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APRESENTAÇÃO

Em todas as áreas de conhecimento a pesquisa é uma das formas de se alcançar 
respostas e dar origem a teorias. Para se criar uma teoria não é suficiente a afirmação 
de uma suposição, deve-se seguir algumas fases do que é chamado de investigação 
científica, que através de procedimento lógico, produz conhecimento científico testado, 
comprovado e seguro. As fases que que devem ser seguidas são a observação, as 
hipóteses, o método de pesquisa e a conclusão. 

Desta forma os estudos científicos (prático) têm a intenção de aumentar os 
horizontes destas teorias, servindo para contrapor ou melhorá-las, podendo acrescentar 
informações, integrar dados, corrigir resultados ou ainda expandir os grupos de estudo.

Neste segundo volume, a Atena Editora traz Investigações e técnicas científicas 
na área de Medicina Veterinária e Zootecnia, abrangendo diversas culturas (apicultura 
avicultura, bovinocultura, caprinocultura, cinocultura, ovinocultura e piscicultura) 
e a investigação científica dentro da clínica médica veterinária, onde você poderá 
aprofundar seus conhecimentos na área e conhecer as técnicas utilizadas para o 
estudo científico.

Boa leitura!
Valeska Regina Reque Ruiz
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CAPÍTULO 8

AVALIAÇÃO ESTRUTURAL DE ESPERMATOZOIDES 
CAPRINOS LOCALMENTE ADAPTADOS 

CRIOPRESERVADOS NO PERÍODO SECO
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RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar 
o efeito da época do ano sobre a integridade 

estrutural de espermatozoides caprinos de 
raças localmente adaptadas. Foram utilizados 
18 reprodutores caprinos adultos, com idade 
entre 2 e 5 anos, das raças Azul (AZ), Canindé 
(CD) e Moxotó (MX). As coletas de sêmen foram 
realizadas pela manhã, pelo método da vagina 
artificial, com auxílio de fêmea estrogenizada. 
Após a coleta, um pool dos ejaculados da mesma 
raça foram formados para análise, selecionando 
os ejaculados aptos à criopreservação. O sêmen 
foi diluído em meio Tris-Gema e congelado pelo 
método automatizado, sendo posteriormente 
armazenado em botijão criogênico a -196ºC. 
Após a descongelação, foi procedida a 
análise estrutural dos espermatozoides, 
utilizando sondas fluorescentes, determinando 
a integridade de membrana plasmática, 
integridade acrossomal e atividade mitocondrial 
das células espermáticas, em diferentes tempos 
pós-descongelação (0, 60, 120 e 180 minutos). 
Na análise estrutural observou-se elevada 
percentagem de células com integridade de 
membrana plasmática (≥50%), sem diferir 
entre os tempos pós-descongelação. A raça 
AZ apresentou baixos índices de atividade 
mitocondrial (37,65%), que pode ter exercido 
efeito direto na motilidade espermática (66%) 
ainda no sêmen fresco, nesse período do 
ano. A integridade de acrossoma das células 
espermáticas apresentaram-se elevadas em 
todas as raças avaliadas nesse período (≥50%), 



Investigação Científica e Técnica em Ciência Animal 2 Capítulo 8 54

não havendo diferença mesmo após 3 horas de descongelação das amostras. Conclui-
se que a criopreservação do sêmen dessas raças durante o período seco pode ser 
utilizada como ferramenta de conservação genética desses ecotipos, pois mantém 
padrões andrológicos seminais aceitáveis.
PALAVRAS-CHAVE: sêmen, ultraestrutura espermática, banco de germoplasma.

STRUCTURAL EVALUATION OF LOCALLY ADAPTED CRYOPRESERVED GOAT 

SPERMATOZOA IN THE DRY PERIOD

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the effect of the time of year on the structural 
integrity of locally adapted goat spermatozoa. Eighteen adult goat breeds, aged 
between 2 and 5 years old, from the Blue (AZ), Canindé (CD) and Moxotó (MX) breeds 
were used. The semen collections were performed in the morning, using the artificial 
vagina method, with the aid of an estrogenized female. After collection, a pool of 
ejaculates of the same race were formed for analysis, selecting the ejaculates suitable 
for cryopreservation. The semen was diluted in Tris-Gemma medium and frozen by 
the automated method and stored in a cryogenic cylinder at -196ºC. After thawing, 
spermatozoa were analyzed using fluorescent probes, determining plasma membrane 
integrity, acrosomal integrity and mitochondrial activity of sperm cells at different post-
thaw times (0, 60, 120 and 180 minutes). In the structural analysis, a high percentage of 
cells with plasma membrane integrity (≥50%) was observed, without differing between 
post-thaw times. The AZ breed showed low mitochondrial activity indexes (37.65%), 
which may have had a direct effect on sperm motility (66%) in fresh semen during this 
period of the year. The acrosome integrity of the sperm cells were high in all races 
evaluated in this period (≥50%), and there was no difference even after 3 hours of 
thawing of the samples. It is concluded that the cryopreservation of the semen of these 
breeds during the dry period can be used as a tool for the genetic conservation of these 
ecotypes, as it maintains acceptable seminal andrological standards.
KEYWORDS: semen, spermatic ultrastructure, germplasm bank.

1 |  INTRODUÇÃO

O espermograma assume grande importância na avaliação da aptidão reprodutiva 
de um macho destinado à reprodução, pois permite a predição da qualidade do 
reprodutor, visto que ele demonstra sua potentia generandi. A criopreservação de 
sêmen é uma importante biotécnica reprodutiva, tendo em vista que promove a 
conservação de germoplasma por tempo indeterminado. Através da criopreservação 
de sêmen será possível resgatar populações que, por algum motivo, possam ter se 
extinguido e que tenham importantes características para a pecuária nacional.

A qualidade do sêmen determina a eficiência reprodutiva do macho durante o 
ano, aspecto este que pode variar de acordo com a raça, localização geográfica e 
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época do ano (KARAGIANNIDIS et al., 2000). A época do ano exerce forte influência 
na qualidade do sêmen de caprinos (BARKAWI et al., 2006).

A criopreservação proporciona uma estocagem do sêmen de animais de alto 
valor por tempo indeterminado, maximizando assim o poder reprodutivo do macho e 
permitindo seu uso mesmo após a morte do animal. Além disso, reduz os custos com 
criação de reprodutores, tendo em vista que se pode adquirir sêmen congelado com 
qualidade comprovada (CASTELO et al., 2008).

Através da criopreservação de sêmen e de embriões, será possível no futuro, 
resgatar populações que, por algum motivo, possam ter se extinguido e que tenham 
importantes características para a pecuária nacional. Nestas coleções, poderá se 
buscar a variabilidade necessária e características de adaptabilidade às intempéries 
da natureza que visem aumentar a produção ou acrescentar genes de interesse 
econômico às raças comerciais (HIEMSTRA et al., 2005).

Nessa concepção são reconhecidos pelo menos cinco ecotipos crioulos no país: 
Canindé, Gurguéia, Marota, Moxotó e Repartida. Destes, apenas o Canindé e o Moxotó 
são reconhecidos como raças. Estes animais, naturalizados no Nordeste brasileiro, 
desenvolveram características adaptativas importantes (BRITO et al., 2008). 

Este valoroso material genético poderá vir a ser utilizado para restabelecer uma 
raça em processo de extinção, desenvolver um novo grupamento genético, dar suporte 
a programas de conservação in vivo e fornecer material para estudos moleculares 
visando à identificação de genes de importância econômica (RAMOS et al., 2009).

Portanto esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da época do ano sobre 
a integridade estrutural de espermatozoides caprinos de raças localmente adaptadas.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Local do experimento e grupos experimentais

As atividades de coleta a campo foram realizadas na Fazenda Faveira localizada 
no Km 138 da BR 316, a 20 km do município de Elesbão Veloso – PI, situado a 
06°12’07’’ de latitude sul e 42°08’25’’ de longitude oeste. O clima é do tipo tropical 
semiárido quente com temperaturas entre 25°C a 36°C e precipitação pluviométrica 
média anual de 1171,5 mm (FUNDAÇÃO CEPRO, 2001). O local caracteriza-se pela 
criação de Caprinos e Ovinos de raças exóticas e de raças localmente adaptadas, 
assim como bovinos. O período experimental correspondeu aos meses de março a 
maio de 2016 e de setembro a novembro de 2016. 

Foram utilizados 18 reprodutores caprinos adultos, das raças Azul, Canindé e 
Moxotó, sendo seis animais de cada raça, com idade entre 2 e 5 anos de idade. Todos 
os animais foram submetidos ao mesmo regime de manejo, sendo a alimentação a 
base de forragem livre a pasto, água e sal mineral próprio para caprinos à vontade, 
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além de suplementação com ração concentrada. Previamente à realização das coletas 
de material para análise os animais foram vermifugados, vacinados e submetidos a 
avaliação clínica geral e andrológica.

Coleta e avaliação imediata do sêmen

Todas as coletas de sêmen foram feitas no mesmo horário (turno da manhã), pelo 
método da vagina artificial, com auxílio de fêmea estrogenizada (E.C.P®, Cipionato de 
estradiol, Pfizer), entre os meses de março e maio (período chuvoso) e entre setembro 
e novembro (período seco). Um pool dos ejaculados foram formados para análise e 
verificados quanto ao aspecto e volume. Uma alíquota de cada amostra foi retirada 
para avaliação dos parâmetros seminais físicos incluindo turbilhonamento, motilidade 
total, assim como o vigor espermático, imediatamente após a coleta. Outra alíquota 
(10 μL) foi colocada em 4 mL de formol salino a 4% (diluição 1:400), para mensurar a 
concentração e a morfologia espermática (CBRA, 2013).

O volume (mL) foi medido com o auxílio de uma pipeta não fixa (100 - 1000 µL). 
O turbilhonamento foi avaliado através de microscópio óptico (Opton TIM-107), com 
aumento de 100 vezes, em uma gota de sêmen colocada sobre lâmina previamente 
aquecida, sendo atribuído nota de zero a cinco (CBRA, 2013). A motilidade total, 
assim como o vigor foram mensurados pela análise de uma gota de sêmen, diluída 
em Ringer com lactato previamente aquecido a 37ºC, em microscópico óptico (Opton 
TIM-107) com aumento de 400 vezes, sendo o resultado da motilidade expressa em 
percentagem e ao vigor foi atribuída nota de zero a cinco.

A concentração (número de espermatozoides por mL) foi avaliada pelo método 
da câmara de Neubauer, na concentração de 1:400, em solução de citrato de sódio 
em formol a 4 %.

Diluição e congelação do Sêmen

No preparo do diluidor seminal foi utilizado o TRIS-frutose-ácido cítrico na seguinte 
composição: 3,605g de TRIS (hidroximetil) aminometano; 2,024g de ácido cítrico; 
1,488g de frutose, 25mg de Gentamicina, 100mL de água destilada, 20% de gema de 
ovo e 5% de glicerol. A diluição foi realizada com base na concentração espermática, 
de modo a obter-se 20x106 espermatozoides/palheta. O acondicionamento foi feito 
em palhetas de 0,25 mL e o processo de congelação em máquina TK 3000® (TK 
Tecnologia em congelação Ltda, Uberaba, Brasil), em curva lenta de congelação 
específica para sêmen caprino (-0,25ºC/min, de 25ºC a 5ºC e -10ºC/min, de 5º C a 
-120º C) e, após atingir -120º C, as palhetas foram mergulhadas em nitrogênio líquido 
(-196º C) e armazenadas em botijão criogênico. O tempo de equilíbrio na temperatura 
de 5°C foi de 30 minutos. Após 30 dias de armazenamento, as amostras de sêmen 
foram descongeladas no Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal (LBRA-
UFPI), em banho-maria a 37ºC por 30 segundos, e avaliadas quanto à integridade da 
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membrana plasmática, integridade do acrossoma e função mitocondrial.

Avaliação da integridade espermática pós-descongelação

Foi avaliada a integridade da membrana espermática com o uso de sondas 
fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), onde alíquotas de 50 μL 
de sêmen, descongeladas a 37º C por 30 segundos e acondicionados em microtubos, 
foram diluídas em 150 μL de TRIS (3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 
g de ácido cítrico; 1,488g de frutose; 100 mL de água destilada) contendo 5 μL de 
Diacetato de Carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,46 
mg/mL em DMSO) e 20 μL de Iodeto de Propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
MO, USA) (0,5 mg/mL em PBS), e incubadas por 10 minutos a 37ºC para posterior 
avaliação. A análise se deu pela contagem de 100 espermatozoides em microscópio 
de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão) em aumento de 1000 
vezes, sob óleo de imersão usando filtro de emissão DBP 580- 630nm e excitação 
DBP 485/20nm. As células que apresentaram fluorescência verde foram consideradas 
íntegras, enquanto aquelas apresentando fluorescência vermelha foram consideradas 
danificadas. 

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo 
catiônico lipofílico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Para tanto, alíquotas de 50μL 
de sêmen pós-descongelado foram diluídas em 150μL de Tris contendo 5μL de 
JC-1 (0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37ºC. Um total de 200 
espermatozoides foi avaliado em microscópio de epifluorescência (Olympus optical 
Co., Ltda., Tóquio, Japão), com aumento de 1000x, sob óleo de imersão, usando-se 
filtro de emissão LP 515nm e BP 450-490nm para excitação. As células coradas em 
laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto 
aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

Para análise da integridade acrossomal foi utilizado o isocianato de fluoresceína 
conjugado (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA), de acordo com a 
técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma alíquota de 20μL da solução 
estoque de FITC-PNA (1mg/mL) foi descongelada e adicionada a 480μL de solução 
de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentração final de 100μg/mL. Alíquotas 
de 20μL dessa solução foram colocadas sobre esfregaços de lâminas contendo 
espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em câmara úmida a 4°C, 
na ausência de luz. Após incubação, as lâminas foram enxaguadas duas vezes em 
PBS refrigerado (4°C) e colocadas para secagem na ausência de luz. Imediatamente 
antes da avaliação, 5 μL de meio de montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de 
PBS e 5 mg de pphenylenediamine, 5mg azida sódica) foi colocado sobre lâmina e 
coberta com lamínula. Foram avaliados 200 espermatozoides, em aumento de 1000x 
sob óleo de imersão, usando microscopia de epifluorescência (Olympus optical Co., 
Ltda., Tóquio, Japão), com filtro de emissão LP 515nm e BP 450-490nm para excitação. 
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As células espermáticas foram classificadas como portadoras de acrossomas 
intactos (AI), quando a região acrossomal apresentou fluorescência verde intensa. 
Foram considerados acrossoma reagido (AR) quando as células espermáticas não 
apresentaram coloração verde ou a fluorescência verde se restringiu apenas à região 
equatorial da cabeça espermática.

Análise estatística

Para análise estatística dos dados, foram obtidas as médias e desvio-padrão, e 
procedida à análise de variância dos parâmetros avaliados. Para a comparação das 
médias foi realizado o teste de Duncan, de acordo com o coeficiente de variação obtido, 
considerando um nível de significância de 5%. Foi utilizado o PROC GLM (General 
Linear Models) do Software SAS (Statistical Analysis System) for Windows versão 9.0. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados relativos à avaliação estrutural da célula espermática (integridade 
de membrana plasmática, atividade mitocondrial e integridade acrossomal) e suas 
variações em diferentes tempos pós-descongelação (0, 60, 120 e 180 minutos), estão 
discriminados na Tabela 1.

Dessa forma, não houve diferença significativa entre as raças avaliadas nos 
parâmetros de integridade de membrana plasmática e acrossomal (P>0,05). Resultados 
semelhantes foram encontrados por Vidigal (2008) (44,69% - 49,55%) ao comparar 
a taxa de integridade da membrana plasmática de espermatozoides caprinos SPRD 
com e sem escroto bipartido. 

Não houve interação entre os fatores grupos raciais e tempos de avaliação dos 
parâmetros estruturais da célula espermática (P>0,05).

As raças Canindé e Moxotó apresentaram maior percentual de células com 
atividade mitocondrial em relação à raça Azul. Cavalcante et al. (2005), avaliando o 
sêmen de caprinos, aplicando a mesma metodologia na determinação da atividade 
mitocondrial, obtiveram índices superiores aos encontrados neste trabalho, sendo de 
66,00 e 67,25% para o sêmen descongelado, de animais das raças Boer e Alpina, 
respectivamente.

Parâmetros Tempo
Raças (Reprodutores) Média 

(Tempo)Azul Canindé Moxotó
Integridade 

de 
Membrana 
plasmática 

(%)

0 46,80±8,95 52,66±9,30 53,66±20,94 51,04A
60 49,00±10,83 51,16±10,53 56,00±15,32 52,05A

120 50,20±14,35 54,66±12,01 58,5±15,55 54,45A
180 57,20±16,45 56,00±20,13 61,16±14,93 58,12A

Média 50,80a 53,62a 57,33a
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Atividade 
Mitocondrial 

(%)

0 31,60±11,10 52,33±11,20 55,50±14,59 46,47A
60 36,60±13,83 55,00±7,79 55,00±9,52 48,86A

120 42,00±21,96 61,50±9,60 56,00±18,06 53,16A
180 40,40±19,80 56,83±12,40 59,20±10,25 52,14A

Média 37,65a 56,41b 56,30b

Integridade 
Acrossomal 

(%)

0 54,20±18,68 59,16±9,62 58,40±13,93 57,25A
60 47,00±1,00 58,66±13,32 52,00±6,72 52,55A

120 55,80±7,75 51,50±13,18 58,50±12,62 55,26A
180 44,60±11,21 49,66±14,06 51,50±10,33 48,58A

Média 50,40a 54,75a 55,10a

Tabela 1. Parâmetros estruturais da célula espermática do sêmen congelado de caprinos Azul, 
Canindé e Moxotó no período seco em diferentes tempos pós-descongelação  

Médias com mesma letra minúscula nas linhas não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). Médias 
com mesma letra maiúscula, nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05).

As técnicas de avaliação da atividade mitocondrial têm sido utilizadas em 
associação a biotécnicas reprodutivas como a criopreservação de sêmen, a qual 
determina considerável redução da atividade mitocondrial e, consequentemente, 
da capacidade fertilizante dos espermatozoides (MARCO-JIMÉNEZ et al., 2006). 
Hemachand e Shaha (2003), trabalhando com espermatozoides caprinos obtidos do 
epidídimo ou do ejaculado, submetidos a estresse oxidativo, relataram haver relação 
entre o padrão de coloração com o JC-1 e a motilidade espermática.

É possível observar que durante esse período houve elevada proporção de 
células espermáticas no ejaculado com acrossoma íntegro e com atividade mitocondrial, 
o que pode reduzir a possibilidade de reação acrossômica precoce, elevando os 
índices de fertilidade do sêmen. Vidigal (2008) encontrou médias de 44,69 ± 20,55 e 
49,55 ± 20,88, para espermatozoides caprinos com acrossomo íntegro, para animais 
sem e com escroto bipartido, respectivamente.

Silva e Gadella (2006) relatam a existência de enzimas, envolvidas na glicólise, 
na bainha fibrosa da cauda, que podem contribuir para a geração de energia para a 
célula espermática. Entretanto, outros autores afirmam ser indispensável a produção 
de ATP pelas mitocôndrias para haver motilidade espermática (PAPAIOANNOU et 
al.,1997; CONNELL et al., 2002). 

Não houve diferença entre as variáveis estruturais analisadas nos diferentes 
tempos pós-descongelação, demonstrando que mesmo após 180 minutos de 
descongelação não se observa interferência significativa sobre a qualidade estrutural 
da célula espermática nos parâmetros avaliados. 

4 |  CONCLUSÃO

Conclui-se que a criopreservação do sêmen dessas raças durante o período 
seco pode ser utilizada como ferramenta de conservação genética desses ecotipos, 
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pois mantém padrões andrológicos seminais aceitáveis.
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