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RESUMO GERAL 

ROCHA, H. B. Uso da Polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa como 

suplemento ao diluente de congelação do sêmen caprino. 2018. 61P. Dissertação 

(Dissertação em zootecnia) – Universidade Federal do Piauí, 2018. 

Objetivou-se avaliar a qualidade in vitro do sêmen caprino utilizando diluente a base da 

polpa do fruto de Mauritia flexuosa. Para isso o extrato bruto da polpa do fruto de 

Mauritia flexuosa foi diluído em solução tampão em diferentes concentrações (0,25%, 

0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 10%) e foram avaliados pH e 

osmolaridade a 37 °C e após 24 horas de estocagem a 3 °C. Foram utilizados 3 caprinos, 

com idade média de 6 anos, clinicamente saudáveis. Foram utilizados 30 pools de 

sêmen dos 3 bodes. A coleta do sêmen foi realizada com auxílio de uma vagina artificial 

específica para pequenos ruminantes, pré-aquecida (± 39°C) e acoplada a um tubo 

coletor graduado. O experimento foi realizado em duas fases. Sendo a primeira 

realizada o teste de toxicicidade in vitro no total de 15 pools, sendo 15 coletas por 

animal. Os pools foram avaliados com a adição de 0,25%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 

0,9% 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 10% do diluente a base do extrato bruto da polpa do fruto 

de Mauritia flexuosa e avaliados os parâmetros espermáticos. Na segunda fase foram 

utilizados mais 15 pools de sêmen, que posteriormente foram diluídos em Tris-gema-

glicerol GC e tris-glicerol contendo as melhores concentrações do extrato bruto da polpa 

do fruto de Mauritia flexuosa. As amostras foram submetidas a rampa de 

criopreservação com auxílio do aparelho Tk 3000®. Posteriormente, as palhetas foram 

imersas em nitrogênio líquido (-196°C) e armazenadas em botijões criogênicos. Após a 

descongelação as amostras foram avaliadas no sistema CASA quanto os parâmetros de 

motilidade total (MT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade linear (VSL), 

velocidade de percurso (VAP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), deslocamento 

lateral de cabeça (ALH), frequência de batimento cruzado (BCF), índice de oscilação 

(WOB) e morfologia espermática pelo método de panótico rápido, atividade 

mitocondrial e integridade de membrana. A análise estatística dos dados foi realizada 

pelo PROC GLM do software SAS® e quando verificada significância (p<0,05) 

procedeu-se o teste de Tukey. Na primeira etapa os grupos contendo baixa quantidade 

de extrato foram estatisticamente iguais ao grupo controle (p>0,05). Já na segunda 

etapa, após descongelação os grupos contendo tris-2,5%gema ou não, foi observado 

diferença estatística entre os grupos testados nos parâmetros de VCL, VSL, VAP, LIN, 

STR, ALH, BCF, WOB (p<0,05). Ademais pode se constatar que o extrato de origem 

vegetal atuou de forma benéfica adicionado ao diluente Tris-2,5% gema ou isento no 

sêmen caprino. A polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa adicionado no 

diluente tris-2,5% gema ou não em baixas concentrações permitiu a manutenção da 

viabilidade espermática no processamento/criopreservação no pool do sêmen caprino, 

podendo ser uma alternativa viável para aplicação a campo.   

Palavras-chave: Caprinos, extrato bruto de Mauritia flexuosa, criopreservação 
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ABSTRACT 

ROCHA, H. B. Use of dehydrated pulp of Mauritia flexuosa fruit as a supplement 

to the freezing diluent of goat semen. 2018. 61P. Dissertation (Dissertation in 

zootechnics) - Federal University of Piauí, 2018. 

The objective was to evaluate the in vitro quality of goat semen using diluent based on 

the fruit pulp of Mauritia flexuosa. For this purpose, crude extract of Mauritia flexuosa 

fruit pulp was diluted in buffer solution at different concentrations (0.25%, 0.5%, 0.6%, 

0.7%, 0.8%, 0.9% 1%, 2%, 3%, 4%, 5% and 10%) and pH and osmolarity were 

evaluated at 37 ° C and after 24 hours of storage at 3 ° C. Three goats, with a mean age 

of 6 years, were used clinically healthy. We used 30 pools of semen from the 3 goats. 

Semen collection was performed using a specific artificial vagina for small ruminants, 

preheated (± 39 ° C) and coupled to a graduated collection tube. The experiment was 

carried out in two phases. The first was the in vitro toxicity test in a total of 15 pools, 15 

of which were collected per animal. The pools were evaluated with the addition of 

0.25%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9% 1%, 2%, 3%, 4%, 5 % and 10% of the diluent 

based on the crude extract of the fruit pulp of Mauritia flexuosa and evaluated the 

spermatic parameters. In the second phase, a further 15 semen pools were used, which 

were later diluted in Tris-gem-glycerol GC and tris-glycerol containing the best 

concentrations of the crude extract of the pulp of the Mauritia flexuosa fruit. The 

samples were submitted to a cryopreservation ramp using the Tk 3000® device. 

Subsequently, the vanes were immersed in liquid nitrogen (-196 ° C) and stored in 

cryogenic cylinders. After thawing the samples were evaluated in the CASA system for 

the parameters of total motility (MT), curvilinear velocity (VCL), linear velocity (VSL), 

speed of travel (VAP), linearity (LIN), rectilinearity (STR), displacement (ALH), cross-

beat frequency (BCF), oscillation index (WOB), and rapid panoptic sperm morphology, 

mitochondrial activity and membrane integrity. Statistical analysis of the data was 

performed by PROC GLM of the SAS® software and when the significance was 

verified (p <0.05) the Tukey test was performed. In the first stage the groups containing 

low amount of extract were statistically equal to the control group (p> 0.05). In the 

second stage, after thawing the groups containing tris-2,5% yolk or not, a statistical 

difference was observed between the groups tested in VCL, VSL, VAP, LIN, STR, 

ALH, BCF, WOB (p <0), 05). In addition it can be verified that the extract of plant 

origin acted in a beneficial way added to the diluent Tris-2,5% yolk or exempt in goat 

semen. The dehydrated pulp of Mauritia flexuosa fruit pulp added in the tris-2,5% yolk 

diluent or not at low concentrations allowed the maintenance of the sperm viability in 

the cryopreservation process in the goat semen pool and could be a viable alternative for 

field application. 

Key-words: Goats, Mauritia flexuosa crude extract, cryopreservation 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A caprinocultura e ovinocultura são atividades produtivas realizadas em grande 

parte do Brasil, destacando as regiões Sul e Nordeste, locais onde se concentram o 

maior número desses animais. Vale ressaltar que a caprinocultura está aumentando na 

demanda nacional e mundial. A caprinocultura tem ganhado destaque no agronegócio 

brasileiro, com um rebanho acima de nove milhões de animais (FAO, 2016). O Estado 

do Piauí figura entre os grandes produtores, possuindo cerca de 1.228.950 cabeças de 

caprinos, representando segundo dados da FAO (2016), 13,5% do rebanho da região 

nordeste. 

Entretanto a cadeia produtiva de caprinos ainda se caracteriza pela alta 

mortalidade dos rebanhos, provocada pelo nível tecnológico precário, gerando uma 

oferta irregular do produto e animais com maiores custos, causado pelo longo tempo de 

criação entre o nascimento e o abate (CORREIA et al., 2000). Diante disso, torna-se 

necessário a adoção de inovações tecnológicas voltadas a reprodução que surge como 

um fator de potencial favorável ao desenvolvimento da caprinocultura. Conforme 

relatos feitos por Teixeira et al. (2013), as inovações tecnológicas na área da reprodução 

para pequenos ruminantes ainda são limitadas, pela complexidade de manipulação trato 

reprodutivo, diferente dos grandes ruminantes, pois a prática é favorecida pela 

manipulação retal. Todavia, a inseminação artificial permite o crescimento da produção, 

pois dissemina a genética de qualidade superior no rebanho através de reprodutores 

selecionados. Essa biotecnologia, aliada a outras técnicas conhecidas e utilizadas há 

algum tempo como a indução e sincronização estral, possibilitam a produção de crias, 

carne e leite em determinados períodos do ano que não ocorreriam de forma natural, 

devido às espécies caprina e ovina serem poliéstricas estacionais de dias curtos 

(FONSECA, 2006), entretanto quanto mais próximo da linha do Equador (Regiões 

Nordeste e Norte) a estacionalidade é menor, desta forma pode se inferir que havendo 

aporte nutricional adequado os pequenos ruminantes apresentaram ciclicidade durante o 

ano todo (FONSECA, 2005). 

Para a aplicação desta biotécnica torna-se imprescindível a utilização de sêmen 

de boa qualidade quando se almeja sucesso na inseminação artificial, por esse motivo 

seu processamento deve preserva-lo ao máximo. Ao longo dos últimos 60 anos houve o 

desenvolvimento progressivo das técnicas de congelação seminal. Vários diluentes e 

técnicas de criopreservação são descritas em diferentes espécies animais, como por 

exemplo, em bubalinos (CHACUR, 1996), caprinos (JIMENEZ-RABADAN et el., 
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2013) e ovinos (AISEN et al., 2002). Neste sentido, no processo de criopreservação 

espermática, é necessário que o diluente proporcione a capacidade de manter o pH 

adequado, fornecer proteção e preservar a viabilidade celular, osmolaridade adequada e, 

ainda, capacidade de proteger os espermatozoides contra crioinjúrias (SALAMON; 

MAXWEL, 2000). 

O Brasil em sua diversidade possui vários tipos de frutas nativas, acompanhadas 

de características sensoriais ímpares com alto teor nutricional e econômico (RUFINO et 

al., 2010). Como exemplo a polpa do fruto de Mauritia flexuosa, composta por 

carotenoides, polifenóis e ácido ascórbico, pode ser utilizada na prevenção de inúmeras 

doenças oriundas do estresse oxidativo, e possui quantidades consideráveis de caroteno 

sendo superior ao encontrado na couve e cenoura. Sua fração lipídica é composta por 

tocoferol e óleos que em sua maioria são ácidos graxos, oleico, palmítico e ômega-9, 

que contribuem na prevenção de doenças cardíacas. A polpa do fruto de Mauritia 

flexuosa possui elevadas quantidades de aminoácidos sulfurados importantes para bebês 

prematuros e triptofano precursor de niacina, composta também de fibras e dispõe da 

presença de diversos minerais (MANHÃES, 2007).  

Face ao exposto, apesar dos vários estudos desenvolvidos utilizando diluentes de 

origem vegetal na biotecnologia do sêmen, há poucos relatos sobre a eficiência da polpa 

desidratada do fruto de Mauritia flexuosa na conservação seminal. O presente trabalho 

foi elaborado para avaliar a viabilidade in vitro do sêmen caprino diluído em Tris 

contendo diferentes concentrações da polpa desidratada de Mauritia flexuosa e em Tris 

contendo 2,5% gema de ovo adicionado diferentes concentrações da polpa de 

desidratada de Mauritia flexuosa. 

Esta dissertação foi desenvolvida e encontra-se estruturada conforme as normas 

para elaboração de dissertação do Programa de Pós-Graduação em Zootecnia da UFPI, 

com a seguinte organização: Introdução Geral; CAPÍTULO 1. Revisão de literatura 

elaborada de acordo com as normas da Revista Ciência Rural. CAPÍTULO 2. Artigo 

científico intitulado: “Uso da Polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa como 

suplemento ao diluente de congelação do sêmen caprino”, elaborado de acordo com as 

normas da revista Small Ruminant Research.  
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RESUMO 12 

Esta revisão de literatura propõe como objetivo informar através de um compilado de 13 

informações de artigos científicos sobre os avanços na aplicação das biotécnicas 14 

reprodutivas na conservação do sêmen caprino. A vista disso, a biotécnica de 15 

criopreservação espermática auxilia significativamente neste processo, tornando 16 

necessário relatar os processos envolvendo a congelação seminal para armazenamento 17 

por longos períodos e para isso ainda são utilizados meios de conservação compostos de 18 

substâncias de origem animal, a exemplo da gema de ovo e do leite desnatado, e esses 19 

produtos além de implicar em riscos sanitários, podem inviabilizar a comercialização 20 

internacional de doses inseminantes, diminuindo desta forma a difusão de material 21 

genético de valor superior, além de que essas substâncias já consagradas na literatura 22 

apresentam resultados satisfatórios, porém que não podem ser mais superados com a sua 23 

utilização. Apesar do consagrado sucesso das pesquisas na criopreservação de sêmen 24 

caprino, aliado a outros componentes como meios diluentes e crioprotetores que 25 

participam de forma significativa na manutenção da viabilidade espermática no pós-26 

descongelação, ainda são necessárias mais pesquisas visando otimizar ainda mais esta 27 

biotécnica reprodutiva.  28 

 29 

Palavras-chave: Caprinocultura, Criopreservação, Diluentes de origem vegetal 30 

 31 
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 33 
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ABSTRACT 1 

This literature review aims to inform through a compilation of information from 2 

scientific articles on the advances in the application of reproductive biotechnology in 3 

the conservation of goat semen. In view of this, the biotechnology of sperm 4 

cryopreservation helps significantly in this process, in view of this it is necessary to 5 

report the processes involving the seminal freezing for storage for long periods and for 6 

this still means of conservation composed of substances of animal origin are used, for 7 

example the egg yolk and skimmed milk, and these products, as well as implying health 8 

risks, may prevent the international marketing of inseminating doses, thus reducing the 9 

dissemination of genetic material of superior value, in addition to those substances 10 

already enshrined in the literature present results satisfactory but can not be overcome 11 

with their use. Despite the established success of research on cryopreservation of goat 12 

semen, together with other components such as diluents and cryoprotectants, which play 13 

a significant role in maintaining sperm viability in post-thawing, further research is still 14 

needed to further optimize this reproductive biotechnology. 15 

 16 

Key words: Goats, Cryopreservation, Diluents of plant origin 17 

 18 
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 20 

 21 

 22 
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1. INTRODUÇÃO 1 

A caprinocultura exerce grande importância no setor do agronegócio brasileiro 2 

com um rebanho acima de nove milhões de animais (FAO, 2016), onde a região 3 

Nordeste se destaca pelo seu elevado efetivo de animais com mais de 9 milhões de 4 

animais (FAO, 2016). A demanda por proteína animal de qualidade tem aumentado 5 

pelos consumidores, necessitando que o mercado se adapte a essas exigências 6 

(ANUALPEC, 2012). Entretanto, há necessidade de aperfeiçoamento dos sistemas de 7 

manejo sanitário, alimentar, reprodutivo e zootécnico dos rebanhos. Dentro desse 8 

contexto, a utilização de biotécnicas reprodutivas que contribuam com o melhoramento 9 

genético de caprinos são importantes pois contribuem com o sucesso, aumentando a 10 

produtividade. 11 

Dentre essas biotécnicas a inseminação artificial ganha destaque por permitir a 12 

utilização de indivíduos melhorados. Além disso, evita o deslocamento de animais, os 13 

custos com a manutenção de machos reprodutores na propriedade e controle de 14 

enfermidades reprodutivas (TRALDI, 1994). Neste contexto, a criopreservação seminal 15 

tem sido amplamente empregada objetivando o aumento reprodutivo, sendo uma 16 

biotécnica imprescindível nos programas de inseminação artificial, transferência de 17 

embriões e produção in vitro de embriões (HAFEZ; HAFEZ, 2004). E o emprego de 18 

diluentes nestas biotécnicas exercem grande importância, na conservação do sêmen 19 

caprino. Que por sua vez devem aumentar o ejaculado, manter pH adequado, evitar 20 

crioinjúrias e ainda apresentar efeitos benéficos sobre a fertilidade (SALAMON; 21 

MAXWEL, 2000). 22 

Diante disso, esta revisão de literatura foi desenvolvida com o objetivo de 23 

difundir conhecimentos relacionados aos avanços das biotécnicas reprodutivas na 24 

criopreservação do sêmen caprino. 25 

2. BIOQUÍMICA DO SÊMEN E DILUENTES SEMINAIS PARA CAPRINOS 26 

 O sêmen caprino possui particularidades distintas das outras espécies, destas 27 

destaca-se a síntese e secreção de enzimas pelas glândulas bulbouretrais, liberadas no 28 

plasma seminal (BEZERRA, 2010). Ainda conforme esses autores, essas enzimas 29 

hidrolisam lecitina, fosfolipídios em maior quantidade nas membranas plasmáticas, em 30 

lisolecitinas e ácidos graxos, que são altamente tóxicos para os espermatozoides. Diante 31 

desse contexto, as composições enzimáticas do sêmen e dos diluentes seminais de 32 

caprinos são de grande importância no processo de conservação seminal desta espécie. 33 
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Neste contexto, os diluentes são utilizados objetivando aumentar o volume do 1 

ejaculado, entretanto devem permitir a sobrevivência dos gametas masculinos e que 2 

sejam isentos de substâncias tóxicas (GONÇALVES et al., 2001). Contudo é importante 3 

ressaltar que um diluente de qualidade deve proporcionar substâncias que proteja as 4 

células espermáticas contra o choque térmico, soluções tampão utilizadas para manter o 5 

pH, manter a pressão osmótica ideal (aproximadamente 300 mOsm), o equivalente ao 6 

sêmen, possuir antibióticos, com amplo espectro bacteriano. Além do mais, é necessário 7 

proporcionar substratos adicionais objetivando manter o metabolismo de energia do 8 

espermatozoide (CHACUR et al., 2012). Geralmente, os ingredientes de um diluente 9 

variam desde componentes químicos puros a produtos de origem animal ou vegetal 10 

(GIL et al., 2003). 11 

Os diluentes comumente utilizados são a base de Tris (hidroximetil 12 

aminometano) (MAIA et al., 2008), leite desnatado (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A gema 13 

de ovo também possui capacidade de proteger os espermatozoides contra crioinjúrias 14 

(ABOAGLA; TERADA, 2004) e reduz as trocas metabólicas que atuam de forma 15 

negativa na motilidade (AHMAD et al., 2008). As macromoléculas a exemplo da 16 

caseína do leite, as proteínas contidas na gema de ovo e o glicerol são atualmente, os 17 

crioprotetores mais adicionados nos diluentes de sêmen dos ovinos (VALENTE et al., 18 

2010). 19 

Entretanto, é necessário considerar um fator, exclusivo do macho caprino, pois 20 

as glândulas bulbouretrais produzem, de forma singular, uma fosfolipase responsável 21 

por hidrolisar a lecitina da gema de ovo, produzindo ácidos graxos e lisolecitina, esta 22 

última age na membrana espermática causando danos (ROY, 1957). Nunes et al. (1982) 23 

descobriram a existência de uma fração protéica do plasma seminal (BU-III), oriunda 24 

das glândulas bulbouretrais, que atua em conjunto do leite, inibindo a motilidade dos 25 

espermatozoides promovendo uma reação acrossômica. Ainda estes mesmos autores 26 

relataram que essa lisolecitina é tóxica por exercer ação detergente sobre os lipídios da 27 

membrana plasmática. 28 

Todavia, a utilização de aditivos de origem animal na diluição seminal resulta 29 

em riscos sanitários, não favorecendo apenas aos agentes microbiológicos, mas também 30 

por contaminantes capazes de colocar em risco a qualidade do produto (GIL et al., 31 

2003). Em vista disso, tem sido utilizado diluentes de origem vegetal a exemplo da água 32 

de coco (OLIVEIRA et al., 2011) e lecitina de soja (FOROUZANFAR et al., 2010) 33 
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estão sendo utilizados para a criopreservação seminal, apresentando bons resultados 1 

quando utilizado no sêmen de ovinos e caprinos.  2 

Neste sentido, a água de coco tem apresentado como excelente diluente para o 3 

sêmen de caprinos, pela presença de uma molécula do grupo das auxinas, denominado 4 

de ácido 3-indol-acético, que confere as células espermáticas aumento na motilidade e 5 

no vigor espermático (SALLES, 1989). Além do mais, este diluente contém na sua 6 

composição aminoácidos açúcares, vitaminas e minerais. O mesmo autor relata que, por 7 

causa da baixa concentração de fosfolipídeos, a água de coco ainda não apresenta 8 

características favoráveis como diluente na criopreservação espermática, neste sentido 9 

quando utilizada para a criopreservação, recomenda-se acrescer 2,5% de gema de ovo 10 

(OLIVEIRA et al., 2011). 11 

A lecitina de soja, um composto fosfolipídico natural, sendo constituído 12 

principalmente por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e ácido 13 

fosfatídico (DALMAZZO, 2012), também ácidos graxos esteárico, oleico e palmítico, 14 

os quais prevalecem nas membranas biológicas, conferindo estabilidade estrutural 15 

(CRESPILHO et al., 2014). Mesmo apresentando composição lipídica compatível com 16 

a membrana espermática do caprino, os resultados do uso da lecitina de soja no sêmen 17 

dessa espécie são inconsistentes (SALMANI et al., 2014; VIDAL et al., 2013). 18 

3. CRIOPROTETORES SEMINAIS UTILIZADOS NO SÊMEN CAPRINO 19 

A criopreservação seminal é uma biotécnica que trouxe inúmeros benefícios à 20 

reprodução animal, seja para animais de interesse econômico ou aqueles ameaçados de 21 

extinção, ou mesmo no tratamento da infertilidade masculina (WATSON, 2000). Essa 22 

biotécnica pode ser utilizada basicamente de duas formas; na refrigeração ou na 23 

congelação seminal (YOSHIDA, 2000). 24 

Neste sentido torna-se necessário a utilização de crioprotetores com o intuito de 25 

reduzir os danos físicos e químicos causados pelos processos de refrigeração, 26 

criopreservação e descongelação dos espermatozoides (PURDY, 2006). A caseína 27 

presente no leite, as proteínas da gema de ovo e o glicerol são os crioprotetores 28 

comumente utilizados nos diluientes seminais (EVANS; MAXWELL, 1987). Estes 29 

podem ser classificados como crioprotetores penetrantes (intracelular) e crioprotetores 30 

não penetrantes (extracelular) (CORCUERA et al., 2007).  31 

Os crioprotetores penetrantes (intracelulares) são caracterizados por moléculas 32 

de tamanho pequeno que agem tanto no meio intracelular e extracelular, que pode 33 

atravessar a membrana plasmática e controlar a pressão osmótica intra e extracelular 34 
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(AMANN, 1999). Possuem capacidade de desidratar as células, com menor formação de 1 

cristais de gelo interno, e consequente reduzindo danos a membrana do espermatozoide 2 

no pós-descongelação. Os mais utilizados são o glicerol, etilenoglicol, propilenoglicol, 3 

dimetilsulfóxido e dimetilformamida (GRAHAM, 1995).  4 

O glicerol também é o mais eletivo para a criopreservação seminal de caprinos 5 

(PURDY, 2006). Este promove a redução da concentração do soluto nos meios intra e 6 

extracelulares, reduzindo a formação e tamanho dos cristais de gelo (DALIMATA; 7 

GRAHAM, 1997) através de ligações de hidrogênio em meio as moléculas de água e 8 

seus três grupos funcionais de hidroxilas. Porém o crioprotetor pode causar danos ao 9 

sêmen de caprinos, conter graus de toxicidade em concentrações acima de 7% 10 

(LEBOUEF et al., 2000). Os danos envolvem mudanças nas estruturas citoplasmáticas, 11 

modificação da polimerização da tubalina e interferência direta nas proteínas da 12 

membrana plasmática (PARKS; GRAHAM, 1992). 13 

Os crioprotetores não penetrantes atuam em nível de membrana espermática, 14 

alterando-a, agem como soluto e reduzem o ponto de congelação do meio. Os principais 15 

crioprotetores não penetrantes comumente empregados tem como base a gema de ovo 16 

e/ou leite desnatado (SILVA; GUERRA, 2011), as lipoproteínas e a lecitina 17 

(fosfatidilcolina) da gema de ovo, a lactose e as caseínas preservam as células 18 

espermáticas contra crioinjúrias (DALMAZZO, 2012).  19 

Por conta da sensibilidade do sêmen caprino aos diluentes contendo gema de 20 

ovo e/ou leite, também pela sua composição ser variável e pelos riscos sanitários 21 

resultantes da presença desses produtos de origem animal nos crioprotetores não 22 

penetrantes nos diluentes seminais, crioprotetores isentos de substratos de origem 23 

animal, a exemplo da lecitina de soja, tem sido utilizado na criopreservação espermática 24 

de caprinos (SALMANI et al. 2014; VIDAL et al., 2013), bovinos (CRESPILHO et al., 25 

2014), bubalinos (AKHTER et al., 2012), caninos (DALMAZZO, 2012), ovinos (DEL 26 

VALLE et al., 2012), equinos (PAPA et al., 2011) e suínos (ZHANG et al., 2009). 27 

Outras fontes de origem vegetal têm sido utilizadas na criopreservação do sêmen 28 

de pequenos ruminantes. Del Valle et al. (2013) analisando o sêmen ovino após 29 

descongelação utilizando o óleo de coco em meio ao óleo de palma ao diluente não 30 

constataram diferença entre os grupos testados. Entretanto, Santos (2013) encontraram 31 

motilidade espermática progressiva satisfatória após a inclusão de 4% do óleo de coco 32 

ao meio diluente de caprinos.  33 
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4. MECANISMO TAMPÃO E CONTROLE DA OSMOLARIDADE NO SÊMEN 1 

CAPRINO 2 

A atividade metabólica da célula espermática resulta em formação de um meio 3 

ácido, o que reduz o potencial hidrogêniônico (pH) no diluente. E ainda, caso haja 4 

bactérias no sêmen diluído estas irão produzir metabólitos que também diminuem o pH 5 

do meio (YÁNIZ et al., 2011). O pH adequado para preservação dos parâmetros 6 

espermáticos é próximo da neutralidade, desta forma, grande parte dos meios diluentes é 7 

tamponada com pH 6,9 e 7,1 (ENGLAND; PONZIO, 1996). 8 

Todavia a maior parte dos diluentes seminais de caprinos possuem pH variando 9 

entre 6,0 a 8,0 e ainda torna-se necessário impedir grandes flutuações de pH, pois estas 10 

possibilitam a perda da capacidade fecundante ou mortalidade espermática (PURDY, 11 

2006). 12 

De forma natural, quem exerce poder tampão sobre sêmen caprino é o plasma 13 

seminal. Entretanto, nos casos onde o plasma seminal é removido in vitro, é 14 

imprescindível que seja adicionado substâncias com poder tamponante aos diluentes. 15 

Por isso, meios tampões a exemplo do citrato de sódio, fosfato, Tris e os tampões 16 

zwitteriônicos (TES, BES, HEPES e MOPS) são rotineiramente utilizados para 17 

controlar o pH dos diluentes (PURDY, 2006).  18 

A sobrevivência do espermatozoide caprino se dá em alta faixa de gradiente 19 

osmótico, de 250 a 625 mOsm. Porém, é recomendado que osmolaridade do meio seja 20 

mantida num gradiente de 300 a 320 mOsm (MACHADO; SIMPLÍCIO, 1995). 21 

Conforme pesquisa realizada por Purdy (2006) o espermatozoide caprino apresenta 22 

maior viabilidade quando em meio mais hiperosmótico. Diante disso, maiores danos 23 

podem ser evitados quando os espermatozoides caprino são criopreservados em 24 

diluentes com osmolaridade entre 425 e 525 mOsm. 25 

5. CRIOINJÚRIAS ESPERMÁTICAS 26 

A criopreservação é um procedimento que causa danos aos espermatozoides por 27 

reduzir seu tempo de sobrevivência e, por consequência, sua capacidade fertilizante 28 

(YESTE et al., 2014a). A redução na fertilidade se dá pelo impacto do processo de 29 

congelação/descongelação sobre a integridade da membrana plasmática e de outros 30 

parâmetros funcionais (WATSON, 2000). É importante salientar as variações inerentes 31 

de cada indivíduo e ejaculados relacionados à tolerância espermática ao congelamento, 32 

podem ser observados em várias espécies (CASAS et al., 2009; YESTE et al., 2013; 33 

2014b). A fase mais complicada se dá durante as etapas de criopreservação e 34 
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descongelação, onde ocorrem oscilações no volume da célula, favorecendo as injúrias 1 

quando os limites de tolerância das membranas são ultrapassados (BECKER-SILVA, 2 

2004). 3 

O processo de refrigeração do sêmen decorre em faixas de temperaturas que 4 

variam de 2 a 15ºC, sendo mais comum de 4 a 5 ºC (LEBOEUF et al., 2000). Esse 5 

procedimento tem como objetivo reduzir de forma reversível a motilidade e a atividade 6 

metabólica do espermatozoide através da diminuição gradual da temperatura 7 

(MACHADO; SIMPLÍCIO, 1995). Segundo Bezerra (2010) a cada 10ºC reduzidos em 8 

relação a temperatura corporal, o metabolismo da célula espermática é diminuído à 9 

metade, assim, ao alcançar a temperatura de 5ºC, o espermatozoide opera com cerca de 10 

10% do seu metabolismo para sua sobrevivência. 11 

Os danos causados aos espermatozoides pela criopreservação são irreversíveis e 12 

consequentemente reduzem a fertilidade da célula quando comparado ao sêmen in 13 

natura ou refrigerado (MORAES et al., 2015). Os efeitos da criopreservação e 14 

descongelação diminui a integridade do acrossoma, viabilidade e motilidade 15 

espermática. Alguns efeitos deletérios causados pela criopreservação podem ter como 16 

origem o estresse osmótico. Neste caso quando o espermatozoide é submetido a 17 

temperaturas abaixo de 0°C, há a formação de cristais de gelo extracelulares e também 18 

um meio com maior osmolaridade independente do líquido remanescente em que as 19 

células espermáticas estão expostas, aumentando a tensão osmótica nos 20 

espermatozoides (GIBB; AITEKEN, 2016). Comumente o sêmen caprino é envasado 21 

em palhetas e descongelado a 37ºC por 30 segundos. 22 

O tipo de fosfolipídeo em maior proporção na membrana pode também 23 

influenciar na sensibilidade ao choque térmico causado pelo frio e que quanto mais 24 

conteúdo de proteína a membrana tiver, menor a resistência ao choque térmico. Além da 25 

mudança na fase de transição lipídica, as crioinjúrias na membrana podem se dar por 26 

alterações de composição na membrana do espermatozoide (CHAKRABARTY et al., 27 

2007). A membrana do espermatozoide caprino possui alta concentração de 28 

fosfolipídeos, destaca-se a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, e esfingomielina, em 29 

ácidos graxos poli-insaturados, dentre esses os mais encontrados são o oleico, linoleico, 30 

araquidônico e docosahexaenoico, possui relação a um baixo nível de colesterol (RANA 31 

et al., 1993).  32 

Em uma pesquisa realizada por Chakrabarty et al. (2007), ao analisarem as 33 

injúrias de membrana causadas pelo processo de criopreservação de espermatozoides 34 
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epididimários de caprinos, constataram diminuição no conteúdo de fosfatidilcolina, 1 

fostfatidiletanolamina e de ácidos graxos poli-insaturados, e em, especial 2 

docoshexaenoico, fato que pode estar associado à perda da função espermática. Diante 3 

disso, esses autores recomendam a adição de fosfolipídeos ou fontes de fosfolipídeos 4 

aos meios de criopreservação, concordando com estudos realizados por Holt (2000) e 5 

Salamon e Maxwell (2000), de que a inclusão de lipídeos aos diluentes de sêmen 6 

tenham capacidade de reduzir os danos causados pelo choque térmico.  7 

A criopreservação altera a regulação de cálcio na célula espermática normal, 8 

provocando aumento no nível de cálcio intracelular em relação ao sêmen fresco e, 9 

impede a capacidade do espermatozoide controlar o influxo deste íon. Os danos 10 

causados no sistema regulador de cálcio na criopreservação são capazes de predispor as 11 

células, a uma falha na regulação da capacitação e da reação do acrossoma, 12 

provavelmente colaborando com a redução da fertilização do sêmen criopreservado 13 

(BAILEY; BUUHR, 1993). 14 

A criopreservação espermática compreende várias respostas biofísicas, ainda não 15 

completamente elucidadas, das células e dos tecidos. A taxa de sobrevivência 16 

espermática ao resfriamento, congelação e aquecimento são dependentes das taxas de 17 

resfriamento e aquecimento utilizadas, do tempo em que o espermatozoide se mantém 18 

em cada etapa, do transporte de substâncias e da formação de cristais de gelo 19 

(PICKETT; AMANN, 1987). 20 

6. TÉCNICAS PARA AVALIAÇÃO SEMINAL IN VITRO  21 

A avaliação seminal in vitro é de grande importância para determinar a 22 

eficiência reprodutiva de um macho reprodutor, pois complementa os dados obtidos na 23 

realização do exame clínico. Esse auxilio tem importância determinante na avaliação 24 

dos testículos, dos epidídimos e em todo sistema reprodutor, contribuindo no 25 

diagnóstico de animais com subfertilidade ou infertilidade (BATISTA; GUERRA, 26 

2010). 27 

Comumente as avaliações laboratoriais com o intuito de estimar o potencial 28 

fecundante de uma partida de sêmen são: motilidade espermática (%), vigor (1-5), 29 

concentração espermática (milhões/mL), anormalidades espermáticas (%) e o teste de 30 

termoresistencia (lento ou rápido) (SIQUEIRA et al., 2007). Segundo o manual para 31 

exame andrológico e avaliação de sêmen animal (CBRA, 2013) em caprinos quando se 32 

utiliza o método de coleta por vagina artificial é necessário ter as seguintes 33 

características espermáticas: volume 0,5 – 1,5 mL, cor branca ou amarelo-marfim, 34 
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turnilhonamento ≥ 4, motilidade 80%, vigor ≥ 3, concentração 2 – 5 x 109/mL, número 1 

total de espermatozoides/ejaculado 3-5 x 109 e espermatozoides morfologicamente 2 

normais ≥ 80%. E quando for submetido a criopreservação é desejável os seguintes 3 

parâmetros seminais por dose: motilidade ≥ 30%, vigor ≥ 2, número de espermatozoides 4 

por palheta (0,25 e 0,50 mL) 40x106 móveis e espermatozoides normais ≥ 80% (CBRA, 5 

2013).  6 

Todavia, a forma mais eficaz de avaliação da preservação da capacidade de 7 

fecundação do espermatozoide na dose seminal é a taxa de concepção após a 8 

inseminação artificial (SIQUEIRA et al., 2009). Entretanto as técnicas que analisam a 9 

funcionalidade de organelas espermáticas (acrossomas e mitocôndrias), ou ainda a 10 

integridade de alguns componentes celulares (membranas, cromatina), tem sido 11 

considerada nas últimas décadas (MARTINEZ-PASTOR et al., 2004). 12 

A análise da integridade da membrana espermática é um valoroso quando se 13 

pretende obter sucesso da criopreservação, pois ela tem extrema sensibilidade ao choque 14 

causado pelo frio (PENA et al., 2005). O teste hiposmótico (HOST), é utilizado como 15 

teste complementar para avaliar a funcionalidade da membrana plasmática, a célula 16 

espermática é exposta a uma solução de baixa osmolaridade, o que resultará no influxo 17 

de água, objetivando estabelecer o equilíbrio entre o meio intracelular e extracelular. E 18 

esse influxo de água promove o aumento do volume da célula, a expansão da membrana 19 

e o enrolamento ou dobramento de cauda do espermatozoide, que podem ser verificadas 20 

com auxílio de microscopia de contraste de fase (OLIVEIRA et al., 2013). 21 

Porém, a integridade de acrossoma não reflete necessariamente a integridade de 22 

membrana, sendo necessário a utilização de testes que combinem ambas as avaliações 23 

(HOLT, 2000). Dentre as técnicas para avaliação da membrana plasmática espermática 24 

sobressaem as sondas fluorescentes permeáveis, identificando as membranas com 25 

danos, a exemplo as que utilizam corantes diacetato de carboxifuoresceína (FDA) e 26 

iodeto de propídio (IP) (CELEGHINI, 2003). 27 

O iodeto de propídio tem apresentado resultados satisfatórios por ser de fácil 28 

utilização, preparo e aplicação da técnica, além de ter estabilidade e eficiência na 29 

avaliação da integridade da membrana, seja de forma isolada ou em conjunto de outro 30 

corante fluorescente para analisar a membrana plasmática (PETERSON et al., 2007). 31 

Ainda segundo este autor, esta sonda tem atração pelo DNA e cora de vermelho o 32 

núcleo de células apresentando membrana plasmática danificada. Neves et al. (2009) 33 
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constataram que a utilização do diacetato de carboxifluoresceína associado ao iodeto de 1 

propídio para verificação demonstrou relação com a morfologia espermática. 2 

Em suma, a avaliação do potencial de membrana mitocondrial é realizada com o 3 

objetivo de verificar riscos de apoptose dos espermatozoides, pois a interrupção deste 4 

parâmetro é considerada um sinal de estresse, ocasionado pelo aumento da concentração 5 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (MARCHESI; FENG, 2007). A sonda JC-1 é 6 

utilizada para verificar a funcionalidade mitocondrial (ARRUDA et al., 2007), que tem 7 

como advento a atuação nas mudanças de polarização da membrana mitocondrial 8 

interna (SILVA; GADELHA, 2006). A fluorescência lançada altera do verde para o 9 

laranja ou vermelho podendo variar conforme aumento do potencial de membrana 10 

(REERS et al., 1991). 11 

7. COMPUTER-ASSISTED SPERM ANALYSIS (CASA) 12 

O CASA é um hardware e software que permite capturar e analisar 13 

continuamente fotos das células espermáticas, que quando juntas formam um filme com 14 

percurso da célula. Através desse sistema são obtidas informações mais precisas e 15 

acuradas do movimento individual de cada espermatozoide (AMANN; KARTZ, 2004).  16 

A criação do sistema CASA possibilitou adquirir informações concisas sobre as 17 

características cinéticas das células espermáticas do ejaculado (AMANN; WABERSKI, 18 

2014). 19 

Vale ressaltar que o computador possui a programação de acordo com a espécie 20 

animal, que é programado com uma micrometragem e outra máxima, os objetos com 21 

tamanhos que contemplam esta faixa são tidos como espermatozoides. Fragmentos 22 

visualizados com tamanho inferior ao tamanho mínimo são tidos como parte do fundo 23 

(MORTIMER; MAXWELL, 1999) 24 

 Este tipo de análise realizada pelo CASA quantifica características específicas 25 

inerentes ao movimento espermático, (GARNER, 1997), também pode determinar a 26 

presença e a cinética das subpopulações das células espermáticas, a exemplo da 27 

avaliação da integridade celular pelas sondas fluorescentes (QUINTERO MORENO et 28 

al., 2003). Conforme Moses et al. (1994) o conjunto dos parâmetros concedem detalhes 29 

que viabilizam acurácia na avaliação espermática. 30 

8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 31 

Apesar do consagrado sucesso das pesquisas na criopreservação de sêmen 32 

caprino, aliado a outros componentes como meios diluentes e crioprotetores que 33 

participam de forma significativa na manutenção da viabilidade espermática no pós-34 



 

 

27 

 

descongelação, ainda são necessárias mais pesquisas visando otimizar esta biotécnica 1 

reprodutiva.   2 
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RESUMO 9 

Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade in vitro do sêmen caprino 10 

descongelado utilizando diluente suplementado com a polpa desidratada do fruto de 11 

Mauritia flexuosa. Foram utilizados três machos caprinos (dois das raças Parda Alpina e 12 

um da raça Gurgueia) com idade média de 6 anos. As coletas de sêmen foram pelo 13 

método da vagina artificial apropriada para pequenos ruminantes e uma fêmea como 14 

manequim. O experimento foi dividido em duas etapas, na primeira foram utilizados 15 15 

pools sendo fracionado em 13 tratamentos com diferentes concentrações do extrato 16 

bruto (0,25%; 0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9%;1,0%; 2,0%; 3,0%; 4,0%; 5,0%; 10%) 17 

diluídos em TRIS, como grupo controle foi utilizado TRIS isento do extrato. O pool foi 18 

diluído e avaliado os parâmetros espermáticos (motilidade, vigor e morfologia) sob 19 

TTR lento (T05 - T120 minutos). As melhores concentrações do extrato bruto (0,25%; 20 

0,5%; 0,6%; 0,7%; 0,8%; 0,9%; 1,0%) obtidas na primeira foram utilizadas na segunda 21 

para criopreservação. Nesta etapa foram utilizados 15 pools e formou-se dois grupos de 22 

tratamento, sendo um diluente constituído TRIS + 7% Glicerol + Melhores 23 

concentrações do extrato bruto e outro pelo diluente TRIS + 2,5% gema + Glicerol 7% 24 

+ Melhores concentrações do extrato bruto. O sêmen foi criopreservado em sistema 25 

automatizado (TK 3000®). Após a descongelação das amostras foi realizada a avaliação 26 

da cinética espermática pelo CASA, morfologia espermática pelo método de panótico 27 

rápido e análise estrutural dos espermatozoides utilizando sondas fluorescentes. A 28 

análise estatística dos dados foi realizada pelo PROC GLM do software SAS® e quando 29 

verificada significância (p<0,05) procedeu-se o teste de Tukey. Na primeira etapa os 30 

grupos contendo baixa quantidade do extrato não diferiram do grupo controle (p>0,05). 31 

Já na segunda etapa, após descongelação os grupos TRIS contendo 2,5% gema ou 0% 32 

gema, foi observado diferença estatística entre os grupos testados nos parâmetros de 33 

VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, WOB (p<0,05), sendo que o grupo 34 

TRISGLGEMF06 foi significativamente superior ao grupo controle nos parâmetros de 35 

VCL, VAP e ALH. Em conclusão, A polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa 36 

nas concentrações de 0,25% à 1% em solução tampão TRIS adicionados ao pool de 37 

sêmen caprino permitiu uma boa manutenção da viabilidade dos espermatozoides após 38 

o processo de criopreservação/descongelação. A polpa desidratada do fruto de Mauritia 39 

flexuosa nas concentrações 0,25% à 1% adicionado no diluente TRIS contendo 2,5% de 40 

gema de ovo atuou de forma benéfica nos parâmetros espermáticos do sêmen caprino 41 

após a criopreservação/descongelação, podendo ser uma alternativa viável para 42 

aplicação a campo em tecnologias reprodutivas como a inseminação artificial. 43 

 44 

Palavras-chaves: Caprinos; Criopreservação seminal; Mauritia flexuosa 45 
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1. INTRODUÇÃO 46 

O sêmen dos animais domésticos em sua maioria possui quantidade de 47 

espermatozoides além do necessário para a fecundação. Desse modo, a diluição seminal 48 

pode auxiliar no aproveitamento de um ejaculado para utilização em um maior número 49 

de fêmeas (Bicudo et al., 2003) e este processo associado a biotécnica reprodutiva de 50 

criopreservação espermática possibilita o armazenamento dos espermatozoides por 51 

longos períodos (Silva; Guerra, 2011), também permite diminuir riscos e custos com 52 

aquisição e transporte de reprodutores, ainda possibilita acelerada difusão de material 53 

genético entre locais distantes (Castelo et al., 2008). 54 

No entanto, a capacidade de sobrevivência das células espermáticas ao longo do 55 

processo de criopreservação pode variar entre reprodutores da mesma espécie e também 56 

de diferentes espécies. Geralmente os espermatozoides de pequenos ruminantes são 57 

mais frágeis ao processo de criopreservação em comparação a espécie bovina (Küçük, 58 

2014). Diante disso, é imprescindível a utilização de um diluente capaz de proteger e 59 

conservar a integridade e a função do espermatozoide durante as mudanças de 60 

temperatura e osmolaridade no processo de criopreservação. Nas últimas décadas, foram 61 

realizados vários estudos objetivando desenvolver um meio diluente seminal adequado 62 

para diversas espécies de animais, sendo os a base de gema de ovo o mais utilizado 63 

(Dell Valle et al., 2012). 64 

Diversas pesquisas relatam que a diluição do sêmen caprino em diluente a base 65 

de gema de ovo pode induzir danos aos espermatozoides. Além disso, por ser um 66 

diluente de origem animal, a gema de ovo apresenta outras desvantagens como à falta 67 

de padronização e risco de contaminação (Papa et al., 2011) o que resulta em embargo 68 

no comercial por outros países pela possibilidade de introdução de doenças. Sendo 69 

assim, torna-se necessário a utilização de diluentes alternativos que possam substituir os 70 

de origem animal. Vários estudos estão sendo realizados utilizando diluentes compostos 71 

de origem vegetal, apresentando resultados satisfatórios na conservação espermática de 72 

caprinos utilizando a lecitina de soja (Salmani et al., 2014) e em ovinos utilizando a 73 

água de côco em pó (ACP-102c®) (Cavalcante et al., 2014). 74 

No entanto, mesmo com resultados favoráveis alcançados utilizando meios de 75 

origem vegetal na conservação do sêmen de pequenos ruminantes, ainda há necessidade 76 

mais estudos. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade in 77 

vitro do sêmen caprino descongelado suplementado com a polpa desidratada do fruto de 78 

Mauritia flexuosa. 79 
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2. METODOLOGIA 80 

2.1 Locais experimentais 81 

O presente estudo foi realizado em conformidade com o projeto aprovado pela 82 

Comissão de Ética para uso de animais da Universidade Federal do Piauí (UFPI) com o 83 

número de protocolo 484/18. O experimento foi realizado em dois locais, sendo a 84 

primeira etapa no setor de Reprodução Animal da Universidade Federal do Piauí, 85 

Campus Petrônio Portela, cidade de Teresina, Estado do Piauí, Brasil, situado às 86 

coordenadas geográficas 5º 03' 23.1’’ de Latitude Sul e 42º 47’ 27.9’’ de Longitude 87 

Oeste, com altitude média de 72,7 metros com precipitação média anual em torno de 88 

1.349 mm. A região apresenta temperatura anual em torno dos 27,6 °C e clima tropical, 89 

segundo a classificação de Köppen-Geiger (1928). As análises seminais pelo sistema 90 

CASA da segunda etapa foram realizadas no Laboratório de Tecnologia do Sêmen 91 

Caprino e Ovino (LTSCO), inserido no Núcleo Integrado de Biotecnologia (NIB) 92 

localizado na cidade de Fortaleza, Estado do Ceará, Brasil. 93 

2.1 Animais Experimentais 94 

Foram utilizados três machos caprinos (Capra aegagrus hircus) (dois das raças 95 

Parda Alpina e um da raça Gurgueia) com idade média de 6 anos, clinicamente 96 

saudáveis e com escore de condição corporal 3,5 numa escala de 0 - 5, foi realizado 97 

exame andrológico e todos apresentaram-se aptos à reprodução, conforme estabelecido 98 

pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). 99 

Os animais foram mantidos em confinamento com área de acesso a iluminação 100 

natural e área coberta. Mantidos isolados das fêmeas alimentados diariamente com 101 

volumoso capim elefante (Penissetum purpureum) picado, concentrado (Ração Nativa®, 102 

300g/animal/dia) fornecidos duas vezes ao dia, água e sal mineral específico para 103 

caprinos ad libitum. 104 

2.3 Processamento do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia flexuosa 105 

A raspa foi triturada com auxílio de um liquidificador previamente higienizado e 106 

em seguida peneirada para obtenção do extrato bruto, este foi armazenado em tubos do 107 

tipo falcon de 50 mL estéreis. Para obtenção do diluente a raspa foi pesada em balança 108 

analítica (Analyser®) nas concentrações desejadas e logo após adicionadas em meio 109 

diluente TRIS (primeira etapa) e em TRIS contendo 2,5% gema de ovo e 0% gema 110 

(segunda etapa). 111 
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2.4 Coleta e análises seminais 112 

Foram realizadas coletas de 30 ejaculados de cada reprodutor caprino 113 

(totalizando 90 ejaculados), utilizando vagina artificial apropriada para pequenos 114 

ruminantes previamente aquecida a 39 °C na presença de uma cabra como manequim 115 

(Salviano; Souza, 2008). As coletas de sêmen foram realizadas três vezes por semana e, 116 

o experimento foi dividido em duas etapas. Após cada coleta, o ejaculado foi 117 

transportado ao laboratório e mantido em banho-maria à temperatura de 37 ºC.  118 

Imediatamente avaliou-se quanto a alterações macroscópicas e os parâmetros 119 

espermáticos retirando-se uma alíquota de 20 µL de sêmen para avaliação do 120 

turbilhonamento (0 a 5), e sobre lâmina e lamínula aquecidas a 37 ºC para avaliação 121 

motilidade progressiva (0 a 100%), vigor de 0 (imóvel) a 5 (movimento progressivo 122 

rápido) em microscopia de luz com aumento de 100x a 400x. A morfologia espermática 123 

foi avaliada utilizando o corante Panótico rápido® (Hidalgo et al., 2006). Preparou-se o 124 

esfregaço para avaliação do percentual de espermatozoides morfologicamente normais e 125 

anormais, foram avaliadas 200 células por amostra em microscopia de luz com aumento 126 

de 100x a 400x. Foram utilizados apenas os ejaculados que atendiam as exigências do 127 

CBRA (CBRA, 2013). 128 

Após a realização das análises individuais dos parâmetros espermáticos, foi 129 

realizado um pool dos ejaculados nas duas fases do experimento objetivando anular 130 

uma possível variação individual. Cada pool foi centrifugado a 700 g, por 10 minutos e 131 

em seguida removido o plasma seminal e substituição por igual volume de solução de 132 

lavagem TRIS (3,786g TRIS; 1g frutose; 2,11g ácido cítrico + 100 mL de água 133 

destilada), conforme SOARES et al., 2011 adaptado. Posteriormente, fez-se a avaliação 134 

dos parâmetros espermáticos (CBRA, 2013). 135 

2.5 Etapa 1 136 

Nesta etapa utilizou-se 15 pools que foram divididos em treze alíquotas iguais 137 

em tubos do tipo falcon (15 mL) e diluído em meio diluente TRIS. Foram definidos os 138 

seguintes tratamentos experimentais:  139 

Quadro 1. Grupo controle e tratamentos à base da polpa desidratada do fruto de 140 

Mauritia flexuosa. 141 

Grupo controle Tratamentos (TRIS + % Mauritia flexuosa) 

TRIS 0,25% (TRISMF025); 0,5% (TRISMF05); 0,6% (TRISMF06); 0,7% (TRISMF07); 

0,8% (TRISMF08); 0,9% (TRISMF09); 1% (TRISMF1); 2% (TRISMF2); 3% 

(TRISMF3); 4% (TRISMF4); 5% (TRISMF5); 10% (TRISMF10) 
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A concentração final utilizada foi determinada pela contagem em câmara de 142 

Neubauer (100 x 106 sptz/mL), e alocados em banho maria a 37 ºC. Após a distribuição 143 

dos tratamentos foram avaliados os parâmetros espermáticos sob teste de 144 

termorresistência nos tempos de 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos de incubação, com 145 

auxílio de um microscópio óptico (400x), lâmina e lamínula previamente aquecidas a 37 146 

°C. Nesta fase a morfologia foi avaliada utilizando o corante Panótico rápido® e 147 

avaliados o percentual de espermatozoides normais (Hidalgo et al., 2006). 148 

2.6 Etapa 2 149 

As melhores concentrações de Mauritia flexuosa encontradas na primeira fase 150 

foram utilizadas nesta fase: TRISMF025; TRISMF05; TRISMF06; TRISMF07; 151 

TRISMF08; TRISMF09; TRISMF1. Para isso foram utilizados 15 pools de sêmen. 152 

Definiu-se os seguintes tratamentos experimentais: 153 

Quadro 2. Grupo controle e tratamentos à base da polpa desidratada do fruto de 154 

Mauritia flexuosa adicionado 7% de glicerol.  155 

Grupo controle Tratamentos (TRISMF% + 7% glicerol) 

TRIS + 7% glicerol + 

gema 2,5% (TRIS-

GEMA) 

TRISMF025 = TRISGLMF025; TRISMF05 = TRISGLMF05; TRISMF06 = 

TRISGLMF06; TRISMF07 = TRISGLMF07; TRISMF08 = TRISGLMF05; 

TRISMF09 = TRISGLMF09; TRISMF1 = TRISGLMF1 

 156 

Quadro 3. Grupo controle e tratamentos à base de Tris-gema 2,5% contendo diferentes 157 

concentrações da polpa desidratada de Mauritia flexuosa. 158 

Grupo controle Tratamentos (TRISMF% + 7% glicerol + gema 2,5%) 

TRIS + 7% glicerol + 

gema 2,5% (TRIS-

GEMA) 

TRISMF025 = TRISGLGEMF025; TRISMF05 = TRISGLGEMF05; 

TRISMF06 = TRISGLGEMF06; TRISMF07 = TRISGLGEMF07; 

TRISMF08 = TRISGLGEMF05; TRISMF09 = TRISGLGEMF09; 

TRISMF1 = TRISGLGEMF1 

2.7 Criopreservação seminal 159 

Na segunda etapa as amostras foram envasadas em palhetas de polietileno de 160 

0,25 mL e logo após submetidas a criopreservação com auxílio do aparelho de 161 

congelação automatizado TK 3000® (TK Tecnologia em Congelação LTDA, Uberaba, 162 

Brasil), seguindo-se as instruções do fabricante, com curva de resfriamento de 0,25 163 

°C/min, duração em torno de 1 hora e 20 minutos, permanecendo a 5°C por mais 2 164 

horas. Com curva de criopreservação de -20°C/min até alcançar -120°C, 165 
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posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogênio líquido (-196°C) e 166 

armazenadas em botijões criogênicos. 167 

2.8 Análises do sêmen pós-descongelação 168 

Após o período mínimo de sete dias as amostras foram descongeladas em banho- 169 

maria a 37°C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo eppendorf e 170 

homogeneizadas para a análise imediata de motilidade e vigor (Cabrera et al., 2013). 171 

A motilidade espermática foi avaliada em Sistema de Análise de Sêmen 172 

Auxiliado por Computador (CASA), com uso do programa Sperm Class Analyzer® 173 

(2013) SCA®, Microptic S. L., Barcelona, Espanha) que processa imagens obtidas em 174 

microscópio de contraste de fase acoplado a uma câmara digital. Foram utilizadas as 175 

seguintes variáveis do programa: 25 quadros/s, sendo 25 quadros/campo; velocidade 176 

limite para espermatozoides lentos de 30μm/s; limite para velocidade média de 60 μm/s; 177 

retilinearidade mínima para espermatozoides progressivos de 80%. Para a avaliação, 178 

diluiu-se o sêmen descongelado no diluente (TRIS) a 37 °C, até a concentração de 40 x 179 

106 sptz/ml uma alíquota de 10 µL desta diluição foi colocada em câmara de Makler 180 

(Sefi Medical Instruments Ltda., Haifa, Israel), pré-aquecida a 37 °C, para avaliação dos 181 

seguintes parâmetros: percentual de espermatozoides móveis, velocidade curvilinear 182 

(VCL - μm/s), velocidade linear (VSL - μm/s), e velocidade média do percurso (VAP - 183 

μm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR - %), deslocamento lateral de cabeça 184 

(ALH - μm/s), frequência de batimento cruzado (BCF – Hz) e Índice de oscilação 185 

(WOB - %).    186 

2.9 Análise da morfologia espermática após descongelação 187 

A análise dos defeitos espermáticos maiores e menores foram realizados 188 

utilizando o corante panótico rápido® segundo o método de Hidalgo et al. (2006) 189 

adaptado, onde 10 μL de sêmen de cada amostra foi depositado em uma lâmina 190 

previamente identificada e realizado o esfregaço sendo e logo após submergiu-se as 191 

lâminas nas soluções 1 (fixador), 2 (corante) e 3 (corante) (Renylab®) mantendo-se em 192 

movimento contínuo de cima para baixo durante 5 segundos e deixou-se escorrer na 193 

posição vertical. A avaliação morfológica foi realizada com auxílio de um microscópio 194 

óptico com aumento de 1000x, sendo contadas 200 células (CBRA, 2013). 195 

2.10 Análise da integridade da membrana e potencial mitocondrial 196 

Imediatamente após a descongelação, cada amostra foi acondicionada em 197 

microtubos em banho maria a 37ºC. A integridade da membrana plasmática foi avaliada 198 

com o uso de sondas fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), 199 



 

 

43 

 

alíquotas de 50 μL  de sêmen, descongeladas a 37º C por 30 segundos e acondicionados 200 

em microtubos,  foram diluídas em 150 μL de TRIS (3,786g de Tris hidroximetil 201 

aminometano; 2,0g de ácido cítrico; 1,0g de frutose; 100 mL de água destilada) 202 

contendo 5 μL de Diacetato de Carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, 203 

MO, USA) (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 μL de Iodeto de Propídio (IP; Sigma-204 

Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,5 mg/mL em PBS), e incubadas por 10 minutos a 205 

37ºC para posterior avaliação.  A análise se deu pela contagem de 100 espermatozoides 206 

em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão) em 207 

aumento de 1000 vezes, sob óleo de imersão usando filtro de emissão DBP 580- 630nm 208 

e excitação DBP 485/20nm. As células que apresentaram fluorescência verde foram 209 

consideradas íntegras, enquanto aquelas apresentando fluorescência vermelha foram 210 

consideradas danificadas. 211 

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo 212 

catiônico lipofílico JC-1 (Guthrie; Welch, 2006). Para tanto, alíquotas de 50μL de 213 

sêmen pós-descongelado foram diluídas em 150μL de TRIS contendo 5μL de JC-1 214 

(0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37ºC. Um total de 200 215 

espermatozoides foi avaliado em microscópio de epifluorescência (Olympus optical 216 

Co., Ltda., Tóquio, Japão), com aumento de 1000x, sob óleo de imersão, usando-se 217 

filtro de emissão LP 515nm e BP 450 - 490nm para excitação. As células coradas em 218 

laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto 219 

aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana. 220 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA  221 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foram obtidas as 222 

médias e desvio-padrão e procedida à análise de variância (ANOVA) dos parâmetros 223 

espermáticos avaliados (motilidade, vigor e morfologia) e a cinética espermática 224 

(CASA). Para a comparação das médias foi realizado o teste de Tukey, de acordo com o 225 

coeficiente de variação obtido, considerando um nível de significância de 5%. Foi 226 

utilizado o PROC GLM (General Linear Models) do Software SAS (Statistical Analysis 227 

System) for Windows versão 9.0. 228 

4. RESULTADOS 229 

Viabilidade in vitro do sêmen caprino em meio diluente de origem vegetal pelo teste de 230 

termorresistência 231 

Os resultados obtidos para os diferentes parâmetros de viabilidade espermática 232 

após a diluição e submetidos ao teste de termorresistência (120 minutos) estão 233 
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sumariados nas tabelas 1 e 2. Verificou-se que os grupos TRISMF025, TRISMF05, 234 

TRISMF06, TRISMF07, TRISMF08, TRISMF09, TRISMF1 apresentaram resultados 235 

semelhantes ao grupo controle para motilidade e vigor em todos os tempos de avaliação 236 

(Tabela 1). 237 

Os grupos TRISMF025, TRISMF05, TRISMF06, TRISMF07, TRISMF08, 238 

TRISMF09, TRISMF1 apresentaram resultados promissores sobre os parâmetros 239 

espermáticos estudados ao final do TTR, sendo semelhante ao grupo controle TRIS e 240 

superior aos grupos TRISMF2, TRISMF3, TRISMF4, TRISMF5 e TRISMF10 (Tabela 241 

1).  242 

 243 



 

 

45 

 

Tabela 1. Média (± d. p.) dos parâmetros motilidade (%) e do vigor (0-5) pool do sêmen caprino submetido ao teste de termorresistência (TTR) 244 

lento, pós-diluição em TRIS contendo ou não diferentes concentrações do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia flexuosa. 245 

**Mot.: Motilidade; Vig.: Vigor Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma coluna e minúscula na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). 246 

TTR (minutos) 

 05 min. 10 min. 15 min. 30 min. 60 min. 120 min. 

Tratamentos Mot. Vig. Mot. Vig. Mot. Vig. Mot. Vig. Mot. Vig. Mot. Vig. 

TRIS 78,66 ± 9,15Aa 4,53 ± 0,51Aa 73,66 ± 9,90Aa 3,53 ± 0,74Aa 61,66 ± 11,75Aa 3,46 ± 0,91Aa 52,33 ± 8,63Ab 3,20 ± 0,86Ab 49,00 ± 18,63Ab 2,60 ± 0,98Ab 29,66 ± 15,97Ab 2,06 ± 0,96Ab 

TRISMF025 76,33 ± 9,15Aa 4,13 ± 0,833Aa 70,66 ± 6,77Aa 3,93 ± 0,70Aa 67,00 ± 9,59Aa 3,60 ± 0,63Aa 58,33 ± 7,94Ab 3,26 ± 0,45Aa 46,66 ± 9,38Ab 2,46 ± 0,516Ab 29,00 ± 7,60Ac 2,00 ± 0,53Ab 

TRISMF05 75,00 ± 13,22A 4,13 ± 0,74Aa 72,33 ± 11,62Aa 3,73 ± 0,59Aa 70,00 ± 12,53Aa 3,73 ± 0,70Aa 58,33 ± 11,90Aa 3,20 ± 0,41Aa 50,00 ± 13,09Aa 2,73 ± 0,45Ab 40,33 ± 16,08Ab 2,46 ± 0,51Ab 

TRISMF06 77,33 ± 10,66A 4,00 ± 0,84Aa 74,66 ± 6,93Aa 3,86 ± 0,83Aa 69,33 ± 9,61Aa 3,40 ± 0,50Aa 61,00 ± 11,68Aa 2,73 ± 0,45Ab 48,66 ± 4,32Ab 2,26 ± 0,45Ab 31,00 ± 11,52Ab 2,00 ± 0,84Ab 

TRISMF07 79,00 ± 10,2A 4,06 ± 0,79Aa 75,33 ± 8,95Aa 3,60 ± 0,82Aab 68,66 ± 9,15Aa 3,06 ± 1,03Aab 64,33 ± 8,63Aa 3,13 ± 0,63Aab 54,33 ± 10,99Aa 2,53 ± 0,83Ab 39,00 ± 10,72Ab 2,26 ± 0,79Ab 

TRISMF08 84,00 ± 7,60A 4,13 ± 0,83Aa 80,00 ± 8,23Aa 3,86 ± 0,74Aa 73,00 ± 6,76Aa 3,73 ± 0,59Aa 67,33 ± 8,20Aa 3,20 ± 0,41Aa 49,33 ± 7,03Ab 2,33 ± 0,48Ab 28,66 ± 14,32Ac 1,80 ± 0,41Bb 

TRISMF09 77,00 ± 11,14Aa 4,13 ± 0,83Az 75,66 ± 8,20Aa 4,06 ± 0,88Az 67,00 ± 11,14Aa 3,60 ± 0,73Az 60,00 ± 14,63Aa 3,40 ± 0,63Az 42,00 ± 20,94Ab 2,86 ± 0,83Aab 27,33 ± 17,59Ab 1,86 ± 0,91Bb 

TRISMF1 82,66 ± 7,76Aa 4,266 ± 0,70Aa 78,00 ± 5,60Aa 4,13 ± 0,74Aa 71,33 ± 9,34Aa 3,80 ± 0,86Aa 59,33 ± 13,21Ab 3,60 ± 0,73Aa 50,00 ± 15,46Ab 2,66 ± 0,72Aab 30,33 ± 9,53Ab 1,93 ± 0,67Bb 

TRISMF2 62,00 ± 11,15Ba 3,40 ± 0,50Aa 65,33 ± 8,54Aa 3,33 ± 0,48Aa 54,00 ± 12,84Aa 3,00 ± 0,65Aa 36,33 ± 7,89Bb 2,53 ± 0,51Aab 28,66 ± 13,15Bb 2,13 ± 0,74Aab 9,66 ± 3,99Bc 1,33 ± 0,48Bb 

TRISMF3 55,66 ± 11,15Ba 3,20 ± 0,67Aa 40,00 ± 9,81Ba 2,66 ± 0,48Ba 31,00 ± 12,42Ba 2,33 ± 0,72Bba 19,66 ± 8,75Bb 1,73 ± 0,59Bb 11,33 ± 7,66Bbc 1,26 ± 0,79Bb 5,00 ± 4,62Bc 0,466 ±0,51Cc 

TRISMF4 40,66 ±15,22Ba 1,93 ± 0,79Ba 26,06 ± 15,13Ba 1,73 ± 0,70Ba 16,66 ± 15,99Ba 1,20 ± 0,86Ba 9,20 ± 9,43Bb 1,00 ± 0,65Ba 2,20 ± 2,07CC 0,66 ± 0,48Cb 00,00 ± 00,00Cc 0,00 ± 0,00Cc 

TRISMF5 44,00 ± 11,05Ba 1,86 ± 0,79Ba 29,33 ± 14,86Ba 1,66 ± 0,70Ba 17,00 ± 10,66Bab 1,20 ± 0,86Ba 5,06 ± 4,44Cb 1,00 ± 0,65Ba 00,00 ± 00,00Cc 0,64 ± 0,48Cb 00,00 ± 00,00Cc 0,00 ± 0,00Cc 

TRISMF10 00,00 ± 0,00Ca 0,00 ± 0,00Ca 00,00 ± 0,00Ca 0,00 ± 0,00Ca 00,00 ± 00,00Ca 0,00 ± 0,00Ca 00,00 ± 00,00C 0,00 ± 0,00Ca 00,00 ± 00,00Ca 0,00 ± 0,00Ca 00,00 ± 00,00Ca 0,00 ± 0,00Ca 
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 O percentual de espermatozoides morfologicamente normais submetidos ao TTR 247 

lento utilizando o diluente a base do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia 248 

flexuosa estão apresentados na tabela 2. Observa-se que não houve diferença estatística 249 

em todos os grupos testados quando comparados ao grupo controle.  250 

Tabela 2. Média (± d.p.) do percentual de espermatozoides morfologicamente normais 251 

do pool do sêmen caprino, submetido ao TTR lento, pós-diluição em TRIS contendo ou 252 

não diferentes concentrações do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia flexuosa. 253 

Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma coluna e minúscula na mesma linha diferem entre si pelo 254 
teste de Tukey (P<0,05). 255 
 256 
Efeito do diluente de origem vegetal sobre os parâmetros espermáticos após 257 

criopreservação 258 

Na tabela 3 estão sumariados os parâmetros espermáticos avaliados pelo CASA 259 

(MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, WOB) após 260 

criopreservação/descongelação.  Foi constatado diferença estatística em todos os 261 

parâmetros avaliados, tanto para os grupos Tris contendo 2,5% de gema de ovo como 262 

aqueles compostos por Tris, ambos adicionados de diferentes concentrações da polpa do 263 

fruto de Mauritia flexuosa (p>0,05), conforme apresentado na tabela 3. 264 

Para os parâmetros de motilidade (MT) e motilidade progressiva (MP) verificou-265 

se diferença significativa entre o grupo contendo TRIS contendo 2,5% gema de ovo e os 266 

demais grupos testados contendo diferentes concentrações do extrato bruto de origem 267 

vegetal isento ou não de gema de ovo (p>0,05). Ao analisar os resultados obtidos para a 268 

velocidade curvilinear (VCL) verificou-se que o grupo TRISGLGEMF06 apresentou 269 

 TTR (minutos) 

Tratamentos 05 min. 15 min. 30 min. 60 min. 120 min. 

TRIS 79,06 ± 7,87Aa 80,53 ± 5,60Aa 82,00 ± 6,38Aa 79,00 ± 8,45Aa 81,86 ± 6,11Aa 

TRISMF025 84,13 ± 6,56Aa 81,93 ± 7,05Aa 85,33 ± 7,05Aa 79,26 ± 6,81Aa 80,20 ± 8,48Aa 

TRISMF05 81,13 ± 6,93Aa 82,00 ± 5,50Aa 85,26 ± 7,84Aa 83,60 ± 7,80Aa 84,40 ± 6,38Aa 

TRISMF06 83,93 ± 5,82Aa 84,06 ± 7,11Aa 85,60 ± 3,94Aa 84,13 ± 5,65Aa 82,66 ± 8,34Aa 

TRISMF07 86,86 ± 4,98Aa 85,86 ± 5,64Aa 83,80 ± 4,31Aa 84,33 ± 5,43Aa 85,93 ± 5,34Aa 

TRISMF08 87,26 ± 5,44Aa 84,66 ± 5,56Aa 83,80 ± 4,31Aa 85,66 ± 5,66Aa 82,53 ± 4,59Aa 

TRISMF09 81,46 ± 7,61Aa 82,80 ± 8,93Aa 81,66 ± 7,53Aa 82,00 ± 6,99Aa 79,06 ± 6,89Aa 

TRISMF1 79,80 ± 8,44Aa 81,60 ± 8,75Aa 79,46 ± 10,07Aa 82,73 ± 5,96Aa 83,26 ± 5,75Aa 

TRISMF2 82,00 ± 9,57Aa 83,80 ±7,56Aa 84,06 ± 8,77Aa 78,06 ± 8,63Aa 81,00 ± 9,19Aa 

TRISMF3 83,86 ± 9,01Aa 85,66 ± 8,05Aa 82,80 ± 9,00Aa 81,06 ± 5,70Aa 84,33 ± 6,91Aa 

TRISMF4 80,33 ± 9,77Aa 82,20 ± 7,87Aa 81,00 ± 9,44Aa 78,46 ± 8,24Aa 79,80 ± 6,71Aa 

TRISMF5 79,93 ± 7,36Aa 81,60 ± 8,02Aa 82,66 ± 8,65Aa 84,00 ± 5,68Aa 78,80 ± 8,52Aa 

TRISMF10 80,66 ± 8,94Aa 79,40 ± 10,05Aa 80,86 ± 7,58Aa 82,00 ± 5,89Aa 81,40 ± 6,24Aa 
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resultados superiores (p<0,05) e diferiu estatisticamente dos grupos TRIS contendo 270 

2,5% gema de ovo, TRISMF025, TRISMF05, TRISMF06, TRISGLGEMF07 e 271 

TRISMF07 (tabela 3). 272 

Os resultados para o parâmetro velocidade linear (VSL) possibilitam inferir que 273 

os grupos TRISGLGEMF025, TRISMF06 apresentaram-se superiores (p<0,05) quando 274 

comparado aos grupos TRISMF025, TRISMF05 TRISGLGEMF06, TRISMF07, 275 

TRISMF09, TRISMF1. O grupo TRISGLGEMF06 apresentou maior velocidade média 276 

de percurso (VAP) (p<0,05) quando comparado aos grupos TRIS contendo 2,5% gema, 277 

TRISMF025, TRISMF05, TRISMF06, TRISMF07, TRISMF09, TRISMF1 (tabela 3). 278 

A linearidade (LIN) foi significativamente superior para o grupo 279 

TRISGLGEMF07 (p<0,05) quando comparado aos grupos TRISGLGEMF025, 280 

TRISMF07, TRISMF09, TRISMF1. Para o parâmetro retilinearidade (STR) verificou-281 

se que os grupos TRISGLGEMF06, TRISMF06 e TRISMF08 apresentaram maior 282 

percentual (p<0,05) quando comparado ao grupo TRISGLGEMF07 (tabela 3). 283 

O deslocamento lateral de cabeça (ALH) foi estatisticamente maior no grupo 284 

TRISGLGEMF06, comparado aos grupos TRIS contendo 2,5% gema, TRISMF05 e 285 

TRISMF06 (p<0,05). Para o parâmetro de frequência de batimento cruzado (BCF) 286 

verificou-se que os grupos TRISMF05, TRISGLGEMF06, TRISGLGEMF07, 287 

TRISMF08, TRISGLGEMF09 e TRISGLGEMF1 diferiram do grupo TRISMF06 com 288 

resultados superiores (p<0,05). O índice de oscilação (WOB) foi significativamente 289 

superior para o grupo TRISGLGEMF025 quando comparado ao grupo TRISMF06 290 

(P<0,05) (tabela 3). 291 

 292 
  293 

 294 
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Tabela 3. Média (± d. p.) dos parâmetros espermáticos (MT, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF, WOB) do sêmen caprino criopreservado 295 

em meio TRIS-2,5% gema de ovo acrescido ou não de diferentes concentrações do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia Flexuosa 296 

avaliados pelo CASA. 297 

a, b, c, d, e Letras minúsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna significa que houve diferença estatística entre os diluentes pelo teste de Tukey (p < 0,05). 298 
MT = motilidade, MP = motilidade progressiva, VCL = velocidade curvilinear, VSL = velocidade linear, VAP = velocidade média do percurso, LIN = Linearidade, STR = 299 
Retilinearidade, ALH =Deslocamento lateral de cabeça, BCF = Frequência de batimento cruzado, WOB = Índice de oscilação. 300 

 301 

Parâmetros 

Tratamentos MT (%) MP (%) VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%) STR (%) ALH (µm/s) BCF (Hz) WOB (%) 

TRIS – GEMA 1,45 ± 0,67a 0,26 ± 0,28a 48,10 ± 29,60bc 23,60 ± 20,20abc 29,50 ± 18,80bcde 42,30 ± 12,90abc 70,20 ± 19,30ab 1,11 ± 1,44bc 3,35 ± 5,38ab 57,30 ± 11,98abc 

TRISGLGEMF025 5,21 ± 6,56a 2,80 ± 4,98a 52,20 ± 40,30abc 25,50 ± 18,30a 34,20 ± 24,50abcde 58,50 ± 19,00c 78,10 ± 12,20ab 1,51 ± 1,38abc 3,81 ± 4,87ab 73,86 ± 17,38ab 

TRISMF025 4,06 ± 4,88a 0,46 ± 0,76a 45,66 ± 20,35bc 19,78 ± 17,51c 26,91 ± 17,04cde 37,53 ± 21,17abc 63,10 ± 22,15ab 1,51 ± 1,32abc 5,13 ± 5,70ab 56,83 ± 13,55abc 

TRISGLGEMF05 8,60 ± 7,96ª 1,91 ± 2,15a 59,60 ± 18,50abc 32,00 ± 16,80abc 40,30 ± 15,50abcde 50,30 ± 17,30abc 74,30 ± 16,50ab 2,51 ± 1,26ab 7,45 ± 3,93ab 66,18 ± 9,94abc 

TRISMF05 2,03 ± 1,41a 0,36 ± 0,34a 42,75 ± 15,15bc 19,38 ± 5,910c 25,68 ± 9,12de 45,85 ± 8,32abc 75,06 ± 9,37ab 1,11 ± 1,01bc 4,93 ± 4,42a 59,75 ± 5,17ab 

TRISGLGEMF06 6,40 ± 5,35a 2,91 ± 2,49a 78,60 ± 14,40a 43,40 ± 12,60c 53,80 ± 12,80ª 55,00 ± 13,80abc 79,70 ± 7,20a 2,98 ± 0,81a 8,88 ± 1,59a 68,21 ± 11,53abc 

TRISMF06 1,40 ± 1,50a 0,06 ± 0,16a 24,95 ± 22,81c 13,43 ± 12,68a 16,45 ± 14,81e 36,21 ± 29,13abc 53,76 ± 42,38a 0,16 ± 0,40c 0,55 ± 1,34b 46,83 ± 37,11c 

TRISGLGEMF07 5,15 ± 4,63a 1,35 ± 1,06a 49,00 ± 22,70bc 28,00 ± 12,60abc 34,90 ± 15,40abcde 64,40 ± 21,80a 82,50 ± 10,60b 2,23 ± 1,38ab 6,78 ± 4,44a 76,38 ±16,21a 

TRISMF07 3,26 ± 2,81a 1,05 ± 1,25a 37,38 ± 25,55bc 15,76 ± 14,97c 23,25 ± 16,63cde 31,61 ± 20,47c 50,28 ± 30,29ab 1,33 ± 1,74abc 4,25 ± 5,59ab 53,70 ± 27,28bc 

TRISGLGEMF08 9,05 ± 10,48ª 2,80 ± 3,64a 68,70 ± 17,20abc 39,50 ± 18,40abc 48,00 ± 17,00abc 54,10 ± 18,10abc 77,70 ± 16,40ab 2,15 ± 1,54ab 5,96 ± 3,72ab 66,21 ± 10,44abc 

TRISMF08 4,86 ± 3,24a 3,88 ± 3,46a 62,20 ± 11,40abc 30,70 ± 13,00abc 38,58 ± 9,41abcde 48,93 ± 17,43abc 76,20 ± 19,03a 2,50 ± 2,21ab 7,98 ± 3,80a 59,73 ± 11,11abc 

TRISGLGEMF09 4,41 ± 3,40a 1,35 ± 1,37a 67,50 ± 18,10abc 42,10 ± 16,50ab 50,30 ± 16,90ab 60,00 ± 10,70ab 81,60 ± 7,30ab 2,61 ± 0,45ab 8,73 ± 2,39a 72,45 ± 7,26abc 

TRISMF09 4,26 ± 2,39a 1,05 ± 1,19a 92,96 ± 86,97abc 22,40 ± 13,00bc 31,01 ± 14,30bcde 40,41 ± 12,36bc 68,88 ± 10,59ab 1,83 ± 1,31ab 6,21 ± 4,53ab 57,68 ± 9,03abc 

TRISGLGEMF1 5,71 ± 2,54a 2,01 ± 1,32a 67,60 ± 20,10ab 37,70 ± 15,90abc 47,20 ± 17,90abcde 54,60 ± 11,10abc 79,10 ± 6,40ab 2,61 ± 0,78ab 8,05 ± 2,47a 68,53 ± 10,25abc 

TRISMF1 4,75 ± 1,67a 0,48 ± 0,41a 51,05 ± 6,50abc 20,46 ± 6,12c 28,11 ± 5,60cde 39,28 ± 7,90bc 71,38 ± 9,31ab 1,38 ± 0,97abc 6,15 ± 4,41ab 54,81 ± 6,54abc 
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Os dados referentes às análises da viabilidade espermática utilizando sondas 302 

fluorescentes estão dispostos na tabela 4. O grupo controle apresentou estatisticamente 303 

maior percentual de espermatozoides com membrana íntegra (p<0,05) quando comparado 304 

aos grupos testados. Em contrapartida, os resultados para atividade mitocondrial revelaram 305 

que os grupos TRISGLGEMF025, TRISMF025, TRISGLGEMF05, TRISMF05, 306 

TRISMF06, TRISGLGEMF08, TRISMF08, TRISGLGEMF09, TRISMF09, TRISMF1 307 

não demonstram diferença estatística em comparação ao grupo controle (p>0,05).   308 

Tabela 4. Média (± d. p.) dos parâmetros espermáticos para integridade de membrana 309 

plasmática (MP) e potencial de membrana mitocondrial (MM), pós-descongelação de 310 

espermatozoides caprinos em meio TRIS-2,5% gema acrescido ou não de diferentes 311 

concentrações do extrato bruto da polpa do fruto de Mauritia Flexuosa. 312 

 Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). 313 
*Membrana plasmática/**Membrana mitocontrial. 314 

5. DISCUSSÃO 315 

Nesta pesquisa, foi observado a viabilidade espermática do pool do sêmen caprino 316 

utilizando diluente a base da polpa do fruto de Mauritia flexuosa em baixas concentrações 317 

através das duas etapas de avaliação dos parâmetros espermáticos em relação aos grupos 318 

controles a base de Tris (Etapa 1) e Tris contendo 2,5% gema (Etapa 2).   319 

Ao final do TTR (Etapa 1) foi observado a interação entre o diluente e o tempo de 320 

análise, onde a motilidade aos cinco minutos de incubação apresentou a média de 64% e 321 

 Parâmetros 

Tratamentos Integridade de MP* Potencial MM** 

TRISGLGE 34,26 ± 10,40a 21,60 ± 7,89a 

TRISGLGEMF025 16,80 ± 8,12b 20,26 ± 6,09a 

TRISMF025 17,80 ± 5,43b 14,80 ± 10,63a 

TRISGLGEMF05 21,80 ± 13,17b 15,86 ± 6,56a 

TRISMF05 21,53 ± 7,47b 16,53 ± 9,52a 

TRISGLGEMF06 16,00 ± 5,07b 12,53 ± 2,57b 

TRISMF06 17,56 ± 6,89b 14,00 ± 7,62ab 

TRISGLGEMF07 13,50 ± 8,12b 13,46 ± 2,82b 

TRISMF07 14,13 ± 6,33b 11,26 ± 4,66b 

TRISGLGEMF08 16,06 ± 6,79b 14,66 ± 6,25ab 

TRISMF08 17,01 ± 8,86b 16,33 ± 12,21a 

TRISGLGEMF09 20,00 ± 6,04b 16,26 ± 9,60a 

TRISMF09 19,50 ± 5,32b 15,86 ± 10,76a 

TRISGLGEMF1 18,50 ± 5,96b 19,33 ± 7,06a 

TRISMF1 17,60 ± 4,30b 14,60 ± 6,42ab 
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aos 120 minutos com média de 20%, o vigor aos cinco minutos de incubação apresentou a 322 

média 3,0 e aos 120 minutos apresentou 1,33. Isso pode ser devido à baixa absorção de 323 

açúcares, lipídeos, minerais e proteínas pelos espermatozoides ou mesmo pela baixa 324 

disponibilidade destes no diluente. Machado et al. (2018) criopreservando o sêmen caprino 325 

utilizando o óleo de peixe associado ao ácido ascórbico no diluente, observaram 326 

diminuição nos parâmetros de vigor e motilidade pós descongelação ao longo do TTR (180 327 

minutos). Dias et al. (2015) fizeram a adição das soluções ringer lactato, citrato de sódio 328 

2,92% e solução TRIS na criopreservação do sêmen caprino e verificaram que estes não 329 

permitiram persistência da motilidade e vigor dos espermatozoides após a descongelação 330 

durante o tempo preconizado pelo teste de termorresistência. 331 

Os valores descritos para o parâmetro de espermatozoides morfologicamente 332 

normais em todos os tratamentos estão de acordo com o exigido pelo CBRA (2013) que 333 

preconiza o máximo de 20% de espermatozoides anormais para pequenos ruminantes, em 334 

particular quando para serem destinados a inseminação artificial. Segundo Peixoto et al. 335 

(2017), as patologias espermáticas podem ter como causa as substâncias tóxicas que 336 

podem ser liberadas pelo próprio metabolismo das células espermáticas, como por exemplo 337 

os compostos dos espermatozoides imóveis ou anormais podem reagir com o oxigênio 338 

provocando degeneração. 339 

O sistema CASA contribui de forma significativa na determinação da qualidade do 340 

ejaculado, pelas repetidas analises de várias características da motilidade dos 341 

espermatozoides (Oliveira et al., 2013). Os parâmetros do CASA neste estudo para os 342 

parâmetros de motilidade (MT) e motilidade progressiva estão abaixo do mínimo exigido, 343 

quando se almeja empregar o sêmen nas biotecnologias reprodutivas, tais como a 344 

inseminação artificial. Farrell et al. (1998) avaliando o sêmen de touros pelo sistema 345 

CASA observou pouca correlação da MT com a fertilidade, entretanto verificaram 346 

correlação para motilidade progressiva (MP), deslocamento lateral de cabeça (ALH), 347 

frequência de batimento cruzado (BCF) e (parâmetro velocidade linear) VSL. 348 

A velocidade curvilinear (VCL) em todos os grupos não ultrapassou os 100 µm/s, 349 

apesar de haver diferença estatística. Segundo Mortimer e Maxwell (1999) os valores para 350 

estes parâmetros não devem ultrapassar 100 µm/s, em casos onde esses valores 351 

ultrapassam os 250 µm/s pode-se inferir que houve hiperativação dos espermatozoides. A 352 

hiperativação é uma característica limitante, pois trata-se da ativação espermática que deve 353 

acontecer nas proximidades do local de fertilização, ou seja no trato genital da fêmea. 354 
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Deste modo, essa ativação antecipada reduz o tempo de vida útil da célula espermática, 355 

diminuindo as chances de fecundação (Vertegen et al., 2002). 356 

Os valores encontrados para a velocidade linear (VSL) em todos os grupos testados 357 

estão abaixo do que condiz com a hiperativação das células espermáticas que é ≤ 100 µm/s 358 

(Mortimer; Maxwell, 1999). Para a velocidade média de percurso (VAP), verificou-se 359 

pelos resultados apresentados que a ausência de gema de ovo pode ter afetado de forma 360 

negativa a viabilidade dos espermatozoides de reprodutores caprinos após a 361 

criopreservação neste parâmetro. Os valores encontrados neste trabalho não ultrapassaram 362 

50,80 µm/s diferindo das médias encontradas por Maia (2006) e Azevedo (2006) utilizando 363 

diluente aditivado de Lauril sulfato de sódio, Trolox, catalase e a incorporação de 364 

colesterol, demosterol, ácido oleico-linoleico e α-lactoalbumina onde verificaram a VAP 365 

93,9 µm/s e 93,0 µm/s. 366 

Estudos anteriores apontam correlação positiva do parâmetro de linearidade (LIN) 367 

com a taxa de prenhez, entretanto negativa em outros (Verstegem et al., 2002). Os 368 

resultados obtidos para o parâmetro retilinearidade (STR) em todos os grupos estão 369 

relativamente baixos, segundo Leite (2008) que altos valores de STR demonstram que o 370 

trajeto realizado pela célula espermática é mais uniforme e com menor amplitude. 371 

Casos onde há aumento do deslocamento lateral de cabeça (ALH) relacionado à 372 

diminuição do VSL e STR podem estar associados com a capacitação do espermatozoide, e 373 

também com modificação em nível de membrana, intracelulares, metabólicas ou 374 

anormalidades mitocondriais (Vidament et al., 2012). Parâmetro de frequência de 375 

batimento cruzado (BCF), informações sobre a influência deste parâmetro na fertilidade 376 

ainda são escassas, devido à pouca quantidade de dados disponíveis na literatura 377 

(Hoogeswijs et al., 2010). 378 

Segundo Mortimer (1997) a WOB pode apresentar-se baixa em percursos em que a 379 

célula espermática percorre uma área ampla em seu trajeto em casos onde o ALH é 380 

elevado, porém alto em percursos circulares ou retilíneos visto que a VAP e a VCL 381 

apresentam-se de forma semelhante. 382 

A gema de ovo é um crioprotetor de origem animal que pode apresentar riscos 383 

sanitários (Layek et al., 2016). Todavia, mesmo com este entrave, tem sido 384 

corriqueiramente utilizada na criopreservação de sêmen caprino (Oliveira et al., 2011). 385 

Neste contexto, é imprescindível que a mesma seja substituída por meios isentos de 386 

produtos de origem animal, como por exemplo os de origem vegetal ou sintéticos como a 387 

lecitina de soja e os sintéticos a exemplo o BTS® (Beltsville Thawing Solution), 388 
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respectivamente. Yodmingkwan et al. (2016) ao compararem a lecitina de soja com a gema 389 

de ovo na criopreservação do sêmen de caprinos da raça Boer, concluíram que a inclusão 390 

de 1,5% de lecitina de soja pode ser uma alternativa viável. O BTS® é um diluente 391 

comumente utilizado na conservação do sêmen de suíno. Porém, Paulenz et al. (2005) tem 392 

utilizado este diluente na criopreservação do sêmen caprino com resultados promissores.  393 

 Os grupos testados com as menores concentrações de Mauritia flexuosa (0,25 a 394 

0,5), com ou sem adição de gema de ovo, apresentaram resultados semelhantes ao grupo 395 

controle para o parâmetro de potencial de membrana mitocondrial. Esses mesmos grupos 396 

diferiram estatisticamente ao grupo controle para o parâmetro integridade de membrana 397 

plasmática, todavia por apresentarem semelhanças no parâmetro anterior, tenderam a 398 

serem os melhores avaliados nos grupos testados. Vários estudos testando diluentes de 399 

origem vegetal têm apresentando bons resultados na criopreservação seminal de pequenos 400 

ruminantes.  A exemplo de Nascimento (2016), que ao avaliar o efeito do extrato aquoso 401 

de noni (Morinda cintrifolia) adicionado ao meio diluente a base de TRIS-Gema-Glicerol 402 

para criopreservação seminal de ovinos, observou que este é capaz de manter a integridade 403 

da membrana plasmática do espermatozoide.  404 

 Por outro lado, segundo Silva (2015), a adição de até 0,45g/100mL do óleo de 405 

linhaça (Linum usitatissum) no meio diluente citrato-gema como fonte de ácidos graxos 406 

poli-insaturados para criopreservação do sêmen caprino não melhorou a viabilidade 407 

espermática para os parâmetros avaliados, inclusive integridade da membrana plasmática, 408 

pois menos de 50% dos espermatozoides não possuíam membrana íntegra. Já Peterson et 409 

al. (2007), combinaram diferentes sondas fluorescentes SYBR®14/IP para a avaliação de 410 

espermatozoides caprinos e encontraram correlação entre número de células intactas e a 411 

quantidade de espermatozoides móveis, o que provavelmente possa explicar a diminuição 412 

nos parâmetros motilidade espermática e integridade de membrana plasmática após a 413 

descongelação. 414 

6. CONCLUSÕES 415 

A polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa nas concentrações de 0,25% à 416 

1% em solução tampão TRIS adicionados ao pool de sêmen caprino permitiu uma boa 417 

manutenção da viabilidade dos espermatozoides após o processo de 418 

criopreservação/descongelação.  419 

A polpa desidratada do fruto de Mauritia flexuosa nas concentrações 0,25% à 1% 420 

adicionado no diluente TRIS contendo 2,5% de gema de ovo atuou de forma benéfica nos 421 

parâmetros espermáticos do sêmen caprino após a criopreservação/descongelação, 422 
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podendo ser uma alternativa viável para aplicação a campo em tecnologias reprodutivas 423 

como a inseminação artificial. 424 
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ANEXO - B 

 

AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ESPERMÁTICOS 

Projeto: Bioprospecção da polpa do fruto de mauritia flexuosa na conservação do sêmen caprino 

Mestrando: Homero Batista da Rocha 

Nº da coleta_________      Data ___/___/___ 

ANÁLISE IMEDIATA 

Análise imediata 

Parâmetros Animal 123 Animal 124 Animal Gurgueia 

Cor    

Aspecto    

Volume    

Turbilhonamento    

Motilidade    

Vigor    

Concentração    

Morfologia    

Análise do pool 

Vol. Recuperado       

Turbilhonamento       

Motilidade       

Vigor       

Morfologia       

GRUPO CONTROLE 

 TRIS GEMA 2,5% 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

 GRUPO DE TRATAMENTO: 0,25 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 0,5% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       
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Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 0,6% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 0,7% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 0,8% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 0,9% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

 GRUPO DE TRATAMENTO: BURITI 1% 

TRIS 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

GEMA 

Parâmetros IMEDIATA PÓS 7 DIAS 

Motilidade (%)       

Vigor       

Morfologia       

 


