10 

ACP® e TRIS, sem diferenças significativas estatísticas (P<0,05). Conclui-se que a gema de 11 

ovo de Numida meleagris pode ser utilizada eficazmente como crioprotetor externo de 12 

membrana, acrescida aos diluentes ACP-101c® e TRIS. 13 

Palavras-chave: Caprino, Sêmen, Crioprotetor, Gema de ovo 14 

1. Introdução 15 

Sabe-se que vários meios diluentes/crioprotetores já foram elaborados a fim de conferir 16 

aos espermatozoides energia, proteção contra crioinjúrias e manutenção de um ambiente 17 

adequado para sua sobrevivência. Esses meios utilizados podem apresentar na composição uma 18 

variedade de substâncias, como: citrato de sódio, gema de ovo, lactose, Tris (hidroximetil 19 

aminometano), crioprotetores internos ou penetrantes (glicerol, etilenoglicol ou dimetil 20 

sulfóxido), sais (citrato de sódio ou ácido cítrico) e antibióticos (penicilina ou estreptomicina) 21 

(Purdy, 2006). 22 

Ademais, estudos continuam sendo desenvolvidos, visando a descoberta de novos meios 23 

diluentes/crioprotetores que confiram uma melhor proteção às células espermáticas durante as 24 

etapas de criopreservação. E, nesse contexto, a água de coco tem sido elencada positivamente 25 

para esse objetivo, pois é uma solução estéril, pouco ácida, composta de gorduras neutras, 26 

indutores ou fatores de crescimento estimuladores da divisão celular e diversos eletrólitos. Isso 27 

confere a água de coco uma densidade e pH compatíveis com o plasma sanguíneo. Além disso, 28 

já foi relatado que a água de coco fornece nutrientes necessários para a sobrevivência e 29 

viabilidade de gametas masculinos e femininos durante o processo de criopreservação 30 

(Carvalho et al., 2006).  31 

Pesquisas demonstram resultados satisfatórios quanto da utilização de 32 

diluentes/crioprotetores à base de água de coco in natura para conservação de células 33 

espermáticas de várias espécies animais, como, por exemplo, caninos (Cardoso et al., 2003), 34 
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ovinos (Machado et al., 2006) e caprinos (Salgueiro et al., 2002) e entre outros.  E com base 1 

nesses estudos a água de coco em pó (ACP®) foi desenvolvida, e tem sido viável como meio 2 

diluente para criopreservação seminal na espécie caprina (Salgueiro et al., 2003). No entanto, 3 

alguns trabalhos apontam a necessidade da realização de mais pesquisas, visando a otimização 4 

desse meio diluente na criopreservação do sêmen caprino. 5 

Vale ressaltar, quanto aos meios diluentes/crioprotetores, que a gema de ovo de galinha 6 

(Gallus gallus domesticus) é o ingrediente mais utilizado nas espécies de mamíferos 7 

domésticos, atribuindo proteção dos gametas masculinos submetidos ao processo de 8 

congelação-descongelação (Forouzanfar et al., 2010). Já a gema de ovo da galinha d’Angola 9 

(Numida meleagris) ainda não havia sido avaliada em estudos relacionados a meios 10 

diluentes/crioprotetores de sêmen de mamíferos domésticos. 11 

Neste contexto, objetivou-se avaliar a viabilidade in vitro do sêmen caprino 12 

criopreservado em meio à base de água de coco em pó (ACP-101c®) acrescido de um 13 

crioprotetor alternativo, a gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris). 14 

2. Material e métodos  15 

2.1. Ética em experimentação animal 16 

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 17 

Universidade Estadual do Piauí (CEUA/UESPI), sob o número de protocolo 07614/2018, em 18 

20/07/2018. Para fins de pesquisa científica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei N° 19 

11.794, de 08 de outubro de 2008, Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas 20 

editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), Brasil. 21 

2.2. Animais e local de realização do experimento 22 

A pesquisa foi desenvolvida no setor de reprodução animal, da Universidade Federal do 23 

Piauí, Campus da Socopo, Teresina, Piauí, Brasil, cujas coordenadas geográficas são: 5º 03' 24 

23,1’’ de Latitude Sul e 42º 47’ 27,9’’ de Longitude Oeste, com altitude média de 72,7 metros. 25 

Foram utilizados cinco reprodutores da espécie caprina, da raça Anglo Nubiana, puros 26 

de origem, com idade média de quatro anos, clinicamente saudáveis e com escore de condição 27 

corporal de 3,5 numa escala de (0-5). Os animais utilizados foram provenientes de uma fazenda 28 

localizada no município de Campo Maior, no estado do Piauí, Brasil,  cujas coordenadas 29 

geográficas são: Latitude 4°51’35,75’’ S e Longitude 42°12’47,18’’, com altitude média de 129 30 

metros. Os animais recebiam na alimentação diária volumoso (Pennisetum purpureum Schum), 31 

concentrado comercial (ração peletizada com teor de 20% proteína bruta, 300 g/animal/dia), sal 32 

mineral específico para a espécie caprina (Caprinofós®, Tortuga, DSM, São Paulo, Brasil) e 33 

água a vontade. 34 
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Os reprodutores foram submetidos ao exame clínico reprodutivo completo, visando a 1 

avaliação da higidez geral e do aparelho reprodutivo, seguindo os critérios estabelecidos pelo 2 

Colégio Brasileiro de Reprodução Animal, Brasil (CBRA 2013). 3 

2.3. Avaliação bromatológica da gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris)  4 

Foram utilizados ovos de galinha d’Angola (Numida meleagris), criadas em sistema 5 

extensivo, com postura em intervalo médio de cinco dias, provenientes de pequenos produtores 6 

rurais da microrregião de Campo Maior-PI. As aves recebiam como alimento sementes, insetos, 7 

grãos de milho e matéria seca de gramíneas nativas de capim mimoso (Axonopus purpusii Chas) 8 

e outras espécies Mésosetum, Axonopus, Pás palum, Panicum e Eriochloqde. Além disso, 9 

recebiam concentrados energéticos e proteicos de forma sólida em comedouros e 10 

disponibilidade de água ad libitum. 11 

As análises bromatológicas foram realizadas na Universidade Federal do Piauí (UFPI), 12 

no Centro de Ciências da Saúde (CCS), Departamento de Nutrição, no Laboratório de 13 

Bromatologia e Bioquímica de Alimentos (LBROMBIOQ) e no Laboratório de 14 

Desenvolvimento de Produtos e Análise Sensorial de Alimentos (LASA). 15 

As análises da matéria seca, cinza, extrato etéreo, lipídio, carboidratos e proteínas foram 16 

realizadas de acordo com a metodologia descrita pela Associação Oficial de Química Analítica 17 

(Aoac 2006). 18 

A determinação de umidade foi realizada por gravimetria, pelo método de secagem em 19 

estufa com temperatura de 105 ºC. Já as cinzas foram determinadas por incineração em forno 20 

mufla, a temperatura de 550 ºC. Os lipídios (correspondentes à fração extrato estéreo) foram 21 

obtidos pelo método de extração intermitente de óleos e gorduras, em extrator de Soxhlet, 22 

utilizando o solvente éter de petróleo. A determinação de proteínas foi realizada pelo método 23 

de macro Kjeldahl, onde o fator de 6,25 foi utilizado para converter o teor de nitrogênio total 24 

em proteína. O teor de carboidratos foi obtido por diferença dos demais constituintes da 25 

composição centesimal (umidade, cinzas, lipídios e proteínas). 26 

O valor calórico do “nugget” em estudo foi calculado utilizando-se os fatores de 27 

conversão de ATWATER: 4 kcal/g para proteínas, 4 kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para 28 

lipídios (Watt et al.,1963). 29 

Posteriormente, os teores de carotenoides totais foram determinados de acordo com a 30 

metodologia já estabelecida (Alvarez-Suarez et al., 2011), utilizando o solvente acetona/hexano 31 

e todos os extratos foram elaborados de acordo com a metodologia padronizada (Rufino et al., 32 

2010). 33 
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Por fim, a atividade antioxidante foi determinada pelo método de captura de radicais, 1 

utilizando o radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil). 2 

2.4. Colheita de sêmen e avaliação espermática 3 

Cada reprodutor foi submetido a quinze colheitas de sêmen. Inicialmente, o prepúcio 4 

dos reprodutores foi devidamente higienizado, a fim de remover as impurezas com o auxílio de 5 

solução fisiológica a 0,9% e papel toalha. As colheitas foram realizadas pelo método de vagina 6 

artificial, específica para pequenos ruminantes, aquecida a uma temperatura de 38ºC acoplada 7 

a um tubo coletor graduado tipo Falcon (CBRA 2013). Uma cabra em estro induzido foi 8 

utilizada como manequim, com a aplicação de 1 mL de ECP (cipiontato de estradiol) por via 9 

intramuscular, semanalmente, durante o período de colheitas. Após cada colheita, os 10 

ejaculados, foi protegido da incidência direta de luz solar, transportado ao laboratório e mantido 11 

em banho Maria a 37 ºC (CBRA 2013 e Qin et al., 2018).  12 

Seguidamente, foram realizadas as avaliações subjetivas macroscópicas do ejaculado: 13 

volume, cor e aspecto. Procedeu-se, sequencialmente, as avaliações dos parâmetros 14 

espermáticos: turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia e concentração espermática 15 

(CBRA 2013).  16 

Foi utilizado um microscópio óptico (aumento de 400x) para avaliar a motilidade total 17 

(MT; escala de 0-100%) e vigor espermático (0-5), sendo depositada uma gota de sêmen entre 18 

lâmina e lamínula previamente aquecidas e mantidas a 37 ºC. Para a realização da análise 19 

morfológica das células espermáticas foram contados 200 espermatozoides por lâmina corada 20 

em panótico rápido, em microscópio óptico, no aumento de 400x (CBRA 2013).  21 

Para determinação da concentração espermática, o sêmen foi diluído em solução formol-22 

salina (1: 200), e a contagem realizada em câmara de Neubauer com auxílio de um microscópio 23 

no aumento de 400x (CBRA 2013; Qin et al., 2018).  24 

2.5. Grupos experimentais  25 

Os ejaculados colhidos foram reunidos em um pool e a concentração espermática foi 26 

avaliada em câmara de Newbauer. A taxa de diluição foi ajustada para uma concentração final 27 

de 320 milhões de espermatozoides/mL. 28 

O pool seminal foi dividido em doze alíquotas de igual volume, com no mínimo cinco 29 

mililitros de sêmen cada uma e diluídas em dois diferentes meios diluentes para a 30 

criopreservação, TRIS e ACP®. Para todos os grupos experimentais (controle e experimentais), 31 

foram adicionados 40mg de gentamicina aos respectivos diluidores seminais. Seguidamente, 32 

foram formados os seguintes grupos: dois grupos controles (CG), contendo, ambos, adição da 33 

gema de ovo de galinha doméstica (Gallus gallus domesticus) GC1 –TRIS 2,5%GOGD e GC2 34 
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– ACP® 2,5%GOGD . Um total de dez grupos experimentais GE, contendo adição em diferentes 1 

concentrações da gema de ovo de galinha d’Angola (Numida meleagris) – TRIS 2,5% GONM; 2 

TRIS 5% GONM; TRIS 10% GONM; TRIS 15% GONM; TRIS 20% GONM; ACP® 2,5% 3 

GONM; ACP® 5% GONM; ACP® 10% GONM; ACP® 15% GONM; ACP® 20% GONM. 4 

2.6.  Congelação/descongelação de sêmen 5 

Para cada grupo, foram envasadas oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV 6 

Technologies, Campinas, São Paulo, Brasil). 7 

O processo de criopreservação foi realizado com auxílio do aparelho automatizado 8 

TK3000® (TK Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), seguindo-se as instruções 9 

do fabricante, utilizando a curva rápida de congelamento(0,5 ºC/min. até 5 ºC; 15 ºC/min. até -10 

20 ºC e 10 ºC/min. até -120 ºC). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogênio 11 

líquido (-196 ºC) e armazenadas em raques devidamente identificadas em botijões criogênicos. 12 

2.7.  Análise da cinética espermática após descongelação 13 

A análise dos parâmetros da cinética espermática pós-descongelação foram realizadas 14 

no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino (LTSCO), do Núcleo Integrado de 15 

Biotecnologia (NIB), da Faculdade de Veterinária (FAVET), da Universidade Estadual do 16 

Ceará (UECE), Fortaleza, Ceará, Brasil, por meio do sistema CASA (Computer-assisted Sperm 17 

Analyser), utilizando o Software Sperm Class Analyser® (SCA) (Microptics, SL, versão 3.2.0, 18 

Barcelona, Espanha). 19 

Após o período mínimo de sete dias, as amostras foram descongeladas em banho maria 20 

a 37 °C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo Eppendorf e homogeneizadas 21 

para a análise imediata (Arangasam et al., 2018) 22 

Para proceder as análises das amostras criopreservadas em meio contendo TRIS/gema, 23 

uma amostra de 10 μL de sêmen descongelada foi rediluída em 50 μL de meio TRIS [3,786 g 24 

de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,11 g de ácido cítrico; 1,0 g de frutose; 100 mL de água 25 

destilada] previamente aquecido em banho maria a 37 ºC. Já as amostras criopreservadas em 26 

meio à base de ACP-101c®, uma amostra de 10 μL de sêmen descongelado foi rediluída em 50 27 

μL de meio ACP-101c® (3,25 g; 50 mL de água destilada). 28 

Em seguida, 10 μL dessas diluições finais foram depositadas em câmara de Makler (Sefi 29 

Medical Instruments Ltda., Haifa, Israel), previamente aquecida a 37 ºC e avaliado com auxílio 30 

de microscópio de contraste de fase acoplado a uma vídeo-câmera adaptada ao sistema 31 

(Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japão). 32 

Foram utilizados os parâmetros específicos do programa: velocidade limite para 33 

espermatozoides lentos: 30 μm/s; limite para velocidade média: 60 μm/s; retilinearidade 34 
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mínima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em três campos. Foram avaliados 1 

200 espermatozoides pelo sistema CASA em cada amostra. 2 

Os parâmetros avaliados incluíram: motilidade total (MT - %), motilidade progressiva 3 

(MP - %), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade média da trajetória (VAP - μm/s), 4 

velocidade linear (VSL - μm/s), linearidade (LIN - %), amplitude do deslocamento lateral da 5 

cabeça (ALH - μm), índex de oscilação ou retilinearidade (STR - %) e frequência do batimento 6 

cruzado (BCF - Hz) individual para cada célula espermática. 7 

2.8.  Análise de imunofluorescência após descongelação 8 

2.8.1. Análise da integridade do acrossoma  9 

Para a análise da integridade do acrossoma foi utilizada a sonda isocianato de 10 

fluoresceína conjugada (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). Os 11 

espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas íntegros (AI), quando a 12 

região acrossomal apresentou fluorescência verde intensa. Foram considerados acrossoma não-13 

íntegro quando não apresentaram coloração verde ou a fluorescência verde se restringiu apenas 14 

à região equatorial da cabeça espermática, de acordo com a técnica já descrita (Roth et al., 15 

1998). 16 

2.8.2. Análise da integridade da membrana plasmática 17 

A análise da integridade da membrana plasmática (IMP) foi realizada com o uso da 18 

associação de duas sondas fluorescentes: Diacetato de Carboxifluoresceína (DCF; Sigma-19 

Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,46 mg/ml em PBS) e Iodeto de Propídio (IP; Sigma-20 

Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,5 mg/ml em PBS). Após o preparo da lâmina com os 21 

marcadores fluorescentes, os espermatozoides foram avaliados em microscópio de 22 

fluorescência em sala com iluminação controlada (aumento de 100x). Foram avaliados 100 23 

espermatozoides em microscópio de fluorescência, os quais foram classificados como íntegros, 24 

quando a cabeça do espermatozoide se encontrava com a coloração verde, e lesados, quando 25 

observado uma coloração vermelha (Harrison et al., 1990). 26 

2.8.3. Análise da atividade mitocondrial  27 

Para a determinação da atividade mitocondrial realizou-se a técnica proposta por 28 

(Guthrie et al., 2006) utilizando a sonda de Fluorocromo catiônico lipofílico (JC-1; Sigma-29 

Aldrich®, St. Louis, MO, USA). As células coradas em laranja foram classificadas com alto 30 

potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas 31 

com baixo potencial de membrana. 32 

2.9.  Análise estatística 33 
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Foram obtidas as médias e desvio-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA) 1 

seguida pelo teste PLSD de Fisher para os parâmetros espermáticos motilidade, morfologia, 2 

análises de viabilidade espermáticas, utilizando sondas fluorescentes e a cinética espermática 3 

(CASA); e pelo teste de Kruskal-Wallis para o parâmetro de vigor espermático. 4 

Para a comparação das médias, foi utilizado o teste de Tukey, de acordo com o 5 

coeficiente de variação obtido, considerando um nível de significância de 5%. Foi utilizado o 6 

PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS® (Statistical Analysis System) para 7 

Windows versão 9.0. 8 

3.  Resultados  9 

3.1. Avaliação bromatológica da gema de ovo de Numida meleagris 10 

Antes da utilização da gema de ovo de galinha d’Angola, foi realizada a avaliação 11 

bromatológica da mesma, sendo possível identificar os parâmetros demonstrados na tabela 1. 12 

3.2. Avaliação subjetiva dos parâmetros espermáticos pós-diluição e pós-descongelação 13 

Quanto aos parâmetros macroscópicos e microscópicos avaliados no sêmen fresco, 14 

imediatamente após realização do pool seminal destacam-se: aspecto cremoso com uma média 15 

do volume total de colheita de 5,631,64 mL. Esse volume foi centrifugado para retirada do 16 

plasma seminal, obtendo um volume médio do sêmen de 4,971,65 mL. Os valores médios da 17 

motilidade após colheita foram de 81,6710,47, vigor médio de 4,70,70 e uma média do 18 

turbilhão de 3,930,59. 19 

Nos resultados de análise subjetiva da cinética espermática quanto ao parâmetro 20 

motilidade do sêmen fresco diluído em TRIS e ACP-101c® acrescidos da gema de ovo de Galus 21 

galus domesticus (grupos controle) e gema de ovo de Numida meleagris (grupos 22 

experimentais), foi possível observar que não houve diferença entre os grupos. Desta forma, 23 

demonstrado que a gema de ovo de Numida meleagris pode ser um crioprotetor externo 24 

favorável à preservação da viabilidade espermática. 25 

A figura 1 mostra o percentual de motilidade do sêmen pós-diluição em comparação ao 26 

percentual de motilidade pós-descongelação. 27 

Quanto a comparação entre as diferentes concentrações da gema de ovo de Numida 28 

meleagris dos grupos experimentais e da gema de ovo de Galus galus domesticus do grupo 29 

controle (ACP® 2,5%) não foi observada diferença nos valores de motilidade em relação à 30 

origem da gema de ovo (P > 0,05).  31 

Os resultados da análise subjetiva quanto a cinética espermática pós-diluição e pós-32 

descongelação para o parâmetro vigor do sêmen caprino diluído em TRIS e ACP-101c® 33 
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acrescidos da gema de ovo de Galus galus domesticus (grupos controle) e gema de ovo de 1 

Numida meleagris (grupos experimentais) estão descritos na tabela 2. 2 

Na análise subjetiva do vigor espermático pós-descongelação houve diferença 3 

significativa entre os diluentes dos tratamentos com 5%, 15% e 20% da gema de ovo de Numida 4 

meleagris (ACP® 2,5%; P < 0,05). Nos tratamentos com TRIS pós-descongelação, verificou-se 5 

diferença estatística nos diluentes dos tratamentos 2,5% e 10% da gema de ovo de Numida 6 

meleagris (TRIS 2,5%; P < 0,05). Os grupos TRIS 15% e 20% com gema de ovo de Numida 7 

meleagris apresentaram os menores percentuais de vigor comparado ao grupo controle (TRIS 8 

2,5% gema de ovo de Galus galus domesticus) e aos demais grupos experimentais (TRIS 2,5; 9 

5,0 e 10,0% gema de ovo de Numida meleagris) (P < 0,05).  10 

Quando o diluente ACP-101c® foi utilizado, não houve diferença estatística nos 11 

parâmetros espermáticos entre as origens das gemas de ovo (Gallus gallus domesticus – grupo 12 

controle vs. Numida meleagris) (P > 0,05). No entanto, na avaliação do diluente TRIS foi 13 

observado uma queda no vigor dos grupos com 15% e 20% de gema de ovo de Numida 14 

meleagris (P < 0,05), porém, os demais grupos experimentais não apresentaram diferença 15 

estatística em relação ao controle (P > 0,05), podendo considerar que a origem da gema não foi 16 

o fator preponderante nesse quesito. O maior percetual de vigor pós-descongelação comparados 17 

aos grupos experimentais verificou nas concentrações grupos experimentais TRIS com 2,5% e 18 

10% e grupos experimentais ACP-101c® 15% (tabela 2). 19 

3.3. Avaliação objetiva da cinética espermática pós-descongelação 20 

No presente estudo, além da análise subjetiva, utilizou-se o sistema de análise de sêmen 21 

auxiliado por computador (CASA), uma vez que possibilita uma avaliação objetiva e precisa 22 

dos parâmetros espermáticos (MT, LIN, VAP, VSL, VCL, STR e OSC). 23 

Na tabela 3, foi possível observar o efeito da criopreservação espermática sobre o sêmen 24 

caprino criopreservado em meio ACP-101c® em diferentes concentrações da gema de ovo de 25 

Numida meleagris (GONM) e gema de ovo de Galus galus domesticus (GOGD). 26 

Os resultados obtidos quanto ao sêmen criopreservado com 2,5%, 10%, 15% e 20% de 27 

GONM foram semelhantes ao grupo controle no parâmetro de motilidade total (MT). No 28 

entanto, o grupo experimental, 5% de GONM apresentou resultados inferiores aos do grupo 29 

controle nos parâmetros de motilidade. O grupo experimental, 15% de GONM apresentou maior 30 

porcentagens de motilidade. No parâmetro VCL não foi observada diferença significativa entre 31 

os grupos experimentais e grupo controle, obtendo maior velocidade na concentração de 20%. 32 

Na VSL a concentração de 10% de GONM possibilitou resultados superiores quando 33 

comparado aos demais grupos. Já para a VAP o grupo controle não diferiu dos demais 34 
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tratamentos. Porém, os grupos contendo as concentrações de 15% e 20% de GONM 1 

demonstraram resultados superiores encontrado na concentração de 2,5%. 2 

Na tabela 4, pode-se observar o efeito da criopreservação espermática do sêmen caprino 3 

em meio TRIS e diferentes concentrações de GONM e de GOGD, por meio do sistema de 4 

análise computadorizada. 5 

Não foram observadas diferenças significativas (P > 0,05) entre os grupos experimentais 6 

e grupo controle para os parâmetros MT, VSL e VAP. Já para o parâmetro VCL, as 7 

concentrações de 15% e 20% de GONM proporcionaram melhores resultados. A concentração  8 

de motilidade do grupo experimental 20% em TRIS foi maior que a concentração do grupo 9 

controle TRIS.  10 

Na tabela 5 observam-se os efeitos da criopreservação espermática no sêmen caprino 11 

criopreservado em meio ACP-101c® em diferentes concentrações de GONM e GOGD, por 12 

meio do sistema de análise computadorizada, para os parâmetros LIN, STR e OSC. 13 

O sêmen criopreservado em meio contendo ACP-101c® nas concentrações de 2,5%, 5%, 14 

10%, 15% e 20% de GONM proporcionaram bons resultados nos parâmetros LIN, STR e OSC, 15 

não diferindo do grupo controle (P > 0,05). O grupo experimental 20% obteve maior LIN do 16 

grupo experimento em comparação ou grupo controle contendo ACP-101c® 2,5%.  No entanto, 17 

houve diferença significativa entre os grupos 2,5% e 15% com GONM (P < 0,05). 18 

Na tabela 6 é possível observar o efeito da criopreservação espermática no sêmen 19 

caprino criopreservado em TRIS e diferentes concentrações de GONM e de GOGD (grupo 20 

controle), por meio do sistema de análise computadorizada, para os parâmetros LIN, STR e 21 

OSC. Não foi verificada diferença significativa entre os grupos contendo diferentes 22 

concentrações de GONM e o grupo controle (P > 0,05). 23 

Após a descongelação, a MT avaliada pelo sistema CASA apresentou-se semelhante (P 24 

> 0,05) em todos os grupos testados, não havendo, portanto, efeito da concentração de GONM 25 

em ambos diluentes testados. O mesmo foi observado para os parâmetros VSL, VAP, STR e 26 

OSC. A VCL foi superior com o uso de 20% de GONM no diluente ACP-101c® e TRIS somente 27 

em comparação ao uso de 15% deste protetor (P < 0,05), contudo esses grupos não diferiram 28 

dos demais (P > 0,05). 29 

Nos grupos utilizando ACP-101c® como diluente, verificou-se que a LIN foi inferior 30 

com o uso de 2,5% de GONM somente em comparação ao uso de 15% de GONM (P < 0,05). 31 

Já nos grupos utilizando TRIS como diluente, o uso de 20% de GONM proporcionou maior 32 

percentual de LIN quando comparado somente ao grupo controle utilizando GOGD (P<0,05). 33 
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3.4. Análise da viabilidade espermática pós-descongelação através da técnica de 1 

imunofluorescência  2 

Os dados referentes às análises da viabilidade espermática, utilizando sondas 3 

fluorescentes em sêmen caprino criopreservados em diluente ACP-101c® e TRIS, estão 4 

descritos na tabela 7. Nesta tabela pode-se observar que não houve diferença entre os grupos 5 

experimentais e grupo controle (P > 0,05). 6 

Na análise de sondas fluorescentes, não foram observadas diferenças entre o grupo 7 

controle e os grupos experimentais quanto à origem e a concentração da gema de ovo quando 8 

o diluente ACP-101c® foi utilizado na criopreservação do sêmen caprino (P > 0,05), resultando 9 

em membranas plasmáticas íntegras, alta atividade mitocondrial e acrossomas íntegros (tabela 10 

7). 11 

No teste de coloração fluorescente (membrana íntegra, atividade mitocondrial e 12 

acrossoma íntegro) não foi encontrada diferenças entre o grupo controle e os grupos 13 

experimentais quando o diluente TRIS foi utilizado com diferentes porcentagens de GONM 14 

(2,5%; 5,0%; 10,0%; 15,0%; e 20,0%) (P > 0,05) (tabela 7). 15 

Após a descongelação espermática, foi verificado que a integridade de membrana 16 

plasmática e acrossoma, avaliados por microscopia de fluorescência, foram preservadas 17 

igualmente em todos os grupos testados neste estudo. O mesmo foi verificado para a atividade 18 

mitocondrial dos espermatozoides em todos os grupos pós-descongelação. 19 

Diante dos resultados de viabilidade espermática avaliados por fluorescência pode-se 20 

inferir que a GONM possui qualidades que a torna satisfatória para o processo de 21 

criopreservação do sêmen caprino. Na tabela 7, podemos observar que não houve diferença 22 

entre os grupos experimentais e grupo controle (P > 0,05). 23 

3.5. Avaliação morfológica das células espermáticas pós-descongelação 24 

Os resultados referentes à análise da morfologia espermática do sêmen criopreservado 25 

em ACP-101c® e TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM, podem ser 26 

observados na tabela 8. Nesta tabela estão os percentuais de espermatozoides com morfologia 27 

normal, aqueles com defeitos maiores, defeitos menores e com defeitos totais. 28 

De acordo com os resultados obtidos, tanto os grupos controles como os grupos 29 

experimentais preservaram a morfologia dos espermatozoides no processo de congelação-30 

descongelação quando o diluente TRIS e ACP-101c® foi utilizado (P > 0,05). 31 

4. Discussão 32 

O pH encontrado (6,99) favorece a sobrevivência espermática (Purdy, 2006). Os teores 33 

de umidade e cinza foram semelhantes entre a GONM e a GOGD (Bashir et al., 2015).  34 
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O teor lipídico da GONM (34,56%) é maior do que o da GOGD, podendo induzir a uma 1 

maior ação protetora da membrana espermática durante o processo de 2 

congelação/descongelação (Watson et al.,1995). 3 

Em relação à análise bromatológica da gema do ovo, ainda há uma escassez de 4 

informações acerca das qualidades nutricionais dos ovos de aves domésticas e selvagens (Bashir 5 

et al., 2015). Estudos a respeito da composição de ovos de Gallus gallus domesticos são bem 6 

descritos na literatura (Bashir et al., 2015). No entanto, tais informações não são bem descritas 7 

para outras espécies de aves, incluindo a Numida meleagris. 8 

De acordo com a literatura (Bashir et al., 2015) foi avaliada a composição da gema de 9 

ovo de três espécies diferentes Gallus gallus domesticus, Numida meleagris e Gallus gallus 10 

hibrido não observaram diferença significativa no teor de proteína (3,34; 4,40 e 3,85%) e 11 

gordura (27,65; 31,49 e 30,41), respectivamente. No entanto, os resultados para esses dois 12 

parâmetros, neste estudo, foram superiores (9,37% e 34,56%, respectivamente) aos relatados 13 

pelos autores supracitados. Todavia, foram semelhantes aos valores encontrados em outro 14 

estudo (Adeyeye 2010), pois observaram 15,74% de teor de proteína e 31,91% de gorduras. 15 

Vale inferir que apesar do risco de transmissão de doenças de origem animal a gema de 16 

ovo acrescida aos diluentes seminais (Silva et al., 2017), ainda continua sendo o crioprotetor 17 

extracelular de eleição na criopreservação de sêmen de ruminantes (Anand et al., 2017;  18 

Narwade et al., 2017). 19 

Vários estudos vêm demonstrando resultados satisfatórios quanto da substituição da 20 

gema de ovo de Galus galus domesticus pela gema de ovo de outras espécies de aves, como, 21 

por exemplo, a de Alectoris chukar (Perdiz), a qual favoreceu uma melhora na motilidade total 22 

e motilidade progressiva (Humes et al., 2006) a de Anas platyrhynchos domesticus (Pata), que 23 

favoreceu um aumento na motilidade e redução de defeitos espermáticos (Andrabi et al., 2008), 24 

e a de Rhea americana (Ema), que demonstrou ser uma alternativa viável no incremento da 25 

qualidade do sêmen pós-descongelação. Contudo, até o momento, estudos avaliando a eficácia 26 

da gema de ovo de Numida meleagris na criopreservação de sêmen caprino ainda eram 27 

inexistentes, sendo este trabalho o pioneiro. 28 

Os valores de motilidade deste estudo foram similares aos observados por outros autores 29 

(CBRA 2013) quando utilizaram o leite desnatado e TRIS como diluentes-base, adicionados de 30 

20% de gema de ovo de Galus galus domesticus, na criopreservação de sêmen caprino. 31 

Os resultados de motilidade espermática aos cinco minutos pós-descongelação, 32 

quantificados no presente estudo, foram semelhantes aos obtidos por outros autores que 33 
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criopreservaram sêmen caprino em diluentes à base de TRIS com gema de ovo de Galus galus 1 

domesticus (Amidi et al., 2010; Hidalgo et al., 2006). 2 

Na espécie caprina, vários estudos relatam valores baixos de motilidade progressiva 3 

pós-descongelação: 10,9% em caprinos nativos ( Silva, 2017); 22 e 6% ( Câmara et al., 2019). 4 

Esse é um parâmetro espermático de grande importância na escolha de reprodutores e também 5 

na avaliação de protocolos de congelação seminal (Câmara et al., 2019; Santiago-Moreno et al., 6 

2017). 7 

Estudos anteriores (Bispo et al., 2011) avaliaram por meio de testes in vitro e de 8 

fertilidade in vivo, quais concentrações de gema de ovo de Galus galus domesticus (baixa: 2,5% 9 

ou alta 20%) no diluente glicose-EDTA apresentavam melhor preservação do sêmen caprino 10 

congelado. Após a descongelação, o diluente com 2,5% de gema de ovo de Galus galus 11 

domesticus melhorou os parâmetros espermáticos pós-descongelação, independentemente da 12 

estação reprodutiva. 13 

Os resultados do presente estudo sugerem que a substituição do crioprotetor gema de 14 

ovo de Galus galus domesticus (GOGD) por gema de ovo de Numida meleagris (GONM) 15 

demonstra  ser uma alternativa viável, visto que se mantêm os parâmetros espermáticos em 16 

níveis semelhantes aos relatados com o uso da gema de ovo de Galus galus domesticus. 17 

A gema de ovo de Gallus gallus domesticus é um constituinte utilizado rotineiramente 18 

na criopreservação seminal de diversas espécies apresenta inúmeras vantagens, por conferir 19 

proteção aos espermatozoides contra o choque térmico provocado durante o processo de 20 

criopreservação (Layek et al., 2016; Oliveira et al., 2011). Nesse sentido, os resultados obtidos 21 

no presente estudo, indicam que a substituição da gema de ovo de Gallus gallus domesticus por 22 

gema de ovo de Numida meleagris, pode ser utilizada de forma satisfatória para essa finalidade. 23 

Os percentuais de MT encontrados tanto nas amostras criopreservadas em TRIS como 24 

em ACP-101c®, nas diferentes concentrações de GONM, são inferiores aos encontrados na 25 

literatura (Oliveira et al., 2011), visto que utilizaram o diluente TRIS e obtiveram melhores 26 

resultados (MT = 54,5±16,5%; MP = 27,1±11,3%; VAP = 55,6±10,6 µm/s; e VSL = 47,9±10,5 27 

µm/s) quando comparado ao diluente ACP-101c®. Por outro lado, após incubação a 37 ºC por 28 

cinco minutos, os parâmetros cinéticos dos espermatozoides criopreservados em meio ACP-29 

101c® demonstraram a potencialidade deste diluente na congelação seminal de reprodutores 30 

caprinos. 31 

A VCL e a VSL não ultrapassaram os 100 μm/s nos grupos experimentais. Nesse 32 

sentido, sabe-se que caso esse parâmetro ultrapasse os 250 μm/s, indicaria que houve uma 33 

hiperativação dos espermatozoides, e esta hiperativação é uma característica restrita, uma vez 34 
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que se trata da ativação espermática nas proximidades de onde ocorre a fertilização, isto é, no 1 

aparelho reprodutor feminino, especificamente na ampola da tuba uterina. Conforme descrito 2 

na literatura (Verstegen et al., 2002), essa ativação prematura reduzirá o tempo de vida útil dos 3 

espermatozoides, proporcionando uma menor chance de fecundação. 4 

Em outros trabalhos utilizando ACP® como meio de criopreservação adicionado gema 5 

de ovo de galinha, também não foi encontrada diferença estatística quanto à qualidade seminal 6 

pós-descongelação (Silva et al., 2017). 7 

Em outros trabalhos utilizando ACP®, foi verificado que a integridade de membrana 8 

plasmática e acrossoma, avaliados por microscopia de fluorescência como meio de 9 

criopreservação adicionada de gema de ovo de galinha, também não foram encontradas 10 

diferenças estatísticas quanto à qualidade seminal pós-descongelação (Silva 2005). 11 

A gema de ovo é um importante componente de meios de refrigeração e congelação 12 

para a proteção do sêmen de várias espécies, tendo sido suas propriedades descobertas desde 13 

1939 (Bathgat et al., 2006). 14 

As principais alterações morfológicas pós-descongelação encontradas foram 15 

relacionadas às alterações de cabeça e de cauda. Além disso, vale ressaltar que a maioria das 16 

alterações de cabeça observadas pós-descongelação do sêmen concentravam-se no acrossoma. 17 

Resultados semelhantes a estes já foram relatados em vários estudos, os quais descreveram os 18 

efeitos deletérios da criopreservação sobre a porcentagem de anormalidades acrossomais em 19 

espermatozoides caprinos (Azerêdo et al., 2001; Ferrari et al., 1999; Hidalgo et al., 2006; 20 

Oliveira et al.,2011). Todavia, os percentuais de espermatozoides normais permaneceram 21 

dentro da normalidade para todos os grupos controles e experimentais, de acordo com a 22 

literatura (CBRA 2013). 23 

5. Conclusão 24 

A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo de membrana acrescida 25 

aos diluentes ACP-101c® e TRIS, melhora a qualidade do sêmen caprino, reduzindo as 26 

crioinjúrias provocadas durante o processo de congelação-descongelação. Nesse sentido, os 27 

diluentes apresentados acrescidos de gema de ovo de Numina meleagris, tornam-se novos 28 

produtos que podem ser utilizados na prática, visto por apresentares ricos complexos 29 

lipoproteicos, tornando-se opções viáveis para seu uso em processos de criopreservação de 30 

sêmen de caprinos. 31 

 32 

 33 
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Tabela 1 

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

Parâmetros Valores encontrados 

Umidade (%) 51,84 

Proteína bruta (%) 9,37 

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

Cinza bruta (%) 1,94 

pH 6,99 

Carotenóides (mg/100g) 2.541,52 

Betacaroteno (mg/100g) 52,37 

Lipídios (%) 34,56 

Carboidratos (mg/100g) 2,29 

Valor energético (kcal/100g) 357,68 

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

quilocaloria. 
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Tabela 2 

Médias (± d.p.) do parâmetro espermático (vigor) pós-diluição e pós-descongelação do 

sêmen caprino em diferentes diluentes (TRIS e ACP-101c®) e em diferentes 

concentrações de gema de ovo das espécies Gallus gallus domesticus (GOGD) e 

Numida meleagris (GONM). 

Grupos Experimentais Pós-diluição 

Vigor (0-5) 

Pós- descongelação 

Vigor (0-5) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

G.E. TRIS GONM 20% 3,63  0,94a 2,80  1,08a 
*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05) 

**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna 

G.2.1 ACP®2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus 

G.E. ACP®2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD). 

G.E. ACP®5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP®10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).  

G.E. ACP®15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP®20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.C1. TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD). 

G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
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Tabela 3 

Médias (± d.p.) dos parâmetros de cinética espermática (MT, VCL, VSL e VAP) do sêmen 

caprino criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de gema de 

ovo de Numida meleagris avaliados pelo CASA pós-descongelação  
Grupo Experimental MT (%) VCL(μm/s) VSL (μm/s) VAP (μm/s) 

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

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

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

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

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

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

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05). 

MT = motilidade total; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade 

média da trajetória. 

GC2-ACP® 2,5%GOGD = ACP-101c® + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); 

ACP® 2,5% GONM = ACP-101c® + 2,5% gema ovo N. meleagris; ACP® 5% GONM = ACP-

101c® + 5% gema ovo N. meleagris; ACP® 10% GONM = ACP-101c® + 10% gema ovo N. 

meleagris; ACP® 15% GONM = ACP-101c® + 15% gema ovo N. meleagris; ACP® 20% GONM 

= ACP-101c® + 20% gema ovo N. meleagris. 
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Tabela 4 

Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (MT, VCL, VSL e VAP) do sêmen 

caprino criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM 

avaliados pelo CASA pós-descongelação 

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

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

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

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

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

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

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

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05). 

MT = motilidade total; VCL = velocidade curvilinear; VSL = velocidade linear; VAP = velocidade 

média da trajetória. 

GC1-TRIS 2,5%GOGD = TRIS + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); TRIS 

2,5% GONM = TRIS + 2,5% gema ovo N. meleagris; TRIS 5% GONM = TRIS + 5% gema ovo 

N. meleagris; TRIS 10% GONM = TRIS + 10% gema ovo N. meleagris; TRIS 15% GONM = TRIS 

+ 15% gema ovo N. meleagris; TRIS 20% GONM = TRIS + 20% gema ovo N. meleagris. 
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Tabela 5 

Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (LIN, STR e OSC) no sêmen 

caprino criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de 

GONM avaliados pelo CASA pós-descongelação 

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

GC2-ACP® 

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

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

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

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

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

ACP® 20% GONM 74,71  11,95ab 86,61  6,58ª 85,69  8,97ª 
*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05). 

LIN = linearidade; STR = retilinearidade; OSC = índex de oscilação. 

GC2-ACP® 2,5%GOGD = ACP-101c® + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo 

controle); ACP® 2,5% GONM = ACP-101c® + 2,5% gema ovo N. meleagris; ACP® 5% 

GONM = ACP-101c® + 5% gema ovo N. meleagris; ACP® 10% GONM = ACP-101c® + 

10% gema ovo N. meleagris; ACP® 15% GONM = ACP-101c® + 15% gema ovo N. 

meleagris; ACP® 20% GONM = ACP-101c® + 20% gema ovo N. meleagris.  
 1 

 2 

Tabela 6 

Médias (± d.p.) dos parâmetros da cinética espermática (LIN, STR e OSC) no sêmen 

caprino criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações de GONM 

avaliados pelo CASA pós-descongelação 

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

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

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

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

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

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

TRIS 20% GONM 74,71  11,95ab 86,61  6,58ª 85,69  8,97ª 
*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas (P<0,05). 

LIN = linearidade; STR = retilinearidade; OSC = índex de oscilação. 

GC1-TRIS 2,5%GOGD = TRIS + 2,5% gema ovo G. Gallus domesticus (grupo controle); 

TRIS 2,5% GONM = TRIS + 2,5% gema ovo N. meleagris; TRIS 5% GONM = TRIS + 

5% gema ovo N. meleagris; TRIS 10% GONM = TRIS + 10% gema ovo N. meleagris; 

TRIS 15% GONM = TRIS + 15% gema ovo N. meleagris; TRIS 20% GONM = TRIS + 

20% gema ovo N. meleagris. 
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Tabela 7 

Médias (± d.p.) da integridade de membrana plasmática, atividade mitocondrial e 

integridade de acrossoma do sêmen caprino criopreservado em ACP-101c® e TRIS 

adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados por coloração fluorescente 

pós-descongelação 

Grupo Experimental Membrana 

Íntegra (%) 

Atividade 

Mitocondrial (%) 

Acrossoma 

Íntegro (%) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

G.E. TRIS GONM 20% 45,87  22,27 44,60  23,73 51,87  27,65 
*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05) 

**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna 

G.C2. ACP®2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus 

G.E. ACP®2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD). 

G.E. ACP®5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP®10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).  

G.E. ACP®15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP®20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.C.1 TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus 

(GOGD). 

G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
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Tabela 8 

Médias (± desvio padrão) da morfologia de espermatozoides caprinos criopreservados em 

ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações de GONM avaliados pós-

descongelação 

Grupo Experimental Defeitos 

Maiores (%) 

Defeitos 

Menores (%) 

Defeitos  

Totais (%) 

Espermatozoides  

Normais (%) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

G.E. TRIS GONM 20% 1,60  1,53 3,13  2,47 4,73  3,29 90,53  6,59 
*Letras diferentes entre colunas indicam diferenças estatísticas significativas (P<0,05) 

**Não foram observadas diferenças estatísticas significativas (P>0,05) entre linhas na mesma coluna 

G.C.2 ACP
®

2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus 

G.E. ACP
®

2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GOGD). 

G.E. ACP
®

5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP
®

10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM).  

G.E. ACP
®

15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. ACP
®

20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.C.1 TRIS 2,5% = Grupo controle contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD). 

G.E. TRIS 2,5%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 5,0%= Grupo experimental contendo 5,0% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 10%= Grupo experimental contendo 10% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 15%= Grupo experimental contendo 15% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 

G.E. TRIS 20%= Grupo experimental contendo 20% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM). 
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Figura 1. 1 
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Figura 1. Percentuais do parâmetro espermático (motilidade), análise subjetiva pós-diluição e 15 

pós-descongelação de sêmen caprino em diferentes diluentes (TRIS e ACP-101c®) e em 16 

diferentes concentrações da gema de ovo das espécies Gallus gallus domesticus (GOGD) e 17 

Numida meleagris (GONM). 18 
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5.  CAPITULO II 1 
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Avaliação da viabilidade espermática de sêmen caprino 7 

criopreservado em meio ACP-101c e TRIS acrescido de gema de 8 

ovo de Numida meleagris  9 

(Evaluation of sperm viability of cryopreserved goat semen in ACP-10 

101c and TRIS medium plus Numida meleagris egg yolk) 11 

               (Evaluación de la viabilidad espermática de semen de cabra criopreservado 12 

en medio ACP-101c y TRIS más yema de huevo Numida meleagris) 13 
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Resumo 55 

Um meio diluente ideal para a criopreservação seminal deve suprir as células espermáticas 56 

com energia, proteção e manutenção de um ambiente adequado à sua sobrevivência. 57 

Objetivou-se avaliar a integridade in vitro do sêmen caprino criopreservado em meio ACP-58 
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101c® associado à gema de ovo de Numida meleagris, por meio de duas técnicas de análise 1 

individual da célula espermática. Foram colhidos 15 ejaculados de cinco caprinos, com 2 

auxílio de uma vagina artificial. Os ejaculados foram reunidos em um pool, e dividido em 12 3 

grupos, sendo dois grupos controles: GC1 TRIS, com adição 2,5% da gema de ovo de Gallus 4 

gallus domesticus GOGD, GC2 ACP-101c®, com  adição 2,5% da gema de ovo de Gallus 5 

gallus domesticus GOGD e dez grupos experimentais GE, contendo a adição da gema de ovo 6 

de Numida meleagris. Seguidamente, as alíquotas foram envasadas em palhetas francesas de 7 

0,25 mL e congeladas com auxílio do aparelho TK3000® e armazenadas em nitrogênio 8 

líquido. Amostras foram descongeladas após sete dias e avaliadas quanto à integridade do 9 

DNA e quanto a sua ultraestrutura individual, por meio do teste cometa e microscopia 10 

eletrônica de transmissão, respectivamente. Nos resultados obtidos pelo teste cometa, não foi 11 

evidenciado diferença estatística quanto ao comprimento da cauda, entre os grupos TRIS 12 

acrescido de GONM, nas concentrações de 2,5%, 5% e 10% em relação ao grupo controle 13 

TRIS 2,5% de GOGD. Também não houve diferença estatística quanto ao percentual de 14 

fragmentação de DNA na cauda, nos grupos TRIS com 2,5%; 5%; e 20% de GONM em 15 

comparação ao grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P>0,05). Os grupos ACP® com 10%, 15% 16 

e 20% de GONM apresentaram maior comprimento de cauda quando comparados aos grupos 17 

ACP com 2,5% e 5% de GONM e grupo controle (ACP® 2,5% de GOGD). Na análise 18 

ultraestrutural o grupo ACP® com 10% de GONM, destacou-se com melhor integridade 19 

celular frente aos demais grupos, inclusive, frente às amostras avaliadas do grupo controle. 20 

Dessa forma, conclui-se que a gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo 21 

de membrana, acrescida aos diluentes ACP-101c® ou TRIS, pode reduzir os danos causados 22 

durante o processo de criopreservação do sêmen caprino. 23 

Palavras-chave: Bode, Teste cometa, Microscopia eletrônica de transmissão, ACP®. 24 

Abstract 25 

An ideal diluent medium for seminal cryopreservation must supply sperm cells with energy, 26 

protection and maintenance of an environment suitable for their survival. The objective of 27 

this study was to evaluate the in vitro integrity of goat semen cryopreserved in ACP-101c® 28 

medium associated with the egg yolk of Numida meleagris, through two techniques of 29 

individual sperm cell analysis. Fifteen ejaculates from five goats were collected with the aid 30 

of an artificial vagina. Ejaculates were collected in a pool and divided into 12 groups, two 31 

control groups: GC1 TRIS, with 2.5% addition of the egg yolk of Gallus gallus domesticus 32 

GOGD, GC2 ACP-101c®, with 2.5% addition from the egg yolk of Gallus gallus domesticus 33 

GOGD and ten experimental groups GE, containing the addition of the egg yolk of Numida 34 

meleagris. Afterwards, the aliquots were bottled in French 0.25 mL straws and frozen with 35 

the aid of the TK3000® device and stored in liquid nitrogen. Samples were thawed after seven 36 

days and evaluated for DNA integrity and for their individual ultrastructure, using the comet 37 

test and transmission electron microscopy, respectively. In the results obtained by the comet 38 

test, there was no statistical difference in tail length between the TRIS groups plus GONM, 39 

at concentrations of 2.5%, 5% and 10% compared to the control group TRIS 2.5 % of GOGD. 40 
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There was also no statistical difference regarding the percentage of DNA fragmentation in 1 

the tail, in the TRIS groups with 2.5%; 5%; and 20% GONM compared to the TRIS control 2 

group 2.5% GOGD (P>0.05). The ACP® groups with 10%, 15% and 20% GONM had greater 3 

tail length when compared to the ACP groups with 2.5% and 5% GONM and control group 4 

(ACP 2.5% GOGD). In the ultrastructural analysis, the ACP® group with 10% GONM stood 5 

out with better cellular integrity compared to the other groups, even compared to the 6 

evaluated samples of the control group. Thus, it is concluded that the egg yolk of Numida 7 

meleagris, as an external membrane cryoprotectant, added to ACP-101c® or TRIS extenders, 8 

can reduce the damage caused during the process of cryopreservation of goat semen. 9 

Keywords: billy-goat, Comet test, Transmission electron microscopy, ACP®. 10 

Resumen 11 

Un medio diluyente ideal para la criopreservación seminal debe proporcionar a los 12 

espermatozoides energía, protección y mantenimiento de un entorno adecuado para la 13 

supervivencia de los espermatozoides. El objetivo de este estudio fue evaluar la integridad in 14 

vitro de semen de cabra criopreservado en medio ACP-101c® asociado a la yema de huevo 15 

de Numida meleagris, mediante dos técnicas de análisis de espermatozoides individuales. Se 16 

recolectaron quince eyaculados de cinco cabras con la ayuda de una vagina artificial. Los 17 

eyaculados se recolectaron en un pool y se dividieron en 12 grupos, dos grupos de control: 18 

GC1 TRIS, con adición al 2.5% de la yema de huevo de Gallus gallus domesticus GOGD, 19 

GC2 ACP-101c®, con adición al 2.5% de la yema de huevo de Gallus gallus domesticus 20 

GOGD y diez grupos experimentales GE, que contienen la adición de la yema de huevo de 21 

Numida meleagris. Posteriormente, las alícuotas se llenaron en pajitas francesas de 0,25 mL 22 

y se congelaron con la ayuda del dispositivo TK3000® y se almacenaron en nitrógeno líquido. 23 

Las muestras se descongelaron después de siete días y se evaluó la integridad del ADN y su 24 

ultraestructura individual, utilizando la prueba del cometa y la microscopía electrónica de 25 

transmisión, respectivamente. En los resultados obtenidos por la prueba del cometa, no hubo 26 

diferencia estadística en la longitud de la cola entre los grupos TRIS más GONM, a 27 

concentraciones de 2.5%, 5% y 10% en comparación con el grupo control TRIS 2.5% de 28 

GOGD. Tampoco hubo diferencia estadística con respecto al porcentaje de fragmentación 29 

del ADN en la cola, en los grupos TRIS con 2.5%; 5%; y 20% de GONM en comparación 30 

con el grupo de control de TRIS 2,5% de GOGD (P> 0,05). Los grupos de ACP® con 10%, 31 

15% y 20% de GONM tenían una mayor longitud de cola en comparación con los grupos de 32 

ACP® con 2,5% y 5% de GONM y el grupo de control (ACP® 2,5% de GOGD). En el análisis 33 

ultraestructural, el grupo ACP® con 10% de GONM se destacó con mejor integridad celular 34 

en comparación con los otros grupos, incluso en comparación con las muestras evaluadas del 35 

grupo control. Así, se concluye que la yema de huevo de Numida meleagris, como 36 

crioprotector de membrana externa, agregado a los extensores ACP-101c® o TRIS, puede 37 

reducir el daño causado durante el proceso de criopreservación de semen de cabra. 38 

Palabras clave: Cabra, Ensayo de cometas, Microscopía electrónica de transmisión, ACP®. 39 

1. Introdução 40 
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Dentre as biotecnologias aplicadas a reprodução animal, as biotécnicas aplicadas ao 1 

sêmen são as mais utilizadas principalmente, nas espécies: bovina, caprina e ovina. Uma vez 2 

que o sêmen é utilizado para a realização praticamente de todas as outras biotecnologias 3 

reprodutivas, como, por exemplo, a produção in vitro de embriões, produção in vivo de 4 

embriões, inseminação artificial e entre outras (Qin et al., 2018).  5 

Nesse contexto, o sêmen vem sendo objetivo de estudo em muitos trabalhos 6 

científicos na área de reprodução animal. E, devido às pesquisas já realizadas ao longo do 7 

tempo, foram desenvolvidos inúmeros métodos para a avaliação do sêmen, a fim de testificar 8 

a viabilidade das células espermáticas, contribuindo para a eficiência das biotecnologias 9 

reprodutivas (Qin et al., 2018).  10 

O teste cometa é um método de eletroforese em microgel para detecção e 11 

quantificação de fragmentações nas moléculas de DNA, em células individuais, usando 12 

microscopia e pH alcalino (pH > 13) (Park; Choi, 2007; Zaia, 2015). Devido as suas 13 

particularidades, o teste cometa vem sendo utilizado para avaliar a integridade do DNA de 14 

células espermáticas oriundas de sêmen animal criopreservado. 15 

Ademais a microscopia eletrônica de transmissão (MET) é uma ferramenta muito 16 

utilizada para determinar o tamanho e a forma das estruturas inorgânicas e biológicas baseada 17 

na interação dos elétrons incidentes sobre a matéria. É uma técnica de grande relevância 18 

devido à possibilidade de avaliação das estruturas da célula (organelas e membranas) 19 

espermática em uma escala muito reduzida, o que favorece a visualização de alterações não 20 

observadas nos testes comuns por meio da microscopia óptica (Silva; Guerra, 2011). 21 

 Além disso, vale ressaltar que a escolha de um bom meio diluente é essencial para 22 

conferir proteção às células espermáticas protegendo-as durante o processo de 23 

criopreservação, por isso, são constituídos de ingredientes básicos, como substratos 24 

energéticos, tampões e componentes contra danos criogênicos (Cavalcante et al., 2014). E, 25 

devido a isso, a determinação de meios diluentes mais eficazes e que contenham ingredientes 26 

mais selecionados, tem sido foco de muitas pesquisas científicas.  27 

Dentre os meios diluentes já utilizados, pode-se citar a água de coco em pó (ACP®), 28 

tris gema, tris glicose gema, leite desnatado e entre outros (Salgueiro et al., 2012). No entanto, 29 

ainda não há relatos na literatura sobre a elaboração de um meio diluente seminal a base de 30 

gema de ovo de Numida meleagris, fato este que impulsionou a realização deste estudo. 31 

Tendo em vista, colaborar com os trabalhos já realizados.  32 

Nesse sentido, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar a integridade in vitro do 33 

sêmen caprino criopreservado em meio ACP-101c® e TRIS acrescidos de um componente 34 

orgânico ainda não utilizado, a gema de ovo de Numida meleagris, por meio de duas técnicas 35 

de análise individual da célula espermática.  36 

2. Material e métodos  37 

2.1. Ética na pesquisa animal 38 

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 39 

Universidade Estadual do Piauí (CEUA/UESPI), sob o número de protocolo 07614/2018, em 40 
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20/07/2018. Para fins de pesquisa científica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 1 

N° 11.794, de 08 de outubro de 2008, Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as 2 

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 3 

(CONCEA). 4 

2.2. Animais utilizados e local de realização do estudo 5 

A pesquisa foi desenvolvida no setor de reprodução animal, da Universidade Federal 6 

do Piauí, Campus da Socopo, Teresina, Piauí, Brasil. Cujas coordenadas geográficas são: 5º 7 

03' 23,1’’ de Latitude Sul e 42º 47’ 27,9’’ de Longitude Oeste, com altitude média de 72,7 8 

metros. 9 

Foram utilizados cinco reprodutores da espécie caprina, raça Anglo Nubiana, puros 10 

de origem, com idade média de quatro anos, clinicamente saudáveis e com escore de condição 11 

corporal de 3,5 numa escala de (0-5). Os animais utilizados foram provenientes de uma 12 

fazenda localizada no município de Campo Maior, no Estado do Piauí, cujas coordenadas 13 

geográficas são: Latitude 4°51’35,75’’ S e Longitude 42°12’47,18’’ com altitude média de 14 

129 metros. Os animais recebiam na alimentação diária: volumoso (Pennisetum purpureum 15 

Schum), concentrado comercial (ração peletizada com teor de 20% proteína, 300 16 

g/animal/dia), sal mineral específico para a espécie caprina (Caprinofós®) e água a vontade. 17 

Os reprodutores foram submetidos ao exame clínico reprodutivo, visando a 18 

avaliação da higidez geral e do aparelho reprodutivo, seguindo os critérios estabelecidos pelo 19 

Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). 20 

2.3. Avaliação bromatológica da gema de ovo da galinha d’Angola (Numida meleagris)  21 

Foram utilizados ovos de Numida meleagris, criadas em sistema extensivo, com 22 

postura em intervalo médio de cinco dias, provenientes de produtores rurais da microrregião 23 

de Campo Maior-PI. As aves recebiam como alimento sementes, insetos, grãos de milho e 24 

matéria seca de gramíneas nativas de capim mimoso (Axonopus purpusii Chas) e outras 25 

espécies Mésosetum, Axonopus, Pás palum, Panicum e Eriochloqde. Além disso, recebiam 26 

concentrados energéticos e proteicos de forma sólida em comedouros e disponibilidade de 27 

água ad libitum. 28 

As análises bromatológicas foram realizadas na Universidade Federal do Piauí 29 

(UFPI), no Centro de Ciências da Saúde (CCS), Departamento de Nutrição, especificamente 30 

no Laboratório de Bromatologia e Bioquímica de Alimentos (LBROMBIOQ) e no 31 

Laboratório de Desenvolvimento de Produtos e Análise Sensorial de Alimentos (LASA). 32 

Neste estudo, foram realizadas as seguintes análises bromatológicas: matéria seca, 33 

cinza, extrato estéreo, lipídio, carboidratos, proteínas e determinação de umidade. 34 

O valor calórico do “nugget” em estudo foi calculado utilizando-se os fatores de 35 

conversão de ATWATER: 4 kcal/g para proteínas, 4 kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para 36 

lipídios (Watt e Merrill, 1963). Posteriormente, os teores de carotenoides totais foram 37 

determinados de acordo com a metodologia de Alvarez-Suarez et al. (2011), utilizando o 38 

solvente acetona/hexano e todos os extratos foram elaborados de acordo com a metodologia 39 

proposta por Rufino et al. (2010). 40 
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Por fim, a atividade antioxidante foi determinada pelo método de captura de radicais, 1 

utilizando o radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil). 2 

2.4. Colheita de sêmen e avaliação espermática 3 

Cada reprodutor foi submetido a quinze colheitas de sêmen, com intervalos de 4 

quinze dias, para que tivessem um período de descanso após cada colheita. Inicialmente, o 5 

prepúcio dos reprodutores foi devidamente higienizado, a fim de remover as impurezas com 6 

o auxílio de solução fisiológica a 0,9% e papel toalha. As colheitas foram realizadas pelo 7 

método de vagina artificial, específica para pequenos ruminantes, aquecida a uma 8 

temperatura de 38ºC acoplada a um tubo coletor graduado tipo Falcon (CBRA, 2013). Uma 9 

cabra em estro induzido foi utilizada durante as colheitas. Após cada colheita, o ejaculado foi 10 

protegido da incidência direta de luz solar, transportado ao laboratório e mantido em banho 11 

Maria a 37 ºC (CBRA, 2013; Quin et al., 2018). 12 

Seguidamente, foram realizadas as avaliações subjetivas macroscópicas do 13 

ejaculado, como, por exemplo, volume, cor e aspecto. Procedeu-se, sequencialmente, as 14 

avaliações dos parâmetros espermáticos, como: turbilhonamento, motilidade, vigor, 15 

morfologia espermática e concentração espermática (CBRA, 2013). 16 

Foi utilizado um microscópio óptico (aumento de 400x) para avaliar a motilidade 17 

total (MT; escala de 0-100%) e vigor espermático (0-5), sendo depositada uma gota de sêmen 18 

entre lâmina e lamínula previamente aquecidas e mantidas a 37 ºC. Na realização da análise 19 

morfológica das células espermáticas foram contados 200 espermatozoides por lâmina, em 20 

microscópio óptico, no aumento de 400x.  21 

Para determinação da concentração espermática, o sêmen foi diluído em solução 22 

formol-salina (1: 200), e a contagem realizada em câmara de Neubauer com auxílio de um 23 

microscópio no aumento de 400x (CBRA, 2013; Quin et al., 2018). 24 

2.5. Formação dos grupos experimentais  25 

Os ejaculados colhidos foram reunidos em um pool e a concentração espermática 26 

foi avaliada em câmara de Neubauer. A taxa de diluição foi ajustada para uma concentração 27 

final de 320 milhões de espermatozoides/mL. 28 

O pool foi dividido em doze alíquotas de igual volume, com no mínimo cinco 29 

mililitros de sêmen e diluídas em dois meios diluentes para criopreservação, TRIS e ACP®. 30 

Seguidamente, foram formados os seguintes grupos: dois grupos controles (GC1 e GC2), 31 

contendo adição da gema de ovo de galinha doméstica (Gallus gallus domesticus), sendo o 32 

GC1 contendo TRIS 2,5% de gema de ovo de galinha doméstica (GOGD) e GC2 contendo 33 

ACP® 2,5% de gema de ovo de galinha doméstica (GOGD) (tabela 1). E um total de dez 34 

grupos experimentais distribuídos entre os dois meios diluentes de criopreservação – TRIS e 35 

ACP®, diferindo dos GC por conter a adição de um ingrediente nunca testado, a gema de ovo 36 

da galinha d’Angola (Numida meleagris). Vale ressaltar que os grupos experimentais foram 37 

divididos em dez concentrações distintas de gema de ovo de Numida meleagris, a saber: TRIS 38 

2,5% de gema de ovo de Numida meleagris (GONM); TRIS 5% de GONM; TRIS 10% de 39 
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GONM; TRIS 15% de GONM; TRIS 20% de GONM; ACP® 2,5%  de GONM; ACP® 5% 1 

de GONM; ACP® 10% de GONM; ACP® 15% de GONM; ACP® 20% de GONM (tabela 2). 2 

Tabela 1. Descrição dos grupos controles. 

Grupos Controles Concentrações/Descrição 

GC1 – TRIS + 2,5% 

GOGD 

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

GC2 – ACP + 2,5% 

GOGD 

ACP-101c + 2,5% gema de ovo de Galus gallus 

domesticus 

ACP: água de coco em pó. TRIS: hidroximetil aminometano. GOGD: gema de ovo de 

Galus gallus domesticus. %: percentual. 

 3 

 4 

 5 

Tabela 2. Descrição dos grupos experimentais 

Grupos experimentais Concentrações/Descrição 

TRIS 2,5%GONM TRIS + 2,5% gema de ovo Numida meleagris 

TRIS 5% GONM TRIS + 5% gema de ovo Numida meleagris 

TRIS 10% GONM TRIS + 10% gema de ovo Numida meleagris 

TRIS 15% GONM TRIS + 15% gema de ovo Numida meleagris 

TRIS 20% GONM TRIS +20% gema de ovo Numida meleagris 

ACP 2,5% GONM ACP-101c + 2,5% gema de ovo Numida meleagris 

ACP 5% GONM ACP-101c + 5% gema de ovo Numida meleagris 

ACP 10% GONM ACP-101c + 10% gema de ovo Numida meleagris 

ACP 15% GONM ACP-101c + 15% gema de ovo Numida meleagris 

ACP 20% GONM ACP-101c + 20% gema de ovo Numida meleagris 

ACP: água de coco em pó. TRIS: hidroximetil aminometano. GONM: gema de ovo de 

Numida meleagris. %: percentual. 

                2.6.  Congelação/descongelação de sêmen 6 

Foram envasadas oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, 7 

Campinas, São Paulo, Brasil) de cada grupo. 8 

O processo de criopreservação foi realizado com auxílio do aparelho TK3000® (TK 9 

Tecnologia em Congelação Ltda., Uberaba, Brasil), seguindo-se as instruções do fabricante, 10 

utilizando a curva rápida (0,5 ºC/min. até 5 ºC; 15 ºC/min. até -20 ºC e 10 ºC/min. até -120 11 

ºC). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogênio líquido (-196 ºC) e, 12 

armazenadas em raques em botijões criogênicos. 13 

2.7. Avaliação da integridade do DNA pós-descongelação 14 

Após sete dias, procedeu-se a descongelação do sêmen para a análise da integridade 15 

do DNA dos espermatozoides caprinos, através do teste Cometa (“OpenComet”). A análise 16 

da integridade do DNA foi realizada no Laboratório de Mutagenicidade (LABMUT) do 17 

Núcleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio) da Universidade Estadual 18 

do Piauí (UESPI), Teresina, Piauí, Brasil. 19 
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As amostras de sêmen foram descongeladas e 5 µL foram acondicionados em 1 

microtubos contendo 75 µL de agarose de baixo ponto de fusão (1,5%) a 37 ºC. 2 

Posteriormente, essa mistura foi homogeneizada e transferida para lâminas pré-revestidas 3 

com agarose. Em seguida, as lâminas foram cobertas com lamínulas e colocadas a 3 ºC 4 

durante 20 min. Por fim, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em 5 

solução de lise por 48 horas. 6 

Na sequência, as lâminas foram colocadas em cuba de eletroforese contendo uma 7 

solução tampão, para a desnaturação do DNA. Foi realizada a eletroforese e as lâminas foram 8 

neutralizadas e, em seguida, secas e armazenadas para análise posterior. Finalmente, as 9 

lâminas foram coradas com brometo de etídeo (20 mg/mL) e cobertas com uma lamínula. 10 

A avaliação das lâminas foi realizada em microscópio de imunofluorescência em 11 

um aumento de 40x, em ensaio cego. Posteriormente, foram contabilizadas 200 células por 12 

lâminas de cada concentração experimental (100 para cada exposição-aguda e crônica). As 13 

formas dos cometas seguiram um padrão estabelecido no laboratório. Foram utilizadas 14 

classes de 0 a 3, sendo 0 nenhum dano e três, cauda do cometa superior a duas vezes o 15 

tamanho do nucleóide. A partir destes dados, foi calculado o Índice de Danos e a Frequência 16 

de Danos, variando de 0 (ausência de danos) até 100 (dano máximo). 17 

2.8. Avaliação ultraestrutural dos espermatozoides pós-descongelação 18 

A integridade morfológica das membranas e organelas dos espermatozoides pós-19 

descongelação foi avaliada por microscopia eletrônica de transmissão (MET), no Instituto de 20 

Biociências da Universidade de Brasília (UnB), Brasília, Distrito Federal, Brasil. 21 

O protocolo utilizado foi o de Burgess et al. (2001), em que as palhetas de sêmen 22 

foram descongeladas a 37 ºC e lavadas em PBS a 37 °C. Em seguida, foram centrifugadas a 23 

5.000 g e fixadas em glutaraldeído (2,5%) em tampão fosfato (0,1M). Foram então pós-24 

fixadas em tretóxido de ósmio em tampão fosfato, contrastadas em bloco com acetato de 25 

uranila (2,5%), submetidas à desidratação em séries crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 26 

90% e 100%) por 15 min. em cada etapa. Posteriormente, as amostras foram mantidas por 12 27 

horas em mistura acetona e resina Epon. As amostras foram transferidas para resina pura 28 

onde ficaram por mais 12 horas. Finalmente foram incluídas em resina Epon (Sigma, St. 29 

Louis, MO, USA) em suporte de silicone e colocadas para polimerização em estufa a 65 °C. 30 

Foram realizados cortes ultrafinos em ultramicrótomo EM UC6 (Leica, Wetzlar, Alemanha) 31 

em corte de 70 nm. Os cortes foram coletados em grades de cobre e contrastados em acetato 32 

de uranila (5%) por 1h15min e citrato de chumbo por 4 min, e estocado em dissecador até o 33 

momento da avaliação em MET (JEOL, modelo JEM 1011, Tóquio, Japão) equipado com 34 

câmara CCD Gatan (Califórnia, EUA). 35 

2.9. Análise estatística 36 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foram obtidas as 37 

médias e desvio-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA). Para a comparação das 38 

médias, foi utilizado o teste de Tukey, de acordo com o coeficiente de variação obtido, 39 

considerando um nível de significância de 5%. Foi utilizado o PROC GLM (General Linear 40 
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Models) do Software SAS® (Statistical Analysis System) para Windows versão 9.0. Na 1 

correlação estatística do ensaio cometa para o índice de dano ao DNA espermático pós-2 

descongelação foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As análises da avaliação espermática 3 

por microscopia eletrônica de transmissão foram apresentadas de forma descritiva. 4 

3. Resultados 5 

Neste estudo, avaliou-se a influência da fragmentação do DNA espermático 6 

(utilizando o teste Cometa) no sêmen caprino. Os resultados da análise do comprimento da 7 

cauda do DNA realizado pelo “OpenComet” (teste Cometa) dos espermatozoides caprinos 8 

estão demonstrados na figura 1. Os dados informam o comprimento da cauda do DNA dos 9 

espermatozoides, cujo sêmen havia sido criopreservado em meio TRIS em diferentes 10 

concentrações de gema de ovo de Numida meleagris (GONM) e TRIS com 2,5% de gema de 11 

ovo de Gallus gallus domesticus (GOGD - grupo controle) após análise pelo referido teste. 12 

Quanto ao comprimento da cauda de DNA formada, não houve diferença 13 

significativa entre os grupos experimentais criopreservados em meio TRIS adicionados da 14 

gema de ovo de Numida meleagris (GONM) nas concentrações de 2,5%; 5,0%; e 10% quanto 15 

ao grupo controle (TRIS 2,5% GOGD) (P>0,05). 16 

Observou-se ainda que o melhor grupo experimental, com mínima diferença 17 

significativa do grupo TRIS foi à GONM 2,5%, semelhante ao TRIS 2,5% da GOGD 18 

(P>0,05). Logo quanto menor o comprimento da cauda, menor será o dano e menos 19 

genotóxico será o diluente, visando a manutenção da viabilidade dos espermatozoides. 20 

Os grupos experimentais TRIS 15% GONM e TRIS 20% GONM apresentaram 21 

diferença significativa em relação ao grupo controle TRIS 2,5% GOGD (P < 0,05). Logo, o 22 

comprimento da cauda do DNA foi maior no grupo experimental TRIS 20% GONM, de 23 

acordo como demonstrado na figura, sugerindo uma ação, provavelmente, mais lesiva e 24 

tóxica na viabilidade dos espermatozoides. 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 

 35 

 36 

 37 

 38 
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Figura 1. Registro do comprimento da cauda do DNA de espermatozoides caprinos 1 

criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações da gema de ovo de Numida 2 

meleagris pós-descongelação através da análise do “OpenComet”.  3 
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Fonte: Elaborada pelos autores (2021). (*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). T = 5 

TRIS; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12); % das 6 

amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%). 7 

 8 

Não houve diferença estatística quanto ao percentual de DNA na cauda nos grupos 9 

TRIS com 2,5%; 5,0%; e 20% da GONM em comparação ao grupo controle TRIS 2,5% 10 

GOGD (P > 0,05). Logo, o percentual de fragmentação do DNA foi semelhante entre os 11 

grupos mencionados (figura 2). 12 

Os grupos experimentais TRIS 10% de GONM e TRIS 15% de GONM 13 

apresentaram diferença estatística em relação ao grupo controle TRIS 2,5% de GOGD (P < 14 

0,05). Pois, o percentual de DNA na cauda foi superior no TRIS 10% de GONM. Isso 15 

demonstra que essas células espermáticas não são viáveis para uso, inclusive, em 16 

biotecnologias reprodutivas, como a produção in vitro de embriões na etapa de fertilização 17 

in vitro e inseminação artificial, uma vez que apresentaram fragmentação do DNA, material 18 

genético indispensável para que a fecundação seja possível. Diante disso, ressalta-se que a 19 

concentração de 10% de GONM não é indicada para a criopreservação de sêmen caprino. O 20 

melhor grupo experimental sem diferença significativa foi o TRIS 2,5%  de GONM. 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
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Figura 2. Registro do percentual de fragmentação de DNA de espermatozoides caprinos 1 

criopreservado em TRIS adicionado de diferentes concentrações da gema de ovo de Numida 2 

meleagris pós-descongelação através da análise do “OpenComet”.  3 
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Fonte: Elaborada pelos autores (2021). (*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). T = 5 

TRIS; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12); % das 6 

amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%). 7 

 8 

Na figura 3 observam-se os dados referentes ao grupo ACP-101c® em diferentes 9 

concentrações de GONM e ACP-101c® e grupo controle (2,5% da GOGD), após análise pelo 10 

teste cometa. 11 

Não foi verificada diferença estatística entre os grupos experimentais ACP® com 12 

GONM nas concentrações de 2,5% e 5% em comparação ao grupo controle (GOGD 2,5%) 13 

(P > 0,05). 14 

O grupo ACP® 2,5% GONM apresentou melhor viabilidade das células 15 

espermáticas, apresentando menor diferença ao grupo controle ACP® 2,5% GOGD (P > 16 

0,05). O grupo ACP® 5% GONM apresentou comprimento de cauda de DNA maior do que 17 

o grupo controle (P > 0,05). 18 

Os grupos experimentais ACP® com 10%, 15% e 20% de GONM apresentaram 19 

comprimento de cauda de DNA maior, sendo considerados menos propícios e genotóxico à 20 

criopreservação do sêmen caprino, apresentando diferença significativa (P > 0,05). 21 

Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais ACP® com GONM 22 

nas concentrações de 2,5% e 5% em comparação ao grupo controle (GOGD 2,5%) com 23 

relação ao tamanho da cauda de DNA nos espermatozoides caprinos criopreservados em 24 

ACP-101c® (P > 0,05). 25 
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Figura 3. Registro do comprimento da cauda do DNA de espermatozoides caprinos 1 

criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes concentrações da gema de ovo de 2 

Numida meleagris pós-descongelação através da análise do “OpenComet”.  3 
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Fonte: Elaborada pelos autores (2021). (*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). A = 5 

ACP-101c®; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08;28/09;24/10;30/11;07/12); % das 6 

amostras dos grupos experimentais (2,5%;5%;10%;15%;20%). 7 

Na figura 4 os grupos experimentais ACP® com 10%, 15% e 20% da GONM foram 8 

considerados menos propícios à criopreservação do sêmen caprino, por apresentarem 9 

porcentagens, maiores com baixa viabilidade para os espermatozoides quando comparado ao 10 

grupo controle ACP® 2,5% GOGD (P < 0,05) e ao grupo experimental com ACP® 2,5% e 11 

5% de GONM. 12 

 13 
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Figura 4. Registro da porcentagem de DNA na cauda após análise do “OpenComet” de 1 

espermatozoides caprinos criopreservado em ACP-101c® adicionado de diferentes 2 

concentrações da gema de ovo de Numida meleagris pós-descongelação.  3 

A G
C 2

2

A G
C 2

8

A G
C 2

4

A G
C 3

0

A G
C 0

7

 A
 2

,5
 2

2

A 2
,5

 2
8

A 2
,5

 2
4

A 2
,5

 3
0 

A 2
,5

 0
7

A 5
 2

2

A 5
 2

8

A 5
 2

4

A 5
 3

0 

A 5
 0

7

A 1
0 

22

A 1
0 

28

A 1
0 

24

A 1
0 

30 

A 1
0 

07

A 1
5 

22

A 1
5 

28

A 1
5 

24

A 1
5 

30 

A 1
5 

07

A 2
0 

22

A 2
0 

28

A 2
0 

24

A 2
0 

30 

A 2
0 

07

0

5

10

15

20

25

*

*

* * * *
*

P
o

rc
e

n
ta

g
e

m
 d

e
 D

N
A

 n
a 

ca
u

d
a

  4 

Fonte: Elaborada pelos autores (2021). (*) comparado com o grupo controle (P < 0,05). A = 5 

ACP-101c®; GC = Grupo Controle; Dias da coleta (22/08; 28/09; 24/10; 30/11; 07/12); % 6 

das amostras dos grupos experimentais (2,5%; 5%; 10%; 15%; 20%). 7 

Nas Figuras de 5 a 9 observam-se as ultraestruturas das células espermáticas pós-8 

descongelação em microscopia eletrônica de transmissão (MET).  9 

Nas Figuras 5 e 6 foi realizada análise ultraestrutural dos espermatozoides após 10 

descongelação, os quais foram criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 2,5% de 11 

GOGD, por meio de microscopia eletrônica de transmissão. Na figura 5, referente ao grupo 12 

controle, foi possível verificar poucas alterações estruturais nas amostras analisadas, contudo, 13 

identificou-se na região do flagelo um deslocamento da membrana plasmática que o recobre. 14 

Na figura 6, em amostras desse mesmo grupo, foram identificadas regiões afetadas, sugerindo 15 

que houve influência negativa do processo de criopreservação para a ocorrência das injúrias. 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 
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Figura 5. Análise ultraestrutural de espermatozoides após descongelação, os quais foram 1 

criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus 2 

domesticus (grupo controle), por meio de microscopia eletrônica de transmissão. 3 

 4 

 5 

Fonte: fotografia de propriedade dos autores (2021). Na imagem A, observa-se a membrana 6 

plasmática (seta azul), região acrossomal e cromatina preservadas (cabeça de seta vermelha). 7 

Na imagem B, verifica-se a transição entre peça intermediária e flagelo, colar mitocondrial 8 

preservado com as organelas intactas e axonema (letra A), também preservado, com 9 

elementos do citoesqueleto visíveis e de aspecto usual (seta amarela). Na Imagem C, verifica-10 

se região do flagelo em corte longitudinal onde se observa a disposição dos microtúbulos de 11 

aspecto usual (seta azul). No entanto, ainda nesta região se observa um deslocamento da 12 

membrana compatível com região terminal do flagelo (seta vermelha). 13 

Figura 6. Análise ultraestrutural de espermatozoides caprinos após descongelação, os quais 14 

foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus 15 

domesticus (grupo controle), através de microscopia eletrônica de transmissão. 16 

 17 

Fonte: fotografia de propriedade dos autores (2021). Na imagem A, demonstra-se associação 18 

de membrana frouxa em torno da célula (cabeça de seta azul). São identificados também 19 

pontos de deslocamento da cromatina (seta vermelha), esta ondulação de membrana é 20 

condizente com regiões de edema (cabeça de seta vermelha). Região acrossomal desorganiza 21 

(seta vermelha). Na imagem B, observa-se corte transversal da peça intermediária em 22 

transição com flagelo, a seta amarela demonstra o colar de mitocôndrias preservado e região 23 

de axonema típica com elementos de microtúbulo (letra A), seta vermelha demonstra apenas 24 
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fragmentos.  Na imagem C, demonstra-se a região de centríolos preservada com 1 

ultraestrutura típica para corte transversal (seta azul).  2 

  Na figura 7 observa-se o resultado da análise ultraestrutural dos espermatozoides 3 

após descongelação, os quais foram criopreservados em meio ACP-101c® adicionado de 10% 4 

de GONM, por meio de microscopia eletrônica de transmissão.  Nessa amostra, foi 5 

identificado um elevado grau de degradação nos componentes ultraestruturais, sendo 6 

indicativo de baixa atividade de preservação do meio utilizado no processo de 7 

criopreservação. Dessa forma, não recomendando-o para criopreservação de sêmen caprino.  8 

Figura 7. Análise ultraestrutural de espermatozoides após descongelação, os quais foram 9 

criopreservados em ACP-101c® adicionado de 10% da gema de ovo de Numida meleagris, 10 

por meio de microscopia eletrônica de transmissão.  11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

Fonte: fotografia de propriedade dos autores (2021). Na imagem A, demonstra-se diversas 20 

protrusões de membrana, o que evidencia descolamento da membrana na região da cabeça 21 

do espermatozoide (cabeças de setas vermelhas). Ainda nessa região, a cromatina apresenta 22 

áreas de esvaziamento (setas vermelhas). São visualizados elementos eletrondensos se 23 

desprendendo da célula. Na imagem B, região de transição da peça intermediária com o 24 

flagelo, apresentando colar mitocondrial preservado com axonema também preservado (letra 25 

A e seta amarela), presença debris celulares (CI). Na imagem C, região de centríolo com 26 

alterações morfológicas atípicas (seta verde), condensação de elementos eletrondensos 27 

confinados em unidades de membrana se projetando para fora da estrutura do flagelo (seta 28 

vermelha).  29 

Na figura 8 observa-se o resultado da análise ultraestrutural dos espermatozoides 30 

caprinos após descongelação, os quais foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 31 

2,5% GONM, através de microscopia eletrônica de transmissão. Dentre os achados na 32 

ultraestrutura celular, vale inferir que a célula espermática apresentou várias regiões 33 

preservadas, com apenas uma alteração na região abaixo do centríolo, apresentando pequenas 34 

vesículas indicativas de degeneração celular e perda de estabilidade estrutural da cauda do 35 

espermatozoide. Resultado este, melhor do que o encontrado no grupo experimental ACP-36 

101c® adicionado de 10% de GONM (figura 7). 37 

 38 
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Figura 8. Análise ultraestrutural de espermatozoides caprinos após descongelação, os quais 1 

foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Numida 2 

meleagris, através de microscopia eletrônica de transmissão.  3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

Fonte: fotografia de propriedade dos autores (2021). Na imagem A, demonstra-se região de 11 

cabeça preservada, membranas íntegras com acrossoma preservado (setas pretas e seta 12 

vermelha). Cromatina íntegra e com aspecto ultraestrutural normal em corte longitudinal 13 

(setas azuis). Na imagem B, verifica-se a região de transição entre a peça intermediária e 14 

flagelo. Mitocôndrias preservadas. Microtúbulos periféricos (seta amarela) e microtúbulos 15 

centrais (letra A); axonema preservado (setas azuis). Na imagem C, demonstra-se centríolo 16 

parcialmente preservado em corte longitudinal (seta azul). A região abaixo do centríolo 17 

contém diversas pequenas vesículas indicativas de degeneração celular e perda de 18 

estabilidade estrutural da cauda do espermatozóide. Essa amostra mostrou-se preservada, no entanto 19 

foram encontradas células contendo desestruturação na região flagelar. 20 

Na figura 9, observa-se o resultado da análise ultraestrutural dos espermatozoides 21 

caprinos após descongelação, os quais foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 22 

2,5% GOGD através de microscopia eletrônica de transmissão. Nessa amostra do grupo 23 

controle foram evidenciadas alterações em nível de membrana e cromatina, embora, outras 24 

regiões importantes da célula espermática estivessem preservadas. Vale salientar que o 25 

acrossoma apresentou ultraestrutura bem preservada, tendo em vista ser uma organela 26 

importantíssima para o processo de fertilização, pois alberga enzimas hidrolíticas 27 

responsáveis pela penetração da célula espermática na zona pelúcida, fenômeno conhecido 28 

como reação acrossomal.     29 
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Figura 9. Análise ultraestrutural de espermatozoides caprinos após descongelação, os quais 1 

foram criopreservados em ACP-101c® adicionado de 2,5% da gema de ovo de Gallus gallus 2 

domesticus (grupo controle), através de microscopia eletrônica de transmissão. 3 

 4 

 5 

Fonte: fotografia de propriedade dos autores (2021). Na imagem A, demonstra-se a cabeça 6 

do espermatozoide em corte transversal onde se observa a membrana e acrossoma com 7 

aspectos ultraestruturais bem preservados (seta azul e seta vermelha). Cromatina com 8 

deslocamento de membrana e cromatina apresentando pontos eletronlúcidos, indicando perda 9 

de material (cabeças de seta vermelha). Na imagem B, observa-se a região de transição entre 10 

a peça intermediária e flagelo, onde verifica-se deslocamento de membrana (seta vermelha) 11 

e colar de mitocôndrias com  axonema  e ultraestrutura conservada (seta amarela). Nessa 12 

imagem é possível visualizar um grande número de células degradadas representadas pelos 13 

diversos debris celulares (CI). Na imagem C, demonstra-se a região de centríolo com 14 

alterações ultraestruturais importantes indicadas pelo descolamento da membrana (seta 15 

vermelha) e regiões anormais eletronlucentes dentro do centríolo (seta azul) com presença de 16 

estruturas membranares circulares e mitocôndrias laterais degeneradas.  17 

4. Discussão 18 

De acordo com os resultados obtidos, neste estudo, quanto a avaliação do nível de 19 

fragmentação espermática pelo teste cometa, foi possível identificar a importância de sua 20 

realização, principalmente, quando com as amostras foram congeladas/descongeladas. Fato 21 

este ratificado por Andrabi (2007), sendo o teste cometa capaz de estimar com precisão o 22 

percentual de espermatozoides com danos na cromatina, o que prejudica a viabilidade da 23 

célula, sobretudo, a capacidade fertilizante. Ademais, salienta-se a importância dessa técnica 24 

na seleção de sêmen a ser utilizado em programas de inseminação artificial e fertilização in 25 

vitro (Sakkas et al., 2004). 26 

O processo de criopreservação pode gerar aumento de espécies reativas de oxigênio 27 

(EROS) o que contribui significativamente, segundo Simões (2013), para a fragmentação do 28 

DNA espermático. Além dessa causa, existem outras, como, por exemplo, a deficiência de 29 

protamina, apoptose espermática (Simões, 2013).  30 

Segundo Silva et al. (2018), a microscopia eletrônica de transmissão é uma 31 

ferramenta utilizada para determinar o tamanho e a forma das estruturas orgânicas 32 

(biológicas) e inorgânicas. Baseia-se na interação dos elétrons incidentes sobre a matéria. E 33 

isso foi encontrado neste estudo. 34 



94 

Na imagem A da figura 5, as alterações de cromatina estão geralmente associadas 1 

às alterações morfológicas e, consequentemente, de motilidade (Enciso et al., 2011). Perdrix 2 

et al. (2011), verificaram que a presença de vacúolos com tamanho superior a 13% da área 3 

total da cabeça não tem relação com a fragmentação do DNA. Dados semelhantes foram 4 

encontrados no estudo realizado por Moura et al., (2013). 5 

Essas degradações podem estar associadas a anomalias de acrossoma (Kacem et al., 6 

2010; Perdrix et al., 2011; Lavolpe et al., 2015). Por outro lado, esses vacúolos, quando 7 

ocupam mais de 50% da superfície nuclear, têm sido associados ao aumento na fragmentação 8 

e desnaturação de DNA (Garolla et al., 2008; Franco et al., 2011), apresentando 9 

consequentemente baixa eficiência nas técnicas de reprodução assistida (Berkovitz et al., 10 

2006).  11 

A avaliação qualitativa da ultraestrutura dos espermatozoides por meio da 12 

microscopia eletrônica de transmissão possibilita identificar danos espermáticos (Silva et al., 13 

2013), uma vez que abrange os dados de informações não visíveis e perceptíveis na análise 14 

por microscopia óptica simples. 15 

Na análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão, neste estudo, 16 

não foram verificadas ações deletérias nos grupos controle e experimentais. As regiões da 17 

cabeça (membrana plasmática e acrossoma) mantiveram-se preservadas, sem alteração no 18 

DNA. As lesões de cabeça e cauda foram semelhantes às descritas para espermatozoides 19 

caprinos, mesmo estes apresentando tamanho, forma e composição lipídica distintas (Purdy, 20 

2006). 21 

De acordo com o estudo desenvolvido por Ciftci; Zulkadir (2010) a avaliação 22 

nuclear do espermatozoide por meio da microscopia eletrônica de transmissão é realizada 23 

apenas em uma secção da cabeça, uma vez que o corte feito na amostra possui entre 50 e 100 24 

nm; enquanto que a cabeça do espermatozoide possui dimensão aproximada de 14 µm em 25 

seu diâmetro maior, e 7 µm em seu diâmetro menor. 26 

A microscopia eletrônica de transmissão é uma ferramenta muito útil para avaliação 27 

de células, permitindo visualizar detalhes (com grande aumento e resolução) não vistos em 28 

outras técnicas. Apesar disso, em alguns casos, como na avaliação da cromatina nuclear de 29 

espermatozoides, por limitar a visualização apenas a uma secção da cabeça, faz-se necessário 30 

a utilização de uma grande amostra para tornar a avaliação confiável. 31 

5. Conclusão 32 

A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor adicionado aos meios 33 

diluentes ACP-101c® e TRIS, é um componente inédito, que tem resultados promissores na 34 

concentração de 2,5%, para a criopreservação do sêmen caprino. No entanto, não se exclui a 35 

necessidade de mais estudos para maior investigação e consequente validação desse 36 

componente. 37 
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6 CONCLUSÃO 

 

A obtenção de bons índices de viabilidade seminal é possível, desde que a 

formulação do diluente leve em consideração as características fisiológicas do sêmen 

da espécie (pH, tolerância osmótica, composição da membrana plasmática), como 

também a variabilidade individual. 

O diluente à base de água de coco em pó para sêmen de caprino 

adicionado de gema de ovo de Numida meleagris, é promissor na criopreservação 

dos espermatozoides caprinos, rica em complexos lipoproteicos. 

A gema de ovo de Numida meleagris, como crioprotetor externo da 

membrana, acrescida aos diluentes ACP-101c® ou TRIS, melhora a qualidade seminal 

do sêmen caprino, reduzindo danos ocasionados durante o processo de congelação-

descongelação, tornando-se uma opção viável para seu uso em processos de 

criopreservação de sêmen de caprinos. 

O uso da gema de ovo de Numida meleagris adicionada ao diluente ACP-

101c® ou TRIS como crioprotetor externo, apresenta importância, social e tecnológica, 

indo ao encontro e desenvolvimento de produtos biotecnológicos alternativos aos 

existentes atualmente no mercado, além de contribuir para o desenvolvimento 

regional e favorecendo a cadeia produtiva de criadores dessa espécie de aves. 
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7 PERSPECTIVAS  

 

A gema de ovo de Numida meleagris em meio à base diluentes  de ACP® 

e TRIS é uma alternativa para a criopreservação do sêmen caprino. A mesma possui 

exelentes valores nutricionais valores de proteína.  Contudo, é de extrema importância 

mais estudos direcionados à suplementação desse meio diluente/crioprotetor afim de 

ajustá-lo para incrementar a viabilidade e garantir melhorias no potencial fecundante 

dos espermatozoides caprinos submetidos a criopreservação/descongelação.  
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