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RESUMO 

Na conservação seminal é necessária a utilização de diluentes que forneçam nutrientes e 

protejam as células espermáticas contra o choque térmico. É comum o uso de aditivos de 

origem animal aos diluentes, o que implica em riscos sanitários. Desta forma, o Capitulo 1 

deste estudo objetivou desenvolver um meio de conservação seminal, para caprinos, livre de 

substâncias de origem animal, à base de água de coco adicionada de óleo de coco 

extravirgem, e o Capitulo 2 objetivou avaliar o efeito de diferentes diluentes (TRIS + 15% 

gema de ovo; ACP-102
®
 + 15% gema de ovo e ACP-102

®
), na qualidade do sêmen ovino 

refrigerado e conservado a 5 ºC por 24 horas. No Capitulo 1, os ejaculados de quatro 

reprodutores caprinos foram diluídos no meio de criopreservação à base de água de coco em 

pó (ACP-101c) adicionada de óleo de coco extravirgem (OC) e glicerol (GLI), constituindo-se 

nos tratamentos T1 (ACP-101c + 2,5% OC + 7% GLI) e T2 (ACP-101c + 4% OC + 7% GLI). 

O sêmen diluído foi refrigerado até atingir a temperatura de 4 ºC e em seguida congelado em 

vapores de nitrogênio liquido (-60 ºC). Imediatamente após a diluição do sêmen fresco e após 

a descongelação, as amostras foram avaliadas quanto aos parâmetros cinéticos através do 

software Sperm Class Analyser. Em todos os parâmetros analisados o tratamento T2 obteve 

resultados superiores aos observados no T1. De acordo com o resultado, conclui-se que o 

meio de criopreservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de óleo de 

coco extravirgem é eficaz para criopreservação do sêmen caprino. No Capitulo 2, o ejaculado 

de 4 carneiros foram reunidos em um pool e em seguida diluído nos seguintes tratamentos : 

T1 = TRIS + 15% gema de ovo; T2 = ACP-102
®
 + 15% gema de ovo e T3 = ACP-102

®
. 

Após a diluição foram refrigerados a 5 ºC e conservados nessa temperatura até 24 horas. Os 

parâmetros cinéticos espermáticos foram avaliados através do software Sperm Class Analyser 

nos tempos de 0, 6 e 24 horas de resfriamento. A viabilidade espermática foi avaliada nos 

diferentes tempos de conservação através da técnica de coloração eosina-nigrosina. O diluente 

ACP-102
®
 adicionado ou não de gema de ovo foi significativamente superior ao diluente 

TRIS nos parâmetros de motilidade progressiva e linearidade na conservação do sêmen ovino 

por 24horas. O diluente ACP-102
® 

adicionado ou não de gema de ovo é capaz de manter a 

qualidade do sêmen ovino refrigerado a 5º C e armazenado por até 24 horas, sendo indicado 

como alternativa viável ao diluente comercial TRIS. 
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ABSTRACT 

To sperm conservation is necessary to use externders that provide nutrients and protect sperm 

cells against cold shock. It is common to use animal additives to extendrs, which can involves 

health risks. Thus the Chapter 1 of this study aimed to develop a goat seminal extender free of 

animal products based on coconut water added with extra virgin coconut oil, and Chapter 2 

aimed to evaluate the effect of different extenders (TRIS + 15% egg yolk; ACP-102 
®
 + 15% 

egg yolk and ACP-102 
®

) on the quality of ram sperm cooled and stored at 5 º C for 24 hours. 

In Chapter 1, the ejaculates of four bucks were diluted in the a cryopreservation extender 

based on powdered coconut water (ACP-101c) with extra virgin coconut oil (OC) and 

glycerol (GLY), constituting in T1 (ACP-101c OC + 2.5% + 7% GLY) and T2 (ACP-101c 

OC + 4% + 7% GLY). The diluted sperm was cooled to the temperature of 4 ° C and then 

frozen in liquid nitrogen vapor (-60 º C). Immediately after dilution of fresh sperm and after 

thawing, the samples were analyzed for the kinetic parameters through software Sperm Class 

Analyser. In all parameters the treatment T2 obtained results superior to those observed in T1. 

According to the result, it is concluded that the cryopreservation externder based on powder 

coconut water (ACP-101c) added with extra virgin coconut oil is effective for 

cryopreservation of goats sperm. In Chapter 2, the ejaculate of four ram were pooled and then 

diluted in the following treatments: T1 = TRIS + 15% egg yolk, T2 = ACP-102
®
 + 15% egg 

yolk and T3 = ACP-102
®
. After dilution were chilled to 5 ° C and kept at that temperature for 

up to 24 hours. The kinetic parameters were evaluated using the sperm Sperm Class Analyser 

software at times 0, 6 and 24 hours of cooling. The sperm viability was evaluated at different 

storage times by staining technique eosin-nigrosin. The diluent ACP-102
®

 with or without the 

addition of egg yolk was significantly higher than TRIS in motility and linearity parameters in 

ram sperm preservation for 24 hours. The diluent ACP-102
®
 is able to maintain the quality of 

ram semen cooled to 5 ° C and stored for up to 24 hours and is indicated as an alternative to 

commercial diluent TRIS. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Na criopreservação seminal é necessário à utilização de um diluente que 

forneça energia, proteja as células contra danos relacionados a baixas temperaturas e 

mantenha um ambiente adequado para a sobrevivência espermática (EVANS; MAXWELL, 

1987). 

 Em geral, poucos avanços foram obtidos em relação aos componetes dos 

diluentes seminais desde a incorporação da gema de ovo ou leite (crioprotetor não penetrante) 

com glicerol (crioprotetor penetrante) para proteção dos espermatozoides durante a 

refrigeração e congelação (DELL VALLE et al., 2013). 

 Conforme Gil et al. (2003), o uso de aditivos de origem animal como gema de 

ovo e leite na diluição seminal pode implicar em riscos sanitários, não apenas pela inclusão de 

agentes microbiológicos, mas também por contaminantes que podem comprometer a 

qualidade do produto, além de uma subsequente produção de endotoxinas capazes de 

prejudicar a capacidade de fecundação dos espermatozoides (BITTENCOURT et al., 2008).  

 A água de coco, produto de origem vegetal, possui características que a 

classifica como um bom diluente, pois fornece os nutrientes necessários para manter a 

sobrevivência e viabilidade dos gametas masculinos (BLUME; MARQUES JR., 1994). 

Entretanto é necessária a utilização de um crioprotetor não penetrante e penetrante para obter 

sucesso na refrigeração e congelação seminal. 

  Diante do exposto, tornaram-se necessárias pesquisas por novos crioprotetores 

que pudessem substituir o uso da gema de ovo e do leite desnatado, formulando um diluente 

livre de patógenos de origem animal. 

 Desta forma este trabalho objetiva avaliar o efeito crioprotetor do meio à base 

de água de coco em pó na conservação de sêmen. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Sêmen  

 

 Produto da ejaculação normal de um reprodutor, o sêmen é composto por 

espermatozoides produzidos nos testículos e por uma fração líquida produzida pelas glândulas 

acessórias do aparelho genital masculino (CORTEEL, 1981), denominada plasma seminal. 

 O sêmen pode ser processado de diferentes maneiras, podendo ser usado 

imediatamente após a coleta, puro ou diluído, refrigerado ou congelado. Mesmo empregado 

puro, o ejaculado que um macho proporciona pode ser utilizado em um número relativamente 

elevado de fêmeas. Depois de diluído, o sêmen pode ser conservado refrigerado a 4 ºC para 

utilização em um curto período de tempo ou congelado a -196 ºC em nitrogênio líquido por 

um período indeterminado, prolongando assim o seu emprego (NUNES, 1988). 

 

2.2. Avaliações seminais 

 

 A avaliação do sêmen é considerada, o método ideal para avaliar a fertilidade 

do reprodutor, além da sua habilidade de produzir a prenhez (HAFEZ, 1995). Normalmente, a 

análise do sêmen inclui volume, aspecto, determinação da concentração, motilidade e 

morfologia espermáticas, rotineiramente realizada por microscopia ótica (VERSTEGEN et 

al., 2002). 

 Segundo Fonseca et al. (1991), os ejaculados deverão ser analisados quanto a: 

volume, aspecto, mediante avaliação visual, podendo ser cremoso, leitoso, opalescente, seroso 

ou aquoso, dependendo da concentração espermática; cor, normalmente amarelada; e 

turbilhão ou movimento de massa, sendo o resultado de motilidade, vigor e concentração 

espermática; motilidade espermática, expressa em percentual; vigor espermático, que 

representa a força do movimento que influencia a velocidade com que os espermatozoides se 
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movimentam; concentração espermática; percentual de espermatozoides morfologicamente 

normais (morfologia); provas de integridade de membrana e teste de termorresistência. 

 Os critérios de avaliação para o sêmen seguem os padrões estabelecidos pelo 

Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 1998). O sêmen fresco deve apresentar no 

mínimo motilidade na ordem de 70% (0-100%), vigor 3 (0-5) e 80% de espermatozoides com 

morfologia normal. 

 No que diz respeito às avaliações microscópicas, a concentração espermática 

pode ser determinada com auxílio de espectrofotometria ou de microscopia óptica, utilizando-

se a câmara de Neubauer (SANTOS, 2006). Avalia-se, ainda, a presença da motilidade 

massal, que é o movimento da massa de espermatozoides no plasma seminal (0 – 5) e a 

motilidade individual progressiva (MIP; 0-5), que representa o movimento em flecha de cada 

espermatozoide, individualmente (NUNES, 2002; HAFEZ; HAFEZ, 2004). Quanto à 

avaliação da porcentagem de espermatozoides móveis e motilidade individual progressiva, o 

sêmen deve ser diluído, para visualização individualizada dos espermatozoides (CBRA, 1998; 

CHEMINEAU et al., 1991; EVANS; MAXWELL, 1990). 

 A viabilidade espermática está relacionada com a integridade da membrana 

plasmática (CHEMINEAU et al., 1991; EVANS; MAXWELL, 1990). Esta pode ser avaliada 

através de colorações vitais, onde os espermatozoides que possuem integridade de membrana, 

não são corados (vivos) e os que possuem danos na membrana permitem a entrada do corante 

no citoplasma (mortos) (BEARDEN; FUQUAY, 1992; DERIVAUX, 1980). Dentre os 

corantes utilizados podemos citar, além da eosina-nigrosina (BEARDEN; FUQUAY, 1992; 

CHEMINEAU et al., 1991; DERIVAUX, 1980; EVANS; MAXWELL, 1990), o azul de 

tripan, o Giemsa (BEARDEN; FUQUAY, 1992) e o azul de bromofenol (DERIVAUX, 

1980). 

 Outro teste para avaliação da integridade da membrana é o teste hiposmótico 

(HOST), o qual se baseia na observação da membrana espermática íntegra, que, quando 

exposta a uma solução hiposmótica, permite, por osmose, a passagem de água para o interior 

da membrana celular até que ocorra o restabelecimento do equilíbrio osmótico entre os fluidos 

extra e intracelulares, fazendo com que a cauda do espermatozoide enrole, caso este esteja 

viável (JEYENDRAN et al., 1984). 
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 A análise subjetiva é a técnica convencional utilizada para realizar as análises 

seminais, entretanto, está sujeita a diferentes graus de imprecisão, devido à subjetividade da 

avaliação, que é baseada na observação através de microscópio óptico. Sendo a determinação 

da motilidade e da morfologia especialmente susceptíveis ao erro humano (LLEÓ, 2003). 

Sistemas de análises computadorizadas têm substituído a avaliação de sêmen por microscopia 

de luz convencional, uma vez que proporcionam informações mais detalhadas e objetivas 

sobre várias características da motilidade e da morfometria (VERSTEGEN et al., 2002). 

 Vários sistemas de análise computadorizada das células espermáticas (CASA) 

comerciais, como Hamilton Thorn (Hamilton ThornResearch, Bervely, USA); IMAGESP
®

 

(Vimas IMAGESP
®
, Barcelona, Espanha); HobsonSpermTracker (HobsonTracking Systems 

Ltda., Sheffield, Inglaterra) e SpermClassAnalyzer
®

 (Microptic SL, Barcelona, Espanha), 

baseados predominantemente na avaliação individual do espermatozoide, foram validados 

para uso em ovinos e caprinos. 

 A Análise de Sêmen Auxiliada por Computador (CASA) é definida como um 

sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos 

espermatozoides, fornecendo informação acurada, precisa e significativa do movimento 

individual de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004). A automatização desta análise 

permite maior objetividade e rapidez, uma vez que é realizada numa fração menor do tempo 

requerido pela avaliação subjetiva (MORTIMER, 2000). 

 Atualmente, esses sistemas estão sendo utilizados, principalmente nos centros 

andrológicos de reprodução assistida, demonstrando ser uma eficiente, precisa e real 

ferramenta na avaliação objetiva da fertilidade, por permitir a obtenção de medidas 

individuais de movimento, contribuindo assim, na melhoria das tecnologias da reprodução, 

bem como no desenvolvimento de estudos fisiológicos (VERSTEGEN et al., 2002). 

 

2.3. Diluentes seminais 

 Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando sua 

divisão em doses inseminantes e proporcionando um meio favorável para a sobrevivência dos 

espermatozoides in vitro (DERIVAUX, 1980). Estes diferem em sua composição dependendo 
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da espécie animal, da origem do sêmen e da tecnologia seminal empregada (HOPKINS; 

EVANS, 1991). 

 Um bom diluente deve apresentar ausência de toxicidade à célula espermática, 

isotonicidade, poder nutritivo e tamponante, ação estabilizadora de membrana, potencial 

hidrogeniônico (pH) que favoreça a sobrevivência espermática e ainda ser de fácil preparo e 

baixo custo (FONTBONNE, 1993). Os meios diluentes são utilizadas com o objetivo de 

proteger as células espermáticas de efeitos deletérios do processo de refrigeração e/ou 

congelação, visando estabilizar a membrana plasmática (JASKO, 1994). 

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente básico, já que 

a fosfatidilcolina (lecitina) e as lipoproteínas da gema e a caseína do leite protegem os 

espermatozoides durante a refrigeração, contra o choque térmico (DAS; RAJKONWAR, 

1995; MIES FILHO et al., 1982). Porém, existe um fator a ser considerado, exclusivo do 

macho caprino, que é o fato das suas glândulas bulbouretrais produzirem, particularmente, 

uma fosfolipase que hidrolisa a lecitina da gema de ovo, formando ácidos graxos e 

lisolecitina, esta última atua sobre a membrana espermática danificando-a (ROY, 1957). Em 

1982, Nunes e colaboradores, descobriram a existência de uma fração protéica do plasma 

seminal (BU-III), procedente das glândulas bulbouretrais, que interage com o leite, 

produzindo inibição da motilidade espermática e induzindo a reação acrossômica. Essa 

lisolecitina é tóxica devido a sua ação detergente sobre os lipídios da membrana plasmática 

(NUNES, 1982). 

 Em síntese, é desejável a utilização de meios diluentes em que a capacidade 

fecundante dos espermatozoides seja mantida por períodos prolongados (SCHINDLER; 

AMIR, 1961). 

 

2.4. Meio de conservação seminal à base de água de coco 

 

 A água de coco (Cocos nucifera L.) é uma solução natural, ácida e estéril, 

composta de sais, proteínas, carboidratos, vitaminas, gorduras neutras e uma pequena 

quantidade de fosfolipídios além de indutores da divisão celular e eletrólitos diversos 
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(MARQUES, 1982; NUNES, 1998). Dessa forma, a água de coco possui características que a 

classifica como um bom diluente, pois fornece os nutrientes necessários para manter a 

sobrevivência e viabilidade dos gametas masculinos (BLUME; MARQUES JR., 1994). 

 A água de coco tem sido utilizada na biotecnologia da reprodução animal 

obtendo-se bons resultados na preservação do sêmen de animais domésticos como caprinos 

(MELO, 2010; NUNES, 1986; OLIVEIRA et al., 2009; SALLES, 1989), ovinos 

(CAVALCANTE, 2008; MACHADO et al., 2006), suínos (BARROS, 2010; TONIOLLI et 

al., 2010; TONIOLLI; MESQUITA, 1990), felinos (SILVA et al., 2007) e canídeos 

(CARDOSO et al., 2006; UCHOA et al., 2004; 2010).  

 Nunes (1986, 1987), avaliando o sêmen caprino após duas horas de incubação 

a 37 °C observou que tanto a motilidade progressiva (MP) quanto à percentagem de 

espermatozoides móveis (PEM) eram superiores quando o sêmen era diluído em uma solução 

à base de água de coco, que em leite desnatado. A MP dos espermatozoides diluídos em água 

de coco quando comparados aos diluídos em leite glicosado, foi superior ao final de duas 

horas de incubação (NUNES; SALGUEIRO, 1999).  

 O ácido 3-indol acético (IAA), uma molécula pertencente ao grupo das 

auxinas, foi isolada da fração ativa da água de coco, tendo ação no metabolismo dos 

espermatozoides (NUNES et al., 1994). A adição de IAA na composição de outros meios 

diluentes aumentou a taxa de motilidade, fertilidade e tempo de conservação do sêmen de 

diferentes espécies (NUNES; SALGUEIRO, 1999).  

 Utilizando a água de coco in natura como diluente para o sêmen caprino, 

Nunes (1986; 1987; 1988), Freitas (1988) e Salles (1989) realizaram inseminações artificiais 

com o sêmen refrigerado a 4 ºC por até 48 horas. Os autores obtiveram taxas de parição de 

produtos do sexo feminino de 68, 60 e 63%, respectivamente. Nunes (1986; 1987; 1988) 

verificou que a proporção sexual, em três anos, de cabras inseminadas com sêmen diluído em 

água de coco in natura e resfriado a 4 ºC foi de 72, 70 e 73%, respectivamente para crias do 

sexo feminino. Da mesma forma, Salles (1989) obteve uma maior percentagem de fêmeas 

nascidas (73,8%). 

 A disponibilidade do fruto com seis meses de maturação (características ideais) 

e a impossibilidade de armazenamento são algumas das dificuldades encontradas para 
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utilização da água de coco in natura como diluente para sêmen. Dessa forma, Salgueiro et al. 

(2002), com intuito de facilitar a utilização da água de coco como diluente, padronizaram a 

água de coco na forma de pó, recebendo a denominação de ACP, conservando suas 

características benéficas e facilitando o seu uso em regiões onde não se dispõe do fruto.  

 O ACP já foi utilizado como diluente seminal tanto para caprinos como para 

ovinos, e após inseminações artificiais foram obtidas taxas de gestação satisfatórias 

(FIGUEIRÊDO et al., 2007; MACHADO et al., 2006; SALGUEIRO et al., 2002).  

 Uchoa et al. (2004) ao utilizar ACP-106 (específico para cães) como diluente 

seminal em inseminações artificiais obtiveram 64,3% de fêmeas nascidas com o uso do de 

cadelas de várias raças, e de 62,8% para cadelas da raças Bulldog Francês (UCHOA et al., 

2010). 

  Para a criopreservação do sêmen caprino, a formulação ACP-101c foi 

desenvolvida (pH: 6,68; 342 mOsm/kg H2O). E para conservação do semen ovino foi 

desenvolvida a formulação ACP-102 (pH: 7,00; 300 342 mOsm/kg H2O). 

 

2.5. Crioprotetores 

 

 Os crioprotetores são utilizados com a finalidade de reduzir os danos físicos e 

químicos, resultantes dos processos de refrigeração, congelação e descongelação das células 

espermáticas (PURDY, 2006). A caseína do leite, as proteínas da gema de ovo e o glicerol são 

os crioprotetores mais utilizados nos diluentes de sêmen (EVANS; MAXWELL, 1987). Eles 

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

penetrantes (extracelular).  

Os crioprotetores penetrantes são moléculas pequenas que agem nos meios 

intracelulares e extracelulares, com a capacidade de atravessar a membrana plasmática e 

controlar a pressão osmótica intra e extracelular. São responsáveis por uma desidratação 

celular, tendo como consequencia uma menor formação de cristais de gelo interno, 

culminando com menor dano de membrana espermática pós descongelamento. Os mais 

comumente utilizados são o glicerol, etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilsulfóxido e 
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dimetilformamida (GRAHAM, 1995). Entretanto vale ressaltar que o glicerol é o crioprotetor 

mais utilizado para conservação do sêmen de caprinos e ovinos (SALAMON; MAXWELL, 

2000). Os crioprotetores não penetrantes agem no meio extracelular, auxiliando no transporte 

de água para o exterior da célula. As susbtancias mais utilizadas como crioprotetor não 

penetratantes são: as proteínas da gema de ovo e do leite desnatado, açúcares, polímeros 

sintéticos e amidas (GRAHAM, 1995).  

O completo entendimento sobre os mecanismos de ação dos crioprotetores tanto 

penetrantes como os não penetrantes ainda não está completamente elucidado, sendo este 

assunto, objeto de várias pesquisas (PURDY, 2006). 

 

2.5.1. Gema de ovo  

 

A gema de ovo é um dos crioprotetores não penetrantes mais utilizados 

mundialmente (RITAR; SALAMON, 1982; TULI; HOLTZ, 1994). Moussa et al. (2002) 

sugerem que sua ação seja devida à presença de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), que 

atuariam na membrana plasmática do espermatozoide, restaurando a perda de fosfolipídios e 

aparentemente induzindo uma alteração transitória de sua composição, consequentemente, 

prevenindo a ruptura da membrana plasmática (FARSTAD, 1996).  

 Recentemente numerosos estudos confirmaram que a utilização do LDL 

extraído da gema de ovo como crioprotetor obteve sucesso na criopreservação do sêmen de 

suínos (HU et al., 2006; 2008; JIANG et al., 2007), bovinos (AMIRAT et al., 2004; 

AMIRAT-BRIAND et al., 2009; HU et al., 2010) e canídeos (BENCHARIF et al., 2008; 

VARELA JUNIOR et al., 2009). 

 Segundo Hu et al. (2011), a substituição da gema de ovo pela LDL na 

composição do meio diluente foi benéfica para criopreservação do sêmen de touros. O meio 

diluente contendo LDL obteve uma maior proporção de espermatozoides móveis, acrossomas 

intactos e membranas plasmáticas intactas após o processo de congelação/descongelação 

quando comparados ao meio diluente contendo a gema de ovo. 
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 Apesar dos efeitos benéficos da gema de ovo, as desvantagens dos diluentes 

que a utilizam são atribuídas à opacidade óptica, causada pelos grânulos formados, que 

dificultam o exame imediato através da avaliação microscópica, o prejuízo causado à 

respiração do espermatozoide, a diminuição da motilidade e, ainda, podem transportar micro-

organismos patogênicos (BOUSSEAU et al., 1998; MARTIN, 2005).  

 Outro ponto de discussão em relação à gema de ovo é que a qualidade do 

sêmen congelado/descongelado é influenciada pela qualidade individual inerente a gema de 

ovo devido ao número de dias após a postura e o período de armazenamento, o que torna 

difícil a análise em particular do efeito benéfico de um diluente à base de gema de ovo 

(FUKUI et al., 2008).  

 A presença da lipoproteína fosfolipase “A” e da fração proteica BU-III no 

plasma seminal caprino promove uma interação não favorável para o espermatozoide com a 

gema de ovo e com o leite em pó, respectivamente. A primeira hidrolisa a lecitina da gema em 

ácidos graxos e lisolecitinas, esse último sendo tóxico para o espermatozoide. A segunda 

produz inibição da motilidade espermática e induz a reação acrossômica precoce (NUNES et. 

al. 2011).  

 Bispo et al. (2011) indicam para criopreservação do sêmen caprino uma baixa 

porcentagem de gema (2,5%), independente da estação reprodutiva. Já para ovinos a 

concentração de gema é bastante variada (SALAMON; MAXWELL, 2000). 

 Conforme Gil et al. (2003), o uso de aditivos de origem animal como gema de 

ovo e leite na diluição seminal pode implicar em riscos sanitários, não apenas pela inclusão de 

agentes microbiológicos, mas também por contaminantes que podem comprometer a 

qualidade do produto, além de uma subsequente produção de endotoxinas capazes de 

prejudicar a capacidade de fecundação dos espermatozoides (AIRES et al., 2003).  

 Diante do exposto, tornaram-se necessárias pesquisas por novos crioprotetores 

que pudessem substituir o uso da gema de ovo, principalmente para o sêmen caprino. 

 Uma alternativa que tem sido bastante estudada é o uso da lecitina de soja 

(AIRES et al., 2003), que por ser um produto de origem vegetal reduziria os riscos de 

contaminação. Gil et al. (2003) comparando a eficácia do uso de lecitina de soja  em relação a 

um diluente convencional, a base de leite-gema de ovo, para a criopreservação do sêmen 
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ovino verificou índices de fertilidade semelhantes entre as ovelhas inseminadas com o sêmen 

congelado.   

 Em um recente estudo com touros, ficou comprovado que a lecitina de soja 

pode ser uma alternativa à gema de ovo, já que não foram observadas diferenças significativas 

em relação aos parâmetros espermáticos, quando comparado ao diluente a base de TRIS-gema 

e ao diluente composto por lecitina de soja (PRADO et al., 2012). 

 Os diluentes à base de lecitina de soja tem demonstrado resultados consistentes 

e satisfatórios na qualidade seminal em diferentes protocolos de congelação do sêmen caprino 

(NORDSTOGA et al., 2011; ROOF et al., 2012; SARIOZKAN et al, 2012).  

 Roof  et al., (2012) concluiram que aparentemente não existem desvantagens 

em substituir a gema de ovo por diluentes à base de lecitina de soja para criopreservação do 

sêmen caprino, ressaltando ainda, a característica de ser um produto de origem vegetal livre 

de patógenos de origem animal. 

 Del Valle et al., (2013) utilizou óleos vegetais de coco e de palma em 

substituição a gema de ovo no diluente TRIS para sêmen ovino, e concluiu que apesar de não 

ter sido demonstrado efeito superior desses óleos na qualidade seminal pós descongelação, 

são ainda necessárias mais pesquisas sobre assunto. 

 

2.6. Óleo de coco 

 

 O óleo de coco é um subproduto da massa do coco, que é classificado como 

lipídios de estrutura líquida de origem vegetal, que em temperaturas mais elevadas (superior a 

25 ºC) se apresenta na forma líquida, e tende a se solidificar em temperaturas inferiores a 25 

ºC (BOMTEMPO, 2008). 

 O óleo de coco assim como o coco, tem sido uma importante fonte de 

alimentação para humanidade por milhares de anos. O óleo de coco é rico em ácidos graxos 

saturados, com mais de 90% em sua composição. Esses ácidos graxos são na sua maioria (60 
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a 63%) de cadeia média, e principalmente constituídos pelos ácidos láurico (46 a 48%) e 

mirístico (13 a 19%) (MARINA; CHEMAN; AMIN, 2009). 

 Atualmente, o óleo de coco extra virgem está com alta notoriedade no meio 

cientifico, porque se acredita que ele possui mais benefícios, e que apresenta componentes 

mais bioativos como a vitamina E e os polifenóis (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004). 

 Vários estudos tem demonstrado que os óleos vegetais afetam a peroxidação 

lipídica, os parâmetros antioxidantes e levam a mudanças favoráveis no estado lipídico 

(VISIOLI, et al., 1995). Em um estudo conduzido com ratos, foi demonstrado que a 

administração alimentar do óleo de coco extravirgem aumentou a atividade enzimática 

antioxidante e reduziu o teor de peróxido lipídico (ratos).  

 Andreev et al., (2008) ao avaliarem o efeito de lipídios na formação de cristais 

de gelos durante a congelação de células espermáticas de Truta, verificaram que eles são 

capazes de impedir o crescimento dessas estruturas de cristais de gelo, e recomendam a sua 

utilização como aditivos para melhorar as propriedades crioprotetoras do meio diluente 

utilizado. Em adição, sugerem que pode ocorrer redução da concentração de outros 

crioprotetores que são tóxicos para célula, sem comprometer a qualidade da preservação 

seminal.  

 Baseado nessas observações feitas anteriormente Del Valle et al., (2013) 

utilizaram o óleo de coco como crioprotetor para congelação do sêmen ovino, entretanto não 

foi observado melhoria na qualidade seminal pós descongelação, quando comparada ao 

diluente à base de gema de ovo. Esses autores foram os precursores para a tendência mundial 

de busca por novos crioprotetores para diluentes seminais que possam vir a substituir a gema 

de ovo, que por ser um produto de origem animal, carrega consigo grande risco de 

transmissão de patógenos. 

 

2.7. Conservação seminal  

 

 Os protocolos de resfrigeração e/ou congelação de sêmen, através da utilização 

de diluentes, visam prevenir lesões na membrana celular e a formação de gelo intracelular, 
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pois a utilização do frio para a preservação seminal pode promover alterações na estrutura e 

funcionalidade celular (CORCINI, 2007), podendo provocar prejuízos na motilidade e 

morfologia espermáticas (HOLT, 2000). 

 Para a conservação das células espermáticas de caprinos e de ovinos são 

utilizadas duas técnicas básicas: a refrigeração e a congelação (NUNES, 2010; SALAMON; 

MAXWELL, 2000). O sêmen criopreservado pode ser guardado por longos períodos em 

nitrogênio liquido a -196 ºC, tendo este uma maior aplicabilidade, já que os reprodutores 

caprinos em determinadas regiões podem apresentar estacionalidade reprodutiva, em 

consequencia do fotoperíodo (TRALDI, 2006). 

 

2.8. Refrigeração 

 

 A refrigeração do sêmen tem por finalidade prolongar a capacidade fertilizante 

dos espermatozoides através da redução ou parada de sua motilidad,e e de suas reações 

metabólicas (MAXWELL; EVANS, 1990).  O sêmen caprino e ovino podem ser mantidos 

refrigerados em temperaturas variando de 2 a 15 ºC, mas principalmente entre 4 a 5 ºC, com 

conservação da qualidade seminal por até 24 horas (LEBOEUF et al., 2000; PURDY, 2006). 

 A queda de temperatura entre 19 e 8 ºC é o período em que ocorre a maioria 

das alterações morfológicas e funcionais do espermatozoide, devido à  mudanças irreversíveis 

na atividade metabólica da membrana do espermatozoide, levando à ruptura e perda de 

componentes celulares (GRAHAM, 1996). 

 A refrigeração do sêmen pode causar danos ultraestruturais, bioquímicos e 

funcionais à membrana plasmática do espermatozoide, resultando em uma redução da 

motilidade, viabilidade e consequentemente da fertilidade (IRITANI; NISHIKAWA, 1961; 

ROY, 1957). O conjunto destes danos causados aos espermatozoides é denominado de 

“choque térmico” (WATSON, 2000). 

 Uma das principais medidas para evitar o choque térmico é a refrigeração 

gradual do sêmen, juntamente com a adição de fosfolipídios ao diluente (SALAMON; 

MAXWELL, 2000). A gema de ovo, que é uma fonte lipídica, não é utilizada apenas para 
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proteção contra o choque térmico, mas também para previnir danos acrossomais que ocorrem 

devido ao choque térmico (MEDEIROS et al., 2002). 

 A motilidade dos espermatozoides pode ser mantida por vários dias a 5 ºC, 

porém, o sêmen declina em um ritmo de 10-35% por dia de armazenamento. O período 

máximo de conservação, para se obter um nível aceitável de fertilidade para inseminação 

artificial é de 48 horas para caprinos, considerando que a inseminação artificial dessa espécie 

pode ser realizada de forma mais profunda (EVANS; MAXWELL, 1987). 

 

2.9. Congelação 

 

 O processo de congelação de sêmen, além de possibilitar sua utilização por 

períodos mais longos reduz custos com a aquisição e transporte de reprodutores, e favorece a 

rápida difusão de material genético entre regiões, países e continentes (CASTELO et al., 

2008). 

 As lesões ocasionadas pela congelação são atribuídas às mudanças de 

temperatura, à formação de cristais de gelo, aos danos oxidativos, às alterações da membrana 

do espermatozoide, à toxicidade dos crioprotetores utilizados e ao estresse oxidativo 

(WATSON, 2000). 

 Assim como o sêmen caprino, o sêmen ovino pode ser armazenado em palhetas 

francesas de 0,25 ml ou 0,5 ml ou na forma de peletes (MAXWELL; EVANS, 1990). Bezerra 

et al. (2009) avaliaram a influência do volume das palhetas de 0,25 ml e 0,5 ml sobre a 

qualidade do sêmen caprino descongelado e concluíram que o envase nesta última promove 

maiores resultados de motilidade progressiva após a descongelação. Ritar et al. (1990) 

descreveram que o armazenamento do sêmen caprino congelado na forma de peletes obteve 

resultados superiores na motilidade progressiva pós-descongelação quando comparada ao 

armazenamento em palhetas francesas. 

 A congelação propriamente dita pode ser feita utilizando uma máquina de 

congelação automática ou, como é mais comumente utilizado, através de rampa em vapores 

de nitrogênio líquido. Segundo Evans e Maxwell (1987), as palhetas devem ser dispostas em 
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uma rampa posicionada a 3-4 cm do vapor de nitrogênio líquido com duração de 7-8 minutos 

e, em seguida, mergulhadas no nitrogênio líquido para armazenamento. Em contrapartida 

Leboeuf et al. (2000) recomendam que as palhetas sejam dispostas horizontalmente a 4-5 cm 

dos vapores de nitrogênio líquido por 4-5 minutos e, em seguida, mergulhadas no nitrogênio 

líquido. 

 A descongelação das amostras de sêmen é determinada pelo método de 

armazenamento utilizado. Peletes devem ser descongelados em um tubo seco a 37 ºC, 

enquanto que a descongelação das palhetas pode ser realizada por diversas metodologias. 

Tradicionalmente, as palhetas são descongeladas em banho Maria a 37 ºC durante 12 a 30 

segundos (PURDY, 2006). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 Existem diversos meios de conservação para o sêmen de mamíferos e em quase 

sua totalidade possuem em sua composição substâncias de origem animal, como a gema de 

ovo ou o leite desnatado, o que implica em risco biológico potencial, comprometendo o 

comercio internacional de doses de sêmen, e como consequência maior a difusão de material 

genético de alto valor. Desta forma, o presente estudo justifica-se pela necessidade mundial 

do desenvolvimento de meios de conservação seminal que sejam livres de produtos de origem 

animal.  
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4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 

 O meio de criopreservação seminal à base de água de coco em pó (ACP-101c), 

adicionado de óleo de coco extravirgem, será capaz de conservar a qualidade seminal caprina 

pós descongelação. 

O meio diluente à base de água de coco em pó (ACP-102) sem a adição de 

produtos de origem animal será capaz de conservar a qualidade do sêmen ovino armazenado a 

5 ºC por 24 horas.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GERAL: 

 

 Avaliar o meio de conservação à base de água de coco em pó (ACP) sem a 

adição de produtos de origem animal na conservação do sêmen de caprinos e ovinos 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

 Determinar a concentração ideal de óleo de coco extravirgem a ser adicionada 

ao meio de criopreservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) do 

sêmen caprino; 

 Avaliar os parâmetros cinéticos espermáticos após a diluição no meio de 

congelação à base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de óleo de 

coco extravirgem (0h) e na pós descongelação através do Sistema de Análise 

de Sêmen Computadorizada (SCA
®
, versão 5.0, Microptics S.L.,Barcelona, 

Espanha); 

 Determinar a necessidade da adição do crioprotetor gema de ovo ao meio de 

conservação a base de água de coco em pó (ACP-102
®
) ao sêmen ovino 

refrigerado a 5 ºC e armazenado por 24 horas; 

 Avaliar e comparar o efeito dos diluentes: Tris adicionado de 15% de gema de 

ovo, ACP-102
®
 adicionado de 15% de gema de ovo e ACP-102

®
 sobre os 

parâmetros cinéticos do sêmen ovino refrigerado a 5 ºC e armazenado por 24 

horas, através do Sistema de Análise de Sêmen Computadorizada (SCA
®

, 

versão 5.0, Microptics S.L.,Barcelona, Espanha); 

 Avaliar a viabilidade espermática através da técnica de coloração com eosina-

nigrosina no sêmen ovino diluído em diferentes meios de conservação (Tris 

adicionado de 15% de gema de ovo, ACP-102
®
 adicionado de 15% de gema 

de ovo e ACP-102
®
), em diferentes tempos de conservação a 5º C; 
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 Determinar se o tempo de conservação a 5 ºC (0, 6 e 24 horas) influenciará na 

qualidade do sêmen ovino. 
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6. CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Processo de criopreservação de sêmen de mamíferos e diluente de sêmen com produtos de 

origem vegetal 

 

 

 

 

Cryopreservation of mammals sperm and sperm extenders with products of vegetal  origin 
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Resumo 

Na criopreservação seminal é necessária a utilização de diluentes que forneçam nutrientes e 

protejam as células espermáticas contra o choque térmico. É comum o uso de aditivos de 

origem animal aos diluentes, o que implica em riscos sanitários. Desta forma este trabalho 

objetivou desenvolver um meio de conservação seminal para caprinos livre de substâncias de 

origem animal à base de água de coco adicionada de óleo de coco extravirgem. Os ejaculados 

de quatro reprodutores caprinos foram diluídos no meio de criopreservação à base de água de 

coco em pó (ACP-101c) adicionada de óleo de coco extravirgem (OC) e glicerol (GLI), 

constituindo-se nos tratamentos T1 (ACP-101c + 2,5% OC + 7% GLI) e T2 (ACP-101c + 4% 

OC + 7% GLI). Em seguida foram envasados em palhetas francesas de 0,25 ml, refrigerado 

até atingir a temperatura de 4 ºC e em seguida congelado em vapores de nitrogênio liquido (-

60 ºC). Imediatamente após a diluição do sêmen fresco e após a descongelação das palhetas a 

37 ºC por 30 segundos, as amostras foram avaliadas quanto aos parâmetros cinéticos: 

motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%), total de espermatozoides rápidos 

(ER%), velocidade curvilinear (VCL, µm/s), velocidade linear (VSL, µm/s) e velocidade 

média do percurso (VAP, µm/s) através do software Sperm Class Analyser (SCA
®
,versão 5.0,  

Microptics S.L., Barcelona, Espanha). Em todos os parâmetros cinéticos analisados: 

motilidade total, motilidade progressiva, percentual de espermatozoides rápidos, velocidade 

curvilinear, velocidade linear e velocidade média do percurso o tratamento T2 obteve 

resultados superiores aos observados no T1. De acordo com resultado, conclui-se que o meio 

de criopreservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de óleo de coco 

extravirgem é eficaz para criopreservação do sêmen caprino. Entretanto, são necessários 

novos estudos para melhorar a eficiência do processo de criopreservação com este novo 

diluente, livre de substâncias de origem animal.  

Palavras-chave: Criopreservação. Água de coco em pó. Óleo de coco extravirgem. Sêmen. 

Abstract 

In sperm cryopreservation is necessary to use extenders that provide nutrients and protect 

sperm cells against cold shock. It is common in extenders to use additives of animal source, 

which involves health risks. Therefore, this work aimed to develop a sperm conservation 

medium for goats free of animal substances based on powdered coconut water added with 

extra virgin coconut oil. The four bucks ejaculates were diluted in the medium based on 

powdered coconut water (ACP-101c) added with extra virgin coconut oil (CO) and glycerol 

(GLY), consisting in the treatments T1 (ACP-101c + 2.5% CO + 7% GLY) and T2 (ACP-

101c + 4% CO + 7% GLY). Then we filled into 0.25 ml straws, cooled to the temperature of 4 

° C and then frozen in liquid nitrogen vapor (-60 ºC). Immediately after dilution of fresh 

sperm and after thawing straws at 37 °C for 30 seconds, the samples were evaluated for 

kinetic parameters: total motility (MT%), progressive motility (PM%), total fast sperm 

(ER%), curvilinear velocity (VCL, µm), linear velocity (VSL, µm) and average speed of the 

path (VAP, µm) through the software Sperm Class Analyser (SCA
®
, version 5.0, Microptics 

SL, Barcelona, Spain). In all kinetic parameters the treatment T2 obtained results superior to 

those observed in T1. According to the result, it is concluded that the medium based on 

powdered coconut water (ACP-101c) added extra virgin coconut oil is effective for 
cryopreservation of goat sperm. However, further studies are needed to improve the efficiency 

of cryopreservation with the new extenders, free of substances of animal origin. 

Keywords: Cryopreservation. Water coconut powder. Extravirgem coconut oil. Goat sêmen 
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Introdução 

 Na criopreservação seminal é necessário à utilização de um diluente que forneça 

energia, proteja as células contra danos relacionados a baixas temperaturas e mantenha um 

ambiente adequado para a sobrevivência espermática (EVANS; MAXWELL, 1987). 

 A maioria dos diluentes seminais de mamíferos possuem em sua composição gema de 

ovo que atua como crioprotetor não penetrante da membrana espermática (TULI; HOLTZ, 

1994), entretanto torna-se difícil o preparo uniforme do diluente devido a grande variação 

individual existente em cada gema de ovo (FUKUI et al., 2008). Associado a isso, o uso de 

aditivos de origem animal como a gema de ovo e o leite na diluição seminal pode implicar em 

riscos sanitários, não apenas pela inclusão de agentes microbiológicos, mas também por 

contaminantes que podem comprometer a qualidade do produto (GIL et al., 2003) além de 

uma subsequente produção de endotoxinas capazes de prejudicar a capacidade de fecundação 

dos espermatozoides (BITTENCOURT et al., 2008). 

 Desta forma, este trabalho objetivou-se por avaliar o efeito crioprotetor do diluente 

livre de produtos de origem animal, a base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de 

óleo de coco extravirgem, na congelação do sêmen caprino. 

 

Material e métodos 

Local do experimento 

 O experimento foi realizado no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino 

(LTSCO), inserido no Núcleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da UECE. O Núcleo está 

localizado na cidade de Fortaleza, no Estado do Ceará, Brasil, com latitude de 3º43’47’’ sul e 

longitude de 38º 30’ 37’’ oeste e altitude de 16 metros acima do nível do mar (IBGE/IPECE, 

2009). O clima da região, quente e úmido, com médias térmicas variando entre 26 a 27 ºC 

com máximas de 30 ºC e mínimas de 19 ºC. 

 

Preparação dos diluentes  

 O meio de criopreservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) específico para 

caprinos (ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceará; pH 6,92; 300 mOsm/Kg H2O; PL = 3,19 g), 

diluído em 50 ml de água destilada e acrescido de 40 mg de gentamicina. Ao meio ACP-101c 

foram ainda acrescidos crioprotetores: T1 (ACP-101c + 2,5% óleo de coco extravirgem + 7% 

glicerol); e T2 (ACP-101c + 4% óleo de coco extravirgem + 7% glicerol). Para determinação 

das concentrações de óleo de coco utilizadas nesse estudo, foram realizados experimentos 
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pilotos com várias concentrações distintas (1, 2,5, 4,0 e 7,0%), sendo as concentrações de 2,5 

e 4,0% as que demonstraram melhor atividade crioprotetora. 

 

Animais 

 Foram utilizados quatro bodes da raça Saanen. Os animais foram mantidos em baias 

individuais, em manejo intensivo, com alimentação constituída de feno de Tifton (Cynodon 

dactilum) e ração comercial com 18% PB, ficando os animais com água e sal mineral à 

vontade. O arraçoamento dos animais era dividido em duas partes, sendo metade da oferta de 

feno e ração comercial disposto durante a manhã e a outra metade no período final da tarde. 

 

Coleta e avaliação do sêmen pré-diluição 

 As amostras de sêmen foram coletadas com o auxílio de uma vagina artificial 

adequada à espécie, em presença de uma fêmea caprina. Após a coleta, as amostras de sêmen 

foram mantidas em banho-maria a 32 ºC e avaliados quanto ao volume (ml) e motilidade 

massal (0 a 5) (CBRA, 1998). Somente ejaculados com volume superior a 0,5 ml e motilidade 

massal ≥ 3 foram utilizados para o experimento. Em seguida, a concentração espermática de 

cada ejaculado (x10
9
 sptz/ml) foi determinada em câmara de Neubauer (CHEMINEAU et al., 

1991). 

 

Congelação seminal 

 Os ejaculados foram reunidos em um pool, divididos em duas alíquotas de igual 

volume e diluídos a 32 °C em dois tratamentos: T1 e T2 em tubo tipo falcon de 15 ml obtendo 

uma concentração final de 400 x10
6
 sptz/ml. Em seguida o sêmen diluído foi envasado em 

palhetas francesas de 0,25 ml (contendo cada uma 100x10
6
 sptz), e refrigeradas a 4 °C em 120 

minutos, com uma velocidade média de refrigeração de 0,25 °C/minuto. Após a refrigeração 

seminal, as palhetas foram colocadas em rampa de congelação a 3,5cm do vapor de nitrogênio 

liquido (-60 ºC), onde foram congeladas durante o período de 10 minutos, sendo em seguida 

imersas em nitrogênio líquido, acondicionadas em racks e armazenadas em botijões 

criogênicos.  

 

Análise computadorizada da motilidade espermática (CASA) 

 A análise computadorizada da motilidade espermática foi realizada tanto no sêmen 

fresco diluído (0 h), imediatamente após a diluição, como nas amostras de sêmen 
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descongeladas. As palhetas foram descongeladas por 30 segundos no banho Maria a 37 ºC. 

Alíquotas de 100 microlitros do sêmen fresco diluído e 250 microlitros do sêmen 

descongelado foram acondicionadas em tubos do tipo Eppendof
® 

e avaliadas quanto aos 

parâmetros cinéticos espermáticos após cinco minutos de incubação a 37 °C, através da 

análise computadorizada do sêmen utilizando o software SCA
®
 (Sperm-Class Analyzer, 

Microptic S.L., versão 5.0, Barcelona, Espanha). Para a análise no SCA
®

, as amostras foram 

rediluídas em ACP-101c de forma a se obter uma concentração espermática final em média de 

40 x10
6
 sptz/ml, assegurando a confiabilidade dos resultados. 

 Alíquotas de 10 μl de cada amostra foram analisadas individualmente em Câmara de 

Makler pré-aquecida a 37 ºC. Foram utilizados os seguintes parâmetros do programa: 

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

μm/s; retilinearidade mínima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em três 

campos. Um mínimo de 200 espermatozoides, por amostra foi avaliado pelo sistema CASA 

usando microscópio de contraste de fase, com objetiva de 10x. 

 Os parâmetros avaliados foram: motilidade total (MT%), motilidade progressiva 

(MP%), total de espermatozoides rápidos (ER%), velocidade curvilinear (VCL, μm/s), 

velocidade linear (VSL, μm/s) e velocidade média do percurso (VAP, μm/s). 

 

Resultados 

Na figura 1, 2, 3 e 4 é possível observar os parâmetros cinéticos espermáticos do 

tratamento 1 (T1) e tratamento 2 (T2) em diferentes avaliações. O T2 (Fig.2 e Fig.4) apresenta 

maior motilidade total (69,7% e 75% respectivamente) quando comparada numericamente a 

motilidade total (42,9% e 58%) do T1 (Fig.1 e Fig.3). Em relação à motilidade progressiva, 

também foi observado a mesma relação, o T2 numericamente superior ao T1.  
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46% 

7% 

MOTILIDADE 

12% 
7% 

34% 

47% 

VELOCIDADE 

30% 

60% 

10% 

MOTILIDADE 

22% 

12% 

36% 

30% 

VELOCIDADE 

Figura1. Parâmetros cinéticos do sêmen caprino diluído em meio à base de água de 

coco em pó (ACP-101c) adicionado de 2,5% de óleo de coco extravirgem e 

de 7% de glicerol (1ª avaliação). 

Figura2. Parâmetros cinéticos do sêmen caprino diluído em meio à base de água 

de coco em pó (ACP-101c) adicionado de 4% de óleo de coco 

extravirgem e de 7% de glicerol (1ª avaliação). 
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Na tabela 1 estão descritos os demais parâmetros cinéticos: percentual de 

espermatozoides rápidos, velocidade curvilinear, velocidade linear e velocidade média do 

percurso que também obtiveram dados numéricos superiores no tratamento no T2. 

 

42% 
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8% 

MOTILIDADE 
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  Estáticos           Não progressivos          Progressivos        Rápido           Médio           Lento           Parado 

Figura4. Parâmetros cinéticos do sêmen caprino diluído em meio à base de água 

de coco em pó (ACP-101c) adicionado de 4% de óleo de coco 

extravirgem e de 7% de glicerol (2ª avaliação). 

Figura.3. Parâmetros cinéticos do sêmen caprino diluído em meio à base de água 

de coco em pó (ACP-101c) adicionado de 2,5% de óleo de coco 

extravirgem e de 7% de glicerol (2ª avaliação). 
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Tabela1. Parâmetros cinéticos do sêmen caprino diluído em meio à base de água de coco em 

pó (ACP-101c) adicionado de óleo de coco extravirgem (T1 (ACP-101c + 2,5% 

óleo de coco extravirgem + 7% glicerol); e T2 (ACP-101c + 4% óleo de coco 

extravirgem + 7% glicerol). 

 

Discussão 

 A criopreservação do sêmen de caprinos é de fundamental importância, pois além de 

promover um melhoramento genético, esta possibilita a preservação do material genético, 

podendo até ser criado um banco de sêmen, com amostras de animais que estão em processo 

de extinção e de animais que possuem um alto valor comercial e genético. 

A linha de pesquisa em busca do desenvolvimento de um novo diluente que não 

contenha gema de ovo é recente e tem obtido resultados variáveis (DEL VALLE et al., 2013; 

MATSUOKA et al., 2006). E esta é impulsionada pela tendência mundial de diminuir a 

utilização de produtos de origem animal em biotecnologias, visando um menor risco 

biológico.  

Del Valle et al.,(2013) ao utilizarem 5% de óleo de coco adicionado ao diluente de 

sêmen ovino à base de TRIS e 5% de glicerol, observaram que a adição do óleo ao diluente 

não alterou os dados de motilidade espermática pós descongelação quando comparado ao 

diluente à base TRIS adicionado de 5% de glicerol. Entretanto, ao adicionarem o óleo de coco 

ao meio de swim up modificado para ovinos, foi observado que houve um aumento 

significativo da motilidade espermática pós descongelação quando comparado ao controle 

(meio swim up padrão).  

No presente estudo, obtivemos resultados melhores de motilidade espermática pós 

descongelação, ao utilizarmos o óleo de coco na concentração de 4%. Concentração essa 

inferior a utilizada por Del Valle et al., (2013). Mas vale ressaltar que a fisiologia espermática 

de caprinos e ovinos é diferente, o que pode explicar a diferença dos nossos resultados em 

relação ao deles. 

Foram realizados ensaios prévios (não documentados) sobre a metodologia de 

congelação do sêmen caprino, com a utilização do óleo de coco extravirgem, e a maior 

dificuldade observada é que este em temperaturas abaixo de 28 ºC já se solidifica, 

impossibilitando a diluição em duas etapas (glicerolização a 4 ºC), sendo esta toda realizada 

no inicio da refrigeração (32 ºC). Este fato também foi relatado por Del Valle et al., (2013). 

TRATAMENTO %ER VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) 

T1 17,05% 63,5 21,15 34,15 

T2 29,55% 74,7 24,4 40,9 
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Diante disso, acreditamos que tal fato resultou em um choque hiperosmótico, com 

consequente enrolamento das caudas dos espermatozoides, o que se refletiu negativamente 

nos valores de motilidade progressiva e velocidade linear. 

Roof et al., (2012) compararam o efeito crioprotetor da lecitina de soja e da gema de 

ovo, na criopreservação do sêmen de caprinos, e obtiveram como resultados um percentual de 

motilidade total de 49% e de 19% respectivamente. Ao se comparar esses dados, com os 

obtidos no estudo atual, verificou-se que tanto a utilização de 2,5% como de 4% obteve 

resultados superiores de motilidade total. Entretanto estes resultados de motilidade total pós 

descongelamento, estão de acordo com obtidos anteriores (ABOAGLA; TERADA, 2004; 

BISPO et al.,2011; DORADO et al., 2007). 

No trabalho executado, não houve comparação direta da qualidade seminal pós 

descongelação, com diluentes adicionados de gema de ovo, porque, como trabalho inicial 

queríamos demonstrar a capacidade de crioproteção existente no diluente à base de água de 

coco em pó adicionado de óleo de coco extravirgem.  

Os dados resultantes desta pesquisa demonstram a capacidade crioprotetora do óleo de 

coco extravirgem. Acredita-se que a ação crioprotetora pode ocorrer de duas maneiras: através 

da diminuição do ponto de congelação, devido à formação de uma emulsão de óleo em água, 

com consequente redução na formação de cristais de gelo (danosos à membrana dos 

espermatozoides), e pelo fato do óleo de coco extravirgem ser rico em ácidos graxos, os quais 

promoveriam maior proteção à membrana espermática durante o processo de refrigeração. 

Esse estudo teve grande importância na biotecnologia da conservação seminal, pois o 

resultado de motilidade total pós descongelamento superior a 50% sem a adição de produtos 

de origem animal é inédito e tem como consequência uma nova linha de pesquisa bastante 

promissora.  

Contudo, mais pesquisas são necessárias pesquisas para elucidar bioquimicamente o 

mecanismo pelo qual o óleo de coco protege as células espermáticas e ainda aprimorar a 

metodologia de criopreservação para espécie caprina utilizando o meio de conservação à base 

de água de coco em pó adicionado de óleo de coco extravirgem. 

 

Conclusão 

De acordo com os parâmetros seminais obtidos pós descongelação, conclui-se que o 

meio de conservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de 4% de óleo de 

coco extravirgem, pode ser utilizado como meio de criopreservação seminal para 
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espermatozoides de caprinos, sendo uma alternativa aos diluentes existentes no mercado que 

possuem em sua composição produtos de origem animal, conferindo desta forma, maior 

biossegurança aos processos de conservação de material genético masculino. 
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7. CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito de diferentes diluentes na viabilidade espermática do sêmen ovino armazenado a 5 ºC  

Effect of different extenders on sperm viability of ram semen storage a 5 ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Periódico: Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia (Brazilian Journal of 

Veterinary and Animal Sciences) (Submissão em Julho de 2013). 

 



 

43 
 

Efeito de diferentes diluentes na viabilidade espermática do sêmen ovino armazenado a 5 ºC  1 

Effect of different extenders on sperm viability of ram semen storage a 5 ºC 2 

Bárbara Mara Bandeira Santos
1
, Bruna Farias Brito

1
, Lívia Perreira Antunes

1
, Leornardo 3 

Alves Cabral
1
, Talita Soares Câmara

1
, Ana Gláudia Vasconcelos Catunda

2
, Cristiane 4 

Clemente de Mello Sagueiro
3
, José Ferreira Nunes

1*
 5 

1
Faculdade de Veterinária, Universidade Estadual do Ceará, Fortaleza, Ceará, Brasil 6 

2
 Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), Fortaleza, Ceará, Brasil 7 

3 
Universidade Potiguar, Natal, Rio Grande do Norte, Brasil 8 

*ferreiranunes@pq.cnpq.br 9 

Resumo 10 

A água de coco em pó tem sido utilizada com sucesso na conservação de sêmen de diversas 11 

espécies. Entretanto não existem dados na literatura sobre sua utilização como diluente para 12 

refrigeração do sêmen ovino. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes 13 

diluentes (TRIS + 15% gema de ovo; ACP-102
®
 + 15% gema de ovo e ACP-102

® 
sem gema 14 

de ovo) na qualidade do sêmen ovino refrigerado e conservado a 5 ºC por 24 horas. O 15 

ejaculado de 4 carneiros foram reunidos em um pool e em seguida diluído nos seguintes 16 

tratamentos : D1 = TRIS + 15% gema de ovo; D2 = ACP-102
®
 + 15% gema de ovo e D3 = 17 

ACP-102
® 

sem gema de ovo. Após a diluição as amostras foram refrigerados a 5 ºC e 18 

conservados nessa temperatura até 24 horas. Os parâmetros cinéticos espermáticos foram 19 

avaliados através do software Sperm Class Analyser (SCA
®
,versão 5.0,  Microptics S.L., 20 

Barcelona, Espanha) nos tempos de 0, 6 e 24 horas de resfriamento. A viabilidade espermática 21 

foi avaliada nos diferentes tempos de conservação através da técnica de coloração eosina-22 

nigrosina. O diluente ACP-102
®
 adicionado ou não de gema de ovo foi significativamente 23 

superior ao diluente TRIS, nos parâmetros de motilidade progressiva e linearidade na 24 

conservação do sêmen ovino por 24horas. O diluente ACP-102
® 

adicionado ou não de gema 25 

de ovo é capaz de manter a qualidade do sêmen ovino refrigerado a 5º C e armazenado por até 26 

24 horas, sendo indicado como alternativa ao diluente comercial TRIS. 27 

Palavras-chave: ACP. Ovino. Sêmen. Conservação 28 

Abstract 29 

The powdered coconut water has been used successfully in the preservation of sperm from 30 

different species. However there are no published data on its use as a extender for cooling ram 31 

sperm. The aim of this study was to evaluate the effect of different extenders (TRIS + 15% 32 

egg yolk; ACP-102 
®
 + 15% egg yolk and ACP-102 

® 
without egg yolk) on the quality of ram 33 
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sperm cooled and stored at 5 º C for 24 hours . The ejaculate of 4 ram were pooled and then 34 

diluted in the following treatments: D1 = TRIS + 15% egg yolk; D2 = ACP-102 
®

 + 15% egg 35 

yolk and D3 = ACP-102 
® 

without egg yolk. After dilution, the sperm were chilled to 5 ° C 36 

and kept at that temperature for up to 24 hours. The sperm kinetic parameters were evaluated 37 

by software Sperm Class Analyser (SCA ®, version 5.0, Microptics SL, Barcelona, Spain) at 38 

times 0, 6 and 24 hours of cooling. The sperm viability was evaluated at different storage 39 

times by the technique of eosin-nigrosin staining. The extender ACP-102
®
 added or without 40 

the addition of egg yolk has significantly higher sperm motility and linearity parameters than 41 

the extender TRIS in ram sperm preservation for 24 hours. The extender ACP-102 
®
 added or 42 

without the addition of egg yolk is able to maintain the quality of ram semen cooled at 5 ° C 43 

and stored for up to 24 hours and is indicated as an alternative to commercial extender TRIS. 44 

Keywords: ACP, Ram. Sperm conservation  45 

 46 

Introdução 47 

Para inseminação artificial de ovinos é recomendado o uso de sêmen diluído e refrigerado ou 48 

criopreservado. O sêmen diluído e refrigerado é uma alternativa ao sêmen criopreservado 49 

quando a inseminação artificial for realizada em um curto período de tempo após a coleta do 50 

sêmen, e apresenta como vantagem, uma maior viabilidade e motilidade espermática (Gil et 51 

al., 2003; Gundongan et al., 2010). 52 

O sêmen ovino diluído pode ser mantido a 5 ºC por até 48 horas, entretanto a qualidade 53 

seminal diminui com o decorrer do tempo de armazenamento (Maxwell e Salamon, 1993).  54 

Na conservação do sêmen ovino, diferentes diluentes têm sido utilizados com intuito de 55 

proteger as membranas espermáticas, e consequentemente manter a viabilidade. Atualmente o 56 

diluente seminal TRIS adicionado de gema de ovo é o mais empregado na ovinocultura 57 

(Saloman e Maxeweell 2000). 58 

A água de coco em pó tem sido utilizada com sucesso como diluente seminal na reprodução 59 

de caprinos (Oliveira et al., 2009), suínos (Toniolli et al., 2010), caninos (Uchoa et al., 2010). 60 

Machado et al.,(2006) inseminou ovelhas com sêmen diluído em ACP-102
®

 e obteve 61 

resultados satisfatórios com a inseminação artificial por laparoscopia. Entretanto existem 62 

poucos relatos sobre a qualidade do sêmen ovino conservado em meio à base de água de coco 63 

em pó (ACP-102
®
), refrigerado e armazenado a 5 ºC. Portanto, o objetivo desse trabalho foi 64 

avaliar o efeito de diferentes diluentes (TRIS + 15% gema de ovo; ACP-102
®
 + 15% gema de 65 

ovo e ACP-102
®
) na qualidade do sêmen ovino refrigerado e conservado a 5 ºC por 24 horas. 66 
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Material e Métodos 67 

O experimento foi realizado no Laboratório de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino da 68 

Universidade Estadual do Ceará, no município de Fortaleza, Ceará, Brasil, com latitude de 69 

3º43’47’’ sul e longitude de 38º30’37’’ oeste, com médias térmicas que variam entre 26 a 70 

27ºC. 71 

Os meios de conservação seminal avaliados foram o ACP-102
®
 (pH 7,0; 434 mOsm/Kg H2O) 72 

e TRIS (3,786 g de TRIS, 2,11 g de ácido cítrico, 1,0 g de frutose; pH 6,8;302 mOsm/Kg 73 

H2O). Estes foram acrescidos de 15% de gema de ovo, sendo obtidos os seguintes diluentes: 74 

T1 = TRIS + 15% gema de ovo; T2 = ACP-102
®
 + 15% gema de ovo e T3 = ACP-102

® 
sem 75 

gema de ovo. 76 

Para coleta de sêmen foram utilizados quatro carneiros (2 da raça Dorper e 2 da raça Santa 77 

Inês). Os animais foram mantidos em confinamento, em baias individuais. A alimentação 78 

consistiu de feno de tifton (Cynodon sp.) e ração comercial com 18% PB, sal mineral e água à 79 

vontade. As amostras de sêmen foram coletadas com o auxílio de uma vagina artificial 80 

adequada à espécie, em presença de uma fêmea ovina. Foram obtidos 6 ejaculados por animal, 81 

totalizando 24 ejaculados. Imediatamente após a coleta, os ejaculados foram reunidos em um 82 

pool, que por sua vez foi dividido em três alíquotas iguais e imediatamente diluído nos 83 

seguintes tratamentos: T1, T2 e T3 em tubos de ensaio de vidro obtendo uma concentração 84 

final de 400x10
6
 sptz/ ml. Imediatamente após a diluição, as amostras de sêmen diluídas 85 

foram refrigeradas a 5 ºC no tempo médio de 120 minutos, com uma média de decréscimo de 86 

0,25 ºC/min e em seguida armazenadas em geladeira com temperatura estabilizada entre 4 a 5 87 

ºC durante 24 horas. 88 

Para análise dos parâmetros cinéticos, amostras de 500 µL de cada tratamento foram 89 

analisadas à zero (sêmen fresco diluído), 6 e 24 horas de conservação a 5 ºC após cinco 90 

minutos de incubação, a 37 º, por meio da análise computadorizada do sêmen utilizando o 91 

software SCA
®
 (Sperm-Class Analyzer, Microptic S.L., versão 5.0, Barcelona, Espanha). Para 92 

a análise no SCA


,
 
as amostras foram rediluídas utilizando-se o mesmo meio de conservação 93 

seminal (de cada tratamento), de forma a se obter uma concentração espermática final em 94 

média de 40x10
6 

sptz/mL, para assegurar a confiabilidade dos resultados. Alíquotas de 10 μL 95 

de cada amostra foram analisadas individualmente em Câmara de Makler pré-aquecidas a 37 96 

ºC. Foram utilizados os seguintes parâmetros do programa: velocidade limite para 97 

espermatozoides lentos: 30μm/s; limite para velocidade média: 60 μm/s; retilinearidade 98 

mínima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em três campos. Um mínimo de 99 
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200 espermatozoides, por amostra foi avaliado pelo sistema SCA
®
 usando microscópio de 100 

contraste de fase, com objetiva de 10x.  101 

Os parâmetros avaliados foram: motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%), total 102 

de espermatozóides rápidos (ER%), velocidade curvilinear (VCL, µm/s), velocidade linear 103 

(VSL, µm/s) e velocidade média do percurso (VAP, µm/s), linearidade (LIN - %), 104 

retilinearidade (STR - %), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm) e freqüência de 105 

batimento cruzado (BCF - Hz). 106 

A viabilidade espermática foi realizada tanto no sêmen fresco diluído (0h), como nas amostras 107 

de sêmen refrigeradas. Para esta análise, foi realizado esfregaço em uma lâmina pré-aquecida 108 

a 37 ºC utilizando 5 μl do corante eosina-nigrosina (eosina 1g, nigrosina 2g, citrato de sódio 109 

3,57g e água destilada qsp. 100 ml - Baril et al., 1993), adicionado a 5 μl do sêmen rediluído. 110 

Um total de 200 espermatozoides foi avaliado, sendo identificados como corados (inviáveis) 111 

ou não corados (viáveis).  112 

O experimento obedeceu a um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3x3 113 

(três tratamentos e três tempos de conservação). Os dados obtidos foram submetidos à analise 114 

de variância, para testar os efeitos dos tratamentos e dos tempos de conservação, bem como, 115 

da ocorrência de interação entre os efeitos estudados. Os resultados foram expressos em 116 

médias e erros padrões, ajustados pelo procedimento GLM. As médias dos efeitos controlados 117 

foram comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade de erro. Para análise dos 118 

dados foi utilizado o programa estatístico SAS. v.8 (2000). 119 

 120 

Resultados 121 

Na Tab.1 é possível observar que os parâmetros cinéticos: motilidade total (MT), velocidade 122 

curvilinear (VCL), velocidade linear (VSL) e velocidade média do percurso (VAP) sofreram 123 

influência do diluente utilizado. Na motilidade total e na velocidade curvilinear foi observado 124 

que os diluentes adicionados de 15% de gema de ovo (T1 e T2) foram significativamente 125 

superiores (p<0,05) ao diluente ACP-102
®

 sem adição de gema de ovo (T3). O diluente a base 126 

ACP-102
®
 adicionado de 15% de gema de ovo foi significativamente superior (p<0,05) aos 127 

demais tratamentos nos parâmetros cinéticos de velocidade linear e velocidade média do 128 

percurso. 129 

 130 

 131 

 132 
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Tabela 01. Médias e erros-padrão ajustados das variáveis motilidade total (MT), velocidade 133 

curvilinear (VCL, µm/s), velocidade linear (VSL, µm/s) e velocidade média do percurso 134 

(VAP, µm/s) em função dos diluentes utilizados (T1: TRIS + 15% de gema de ovo; T2: ACP-135 

102
®
 + 15% de gema de ovo e T3: ACP-102

®
) no sêmen ovino. 136 

 137 

TRAT MT VCL VSL VAP 

T1 93,93 ± 1,79 a 150,96 ± 5,49 a 64,11 ± 4,37 b 87,95 ± 4,33 b 

T2 96,63 ± 1,80 a 157,29 ± 4,50 a 91,69 ± 4,37 a 107,87 ± 4,33 a 

T3 87,30 ± 1,85 b 130,06 ± 6,51 b 74,99 ± 5,68 b 88,91 ± 4,47 b 

     Letras diferentes na coluna diferem entre si para p<0,05. 138 

 139 

Na interação entre diluente e tempo de conservação (Tab.2) foram observadas diferenças 140 

significativas (p<0,05) nos parâmetros motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), 141 

retilinearidade (SRT), deslocamento lateral da cabeça (ALH) e batimento cruzado de cauda 142 

(BCF). A MP no tempo de conservação de 24 horas foi significativamente inferior no diluente 143 

Tris adicionado de 15% de gema de ovo (16,15 ± 5,71) quando comparado ao diluente ACP-144 

102
®
 adicionado ou não de gema de ovo (54,07 ± 5,71 e 47,52 ± 5,71 respectivamente).  145 

O tempo de armazenamento do sêmen refrigerado a 5 ºC e o diluente utilizado também 146 

afetaram a viabilidade espermática (Tab.3) Em todos os tempos de avaliação (0h, 6h e 24h) 147 

não foram observadas diferenças significativas entre os diluentes T1 e T2, entretanto, ambos 148 

foram significativamente superiores (p<0,05) ao diluente T3. Os três diluentes se 149 

comportaram de maneira semelhante, com o decorrer do tempo de armazenamento a 5 ºC, a 150 

viabilidade espermática diminuiu significativamente em relação ao sêmen fresco diluído.  151 

 152 

 153 

 154 

 155 

 156 

 157 

 158 

 159 

 160 
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Tabela 02. Médias e erros-padrão ajustados das variáveis motilidade progressiva (MP, %), 161 

linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %), amplitude lateral da cabeça do 162 

espermatizoide (ALH, µm/s) e frequência de batimento cruzado (BCF, Hz) em 163 

função da interação diluente (T1: Tris + 15% de gema de ovo; T2: ACP-102
®
 + 164 

15% de gema de ovo e T3: ACP-102
®
) e do tempo de conservação (0, 6 e 24 horas) 165 

a 5 ºC do sêmen ovino. 166 

Letras diferentes na coluna diferem entre si para p<0,05. 167 

 168 

 169 

 170 

 171 

 172 

 173 

 174 

 175 

 176 

 177 

 178 

 179 

 180 

 181 

TRAT TEMPO MP LIN STR ALH BCF 

 0h 62,33 ± 5,71a 57,90 ± 2,87b 84,35 ± 2,39a 2,43 ± 0,16b 25,40 ± 1,22ab 

T1 06h 51,78 ± 5,71a 45,10 ± 2,87bc 76,75 ± 2,39b 3,35 ± 0,16a 24,33 ± 1,22b 

 24h 16,15 ± 5,71b 28,18 ± 2,87d 55,75 ± 2,39c 3,48 ± 0,16a 19,62 ± 1,22c 

       

 0h 62,92 ± 5,71a 60,63 ± 2,87a 85,20 ± 2,39a 2,70 ± 0,16b 27,02 ± 1,22ab 

T2 06h 60,00 ± 5,71a 62,93 ± 2,87 a 86,28 ± 2,39a 2,68 ± 0,16b 26,38 ± 1,22 ab 

 24h 54,07 ± 5,71a 50,55 ± 2,87b 81,73 ± 2,39a 3,23 ± 0,16a 28,15 ± 1,22a 

       

 0h 54,72 ± 6,26a 54,62 ± 3,14a 80,00 ± 2,62ab 2,52 ± 0,18b 25,30 ± 1,34ab 

T3 06h 50,50 ± 5,71a 59,92 ± 2,87a 86,02 ± 2,39a 2,50 ± 0,16b 27,70 ± 1,22ab 

 24h 47,52 ± 5,71a 56,62 ± 2,87ab 85,52 ± 2,39b 2,73 ± 0,16b 28,03 ± 1,22a 
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Tabela - 3. Média, erros-padrão e percentuais de viabilidade espermática, comparados em 182 

função do tratamento (T1: Tris + 15% de gema de ovo; T2: ACP-102 + 15% de 183 

gema de ovo, e T3: ACP-102 sem gema de ovo) e do tempo de conservação (0, 6 184 

e 24 h) a 5 ºC do sêmen ovino 185 

Letras maiúsculas diferentes na coluna diferem significativamente (p<0,05) por tratamento; 186 

Letras minúsculas diferentes na coluna diferem significativamente (p<0,05) por tempo de 187 

conservação; 188 

 189 

Discussão 190 

A padronização da água de coco in natura em água de coco em pó (ACP) permitiu a 191 

conservação de suas características benéficas que a classifica como um bom diluente seminal 192 

(Blume e Marques Jr., 1994; Salgueiro et al., 2002) e a partir de então, diversos trabalhos já 193 

foram publicados relatando a eficiência da utilização do ACP como diluente seminal. 194 

TRATAMENTO TEMPO  Viabilidade espermática 

(%) 

 0h 146,16 ± 2,64 Aa  

(73%) 

T1 06h 133,16 ± 3,02 Aab  

 (67%) 

 24h 126,16 ± 6,46 Ab  

(63%) 

 0h 140,66 ± 5,19 Aa  

(70%) 

T2 06h 137,83 ± 4,84 Aab 

(69%) 

 24h 132,00 ± 7,00 Ab 

(66%) 

 0h 125,50 ± 3,84 Ba 

(63%) 

T3 06h 110,66 ± 6,86 Bab 

(55%) 

 24h 116,66 ± 9,86 Bb 

(58%) 
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Entretanto, poucos relatos existem sobre a qualidade do sêmen ovino refrigerado a 5 ºC e 195 

conservado por até 24 horas. 196 

Figuerêdo (2006) utilizando uma metodologia diferente da utilizada nesse estudo, obteve 197 

também resultados satisfatórios de motilidade e viabilidade espermática do sêmen ovino 198 

refrigerado a 4 ºC , e diluído em meios de conservação a base de água de coco adicionado ou 199 

não de gema de ovo. Também observou a tendência de que quanto maior for o tempo de 200 

conservação do sêmen refrigerado, menor será a qualidade seminal e maior será sua 201 

necessidade de adição de gema de ovo.  202 

Neste estudo foi observado que o diluente a base de água de coco em pó adicionado de gema 203 

de ovo (ACP-102
®
 + 15% de gema de ovo) resultou em uma maior proteção da motilidade do 204 

sêmen ovino refrigerado a 5 ºC e armazenado por até 24 horas quando comparado ao demais 205 

diluentes testados. Ressaltando que os valores de motilidade total e progressiva têm sido 206 

apontados como indicadores da qualidade seminal (Verstegen et al., 2002).  207 

A hiperativação é um processo que o espermatozoide apresenta durante o seu progresso no 208 

oviduto da fêmea, sendo descrito como um movimento vigoroso, não progressivo, não linear e 209 

está relacionado com o processo de capacitação e fertilização (Verstegens et al., 2002). O 210 

espermatozoide ovino pode ser considerado hipertivado quando VCL > 250.0 µms
−1

, VSL < 211 

100.0 µms
−1

, LIN < 30%, e ALHmax ≥9.0 µm (Mortimer; Maxwell, 1999). Apesar de não ter 212 

alcançado todas as médias nesses dados, o sêmen diluído em Tris adicionado de gema de ovo, 213 

parece induzir alterações na motilidade espermática do sêmen ovino refrigerado a 5 ºC no 214 

tempo de conservação de 24 horas. O mesmo foi observado por Yániz et al., (2011), quando 215 

refrigerou o sêmen ovino a 15 ºC durante 48 horas também diluído em TRIS.  216 

Os valores de motilidade total e progressiva do diluente ACP-102 adicionado ou não de gema 217 

de ovo estão de acordo com aqueles obtidos por diversos autores, que conservaram o sêmen 218 

ovino refrigerado a 5 ºC ou a 15 ºC (Bucak e Tekin, 2007; Yániz et al., 2010; Castro, 2011).  219 

A gema de ovo teve papel fundamental na crioproteção espermática durante a refrigeração e 220 

conservação a 5 ºC. O diluente ACP-102
®
 sem adição de gema de ovo obteve resultados 221 

inferiores na maioria dos parâmetros cinéticos estudados. Entretanto, este diluente conseguiu 222 

manter a qualidade satisfatória do sêmen ovino, além de ter sido superior ao diluente TRIS 223 

adicionado de gema de ovo, nos parâmetros de motilidade progressiva e linearidade no tempo 224 

de conservação de 24 horas. E isto constitui uma grande vantagem deste diluente, por ser um 225 

produto de origem vegetal e livre de substâncias de origem animal, que implicam em risco 226 

biológico e sanitário (Gil et al. 2003). 227 
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Os dados obtidos nesse estudos indicam que o diluente ACP-102
®
 adicionado ou não de gema 228 

de ovo deve ser considerado como uma alternativa de baixo custo, de origem vegetal e de 229 

melhor manutenção da qualidade seminal quando comparada ao diluente comercial TRIS. 230 

Estudos futuros in vivo são necessários para comprovação dos resultados obtidos neste estudo 231 

in vitro. 232 

 233 

Conclusão 234 

O diluente ACP-102
®

 adicionado ou não de gema de ovo é capaz de manter a qualidade do 235 

semen ovino refrigerado a 5º C e armazenado por até 24 horas. Sendo desta forma indicada 236 

sua utilização em processos de biotecnologia da reprodução ovina.  237 
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8. CONCLUSÃO 

 

 De acordo com os parâmetros seminais pós descongelação obtidos, 

conclui-se que o meio de conservação à base de água de coco em pó (ACP-101c) 

adicionado de 4% de óleo de coco extravirgem, pode ser utilizado como meio de 

criopreservação seminal para espermatozoides de caprinos, sendo uma alternativa aos 

diluentes existentes no mercado que possuem em sua composição produtos de origem 

animal, atribuindo desta forma uma maior biossegurança aos processos de conservação 

de material genético masculino. 

O diluente ACP-102
®
 adicionado ou não de gema de ovo é capaz de manter 

a qualidade do semen ovino refrigerado a 5º C e armazenado por até 24 horas. Sendo 

desta forma indicada sua utilização para processos de biotecnologia da reprodução 

ovina. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 Estudos futuros são necessários para aprimorar a utilização do meio de 

conservação a base de água de coco em pó (ACP-101c) adicionado de óleo de coco 

extravirgem como diluente de sêmen de mamíferos. Assim como realizar testes in vivo 

para ter a confirmação de sua qualidade.  

Novas pesquisas envolvendo a utilização do ACP-102
®
 são necessárias para 

consolidar seu uso na conservação do sêmen ovino, principalmente em relação a estudos 

in vivo e aplicação comercial deste produto.  
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