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RESUMO 

 

SANTOS, Madriano Christilis da Rocha, D. Sc., Universidade Federal de 
Viçosa, agosto de 2013. Adição do complexo ciclodextrina-colesterol na 
criopreservação do sêmen caprino . Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. 
Coorientadores: José Domingos Guimarães e Giovanni Ribeiro de Carvalho. 
 

Os objetivos do presente estudo foram: Capítulo 1 – analisar, por meio da 

motilidade e do vigor espermáticos, a eficácia da adição de seis diferentes 

concentrações do complexo ciclodextrina-colesterol (CCC) em afetar a 

capacidade e a intensidade de movimentação das células espermáticas após o 

processo de congelamento do sêmen caprino, e avaliar a integridade e a 

funcionalidade da membrana plasmática do sêmen caprino descongelado. 

Capítulo 2 – avaliar a integridade e a funcionalidade da membrana plasmática 

de espermatozoide após a adição do complexo ciclodextrina-colesterol (CCC) 

diluído em extensores à base de Tris-Glicerol ou à base de Tris-Etilenoglicol-

gema de ovo ao sêmen caprino, e avaliar a forma de inclusão desse complexo 

(junto com o diluente ou pré-incubado por 15 minutos). No experimento descrito 

no Capítulo 1, cinco ejaculados foram coletados e fracionados de cinco 

reprodutores caprinos, saudáveis e com fertilidade comprovada. Uma fração foi 

utilizada como tratamento controle negativo (Tcontrole), onde não foi incluído o 

CCC. Adicionou-se nas demais alíquotas o diluente de congelamento (à base 

de Tris-glicerol) junto com o CCC nas concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; e 

3,0 mg, que foram consideradas como os tratamentos: T0,5; T1,0; T1,5; T2,0; T2,5; 

e T3,0, respectivamente, com uma concentração espermática de [ ] = 200 * 

106/mL. Após o congelamento foram feitas as avaliações de motilidade e vigor 

espermáticos, o teste hiposmótico e o teste supravital. No experimento descrito 

no Capítulo 2, foram coletados três ejaculados de cada um dos quatro bodes, 

totalizando 12 ejaculados. Cada ejaculado foi avaliado, e aqueles considerados 

aptos para o congelamento, segundo os parâmetros mínimos de motilidade e 

vigor espermáticos exigidos pelo CBRA (1998), foram fracionados em seis 

alíquotas de 350 * 106 espermatozoides (quantidade suficiente para sete doses 

de 50 * 106 de espermatozoides/palheta de 0,25 mL). Cada alíquota recebeu 

1,0 mg de  CCC, nos seguintes tratamentos: TGlicerol – controle negativo para o 

diluente à base de Tris-glicerol sem CCC; TGlicerol + CCC – para o diluente à base 
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de Tris-glicerol + CCC; TGlicerol + CCC/pré-incubado – CCC diluído em solução 

isosmótica ao sêmen (soro fisiológico) com 15 minutos de incubação antes da 

adição do diluente à base de Tris-glicerol; TEtilenoglicol – controle negativo para o 

diluente à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo; TEtilenoglicol + CCC – para o 

diluente à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo + CCC, TEtilenoglicol+ CCC/pré-

incubado – para o CCC diluído em solução isoosmótica ao sêmen (soro fisiológico) 

com 15 minutos de incubação antes da adição do diluente à base de Tris-

Etilenoglicol-gema de ovo. Capítulo 1 – O valor de α foi de 5% para todos os 

parâmetros avaliados. Constatou-se que todos os tratamentos apresentaram 

diferenças (P<0,05) para o parâmetro motilidade espermática e que os 

tratamentos T1,0 e T0,5 evidenciaram ser os maiores valores (33,45% ± 1,07 e 

32,59% ± 0,98, respectivamente) em relação a 28,62% ± 1,05 do Tcontrole e 

estando acima do valor mínimo de 30%, preconizado pelo CBRA (1998) para 

sêmen descongelado. A motilidade espermática dos tratamentos T1,5; T2,5; T2,0; 

e T3,0 foram: 27,41% ± 0,96; 26,55% ± 0,94; 25,89% ± 0,99; e 25,17% ± 1,06, 

respectivamente. O vigor espermático não variou (P>0,05) entre tratamentos, 

sendo: T controle (2,1 ± 0,07), T0,5 (2,24 ± 0,07), T1,0 (2,4 ± 0,08), T1,5 (2,28 ± 

0,07), T2,0 (2,13 ± 0,07), T2,5 (2,19 ± 0,07) e T3,0 (2,26 ± 0,09). O percentual de 

células com membrana funcional pelo teste supravital em T0,5 (41,5 ± 0,85) foi 

superior (P<0,05) ao do Tcontrole (37,7 ± 0,94), não tendo havido variações 

(P>0,05) nos percentuais médios entre os tratamentos: T2,0; T2,5; T1,0; e T3,0 

(38,06 ± 0,91; 38,06 ± 1,0; 36,33 ± 0,81; 35,54 ± 0 ,81; e 34,77 ± 1,13, 

respectivamente), em relação ao do Tcontrole. O percentual de membrana 

funcional do tratamento T1,5 (30,65 ± 0,98) foi inferior (P<0,05) ao dos demais 

tratamentos. Não foram observadas diferenças (P>0,05) na integridade de 

membrana plasmática por meio do teste hiposmótico para Tcontrole (28,55 ± 

1,01), T2,5 (24,47 ± 0,76), T0,5 (24,21 ± 0,82), T1,0 (23,74 ± 0,85), T1,5 (21,92 ± 

1,18), T2,0 (21,24 ± 0,87) e  T3,0 (19,68 ± 0,88), pelo teste de Kruskal-Wallis. 

Capítulo 2 – O valor de α foi de 5% para todos os parâmetros avaliados. As 

médias da motilidade espermática diferiram (P<0,05) entre todos os 

tratamentos TGlicerol + CCC/pré-incubado (37,08 ± 2,17), TGlicerol + CCC (35,00 ± 1,51), 

TGlicerol (29,55 ± 2,81), TEtilenoglicol+CCC/pré-incubado (29,17 ± 4,52), TEtilenoglicol + CCC 

(25,83 ± 3,98) e TEtilenoglicol (23,64 ± 4,10). O vigor espermático do sêmen 

descongelado não foi afetado pelos tratamentos aplicados (P>0,05), 
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apresentando as seguintes médias TEtilenoglicol + CCC/pré-incubado
 (2,96 ± 0,31), 

TEtilenoglicol + CCC (2,91 ± 0,12), TGlicerol + CCC/pré-incubado (2,75 ± 0,2), TEtilenoglicol (2,59 ± 

0,35), TGlicerol + CCC (2,29 ± 0,18), TGlicerol (2,22 ± 0,18). Não foram observadas 

diferenças (P>0,05) nos percentuais médios para integridade de membrana 

pelo teste hiposmótico dos tratamentos TGlicerol + CCC/pré-incubado (52,0 ± 4), 

TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (49,65 ± 5,9), TGlicerol + CCC (45,05 ± 4,83), TGlicerol (44,8 ± 

2,31), TEtilenoglicol (44,39 ± 4,66) e TEtilenoglicol + CCC (39,6 ± 4,96). Diferenças não 

foram observadas (P>0,05) entre as médias dos tratamentos TEtilenoglicol + CCC/pré-

incubado  (29,0 ± 3,82), TEtilenoglicol + CCC (26,96 ± 4,73), TGlicerol + CCC/pré-incubado (24,5 ± 

4,2), TGlicerol + CCC (23,54 ± 4,49), TGlicerol (20,79 ± 3,35), TEtilenoglicol (19,45 ± 4,08), 

para funcionalidade da membrana plasmática, pelo teste supravital. Foram 

observadas diferenças (P<0,05) na produção de ATP na bainha mitocondrial 

nos tratamentos TEtilenoglicol + CCC (62,92 ± 8,34), TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (62,72 ± 

8,79), TEtilenoglicol (59,19 ± 9,57), TGlicerol + CCC/pré-incubado (11,92 ± 6,89), TGlicerol 

(11,64 ± 5,43) e TGlicerol + CCC (7,76 ± 3,31). Foram constatadas diferenças 

(P<0,05) na integridade de membrana acrossomal nos tratamentos TEtilenoglicol 

(78,19 ± 5,82), TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (74,43 ± 6,31), TEtilenoglicol + CCC (70,68 ± 

5,77), TGlicerol (47,06 ± 4,31), TGlicerol + CCC (46,88 ± 6,58) e TGlicerol + CCC/pré-incubado 

(44,6 ± 8,57). Não foram encontradas diferenças (P>0,05) na integridade de 

membrana plasmática por meio das sondas fluorescentes (IP + 

Dietilcarboxifluorosceína) nos tratamentos TGlicerol (63,98 ± 8,4), TGlicerol + CCC 

(63,08 ± 9,05), TGlicerol + CCC/pré-incubado (52,24 ± 9,47), T5 (52,09 ± 10,88), 

TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (44,37 ± 8,96) e TEtilenoglicol (37,19 ± 10,81).  Capítulo 1 – 

Conclui-se que a adição de 0,5 mg do CCC ao sêmen com a concentração 

espermática de 200 * 106 /mL diminui as perdas de integridade e funcionalidade 

da membrana plasmática. No entanto, a adição de 1,0 mg de CCC ao sêmen 

com a concentração espermática de 200 * 106 /mL propicia melhor resultado na 

motilidade espermática após o descongelamento do sêmen. Capítulo 2 – 

Diante dos resultados observados, conclui-se que a adição de 1,0 mg do 

complexo ciclodextrina-colesterol no sêmen com a concentração espermática 

de 200 * 106 /mL não altera a integridade e/ou a funcionalidade da membrana 

plasmática do espermatozoide caprino. O diluidor à base de Tris-gema de ovo-

etileno glicol não altera a funcionalidade da membrana plasmática ou o vigor 

espermático,embora influencie positivamente a integridade da membrana 
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acrossomal afete negativamente a motilidade espermática do sêmen 

descongelado, comparado ao diluente à base de Tris-Glicerol. A pré-incubação 

do sêmen com o complexo ciclodextrina-colesterol não altera as características 

de vigor espermático, nem a integridade e a funcionalidade da membrana 

plasmática dos espermatozoides, mas afeta positivamente a motilidade 

espermática do sêmen descongelado. 
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ABSTRACT 

 

SANTOS, Madriano Christilis da Rocha, D. Sc., Universidade Federal de 
Viçosa, August of 2013. Addition of ciclodextrina-cholesterol compound on 
cryopreservation of goat semen.  Adviser: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-
advisers: José Domingos Guimarães and Giovanni Ribeiro de Carvalho. 

 

Chapter 1 – The objective of this study was to analyze by spermatic motility and 

vigor the accuracy of six different of Ciclodextrin-Cholesterol Compound (CCC) 

concentrations on the spermatic motility and vigor effect after goat semen 

cryopreservation process and to evaluate the plasma membrane function and 

integrity of thawed goat semen. Chapter 2 – The objective of this study was to 

evaluate the functionality and integrity of plasma membrane of thawed goat 

semen after addition of Ciclodextrin-Cholesterol Compound (CCC) diluted in tris 

glycerol or tris ethylene glycol + yolk hen’s egg diluent to goat semen. And 

further, to evaluate the way of inclusion of the CCC (together with diluent or 

preincubated for 15 minutes).  Chapter 1 – Five Billy goats were used and five 

samples were collected from each and then fractionated in seven aliquots. One 

aliquot did not receive the CCC been considered a negative control (Tcontrol), the 

others received the CCC in the following concentrations: 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 

3.0 mg for spermatic concentration of [ ] = 200 * 106/mL, being called treatments: 

T0.5; T1.,0; T1.5; T2.0; T2.5; and T3.0, respectively. The spermatic motility and vigor and 

the supravital and hypoosmotic test were applied to the post-thaw semen. 

Chapter 2 – Four billy goats were used and three samples were collected from 

each with a total of twelve ejaculates. Each ejaculate was evaluated and the 

ones good to be frozen by the minimum requirements of motility and vigor by 

the Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA, 1998) were fractionated in 

six aliquots of 350 * 106 spermatozoa (enough for 7 doses with 50 * 106 

spermatozoa/semen straw). Each aliquot received 1.0 mg of CCC in the 

following treatment: TGlycerol – negative control for Tris glycerol diluent without 

CCC; TGlycerol + CCC – Tris glycerol diluent + CCC; TGlycerol + CCC + preincubated – CCC 

diluted in isosmotic solution (normal saline) 15 minutes before addittion of the 

Tris glycerol diluent; TEthyleno glycol – negative control for Tris ethyleno glycol 

diluent without CCC;TEthylene glycol + CCC – Tris ethylene glycol + yolk hen’s egg 

diluent + CCC; TEthylene glycol + CCC + preincubated – CCC diluted in isosmotic solution 
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(normal saline) 15 minutes before addition of the Tris ethylene glycol + yolk 

hen’s egg diluent. Chapter 1 – Treatments were considered to be different if (P 

< 0.05). The spermatic motility was affected by all treatments (P<0.05), T1.0 e 

T0.5 values were higher (33.45% ± 1.07 and 32.59 ± 0.98, respectively)  than 

28.62 ± 1.05 for the Tcontrol and above the minimum value of 30%, required by 

CBRA (1998) for thawed semen. The motility for treatments: T1.5; T2.0; T2.5 and 

T3.0 were 27.41 ± 0.96; 26.55% ± 0.94; 25.89% ± 0.99 e 25.17% ± 1.06, 

respectively. The sperm vigor was not affected by the treatments(P>0.05), and 

their mean values were:Tcontrol(2.1 ± 0.07), T0.5(2.24 ±0.07), T1.0(2.4 ±0.08), 

T1.5(2.28 ±0.07), T2.0(2.13 ±0.07), T2.5(2.19 ±0.07), T3.0(2.26±0.09). The 

percentage of cells with functional membrane in the supravital test in T0.5 (41.5 

± 0.85) was higher (P<0.05) than Tcontrol (37.7 ± 0.94). The percentage of 

plasma membrane functionality did not change (P>0.05) among the treatments 

T2.0; T2.5; T1.0; T3.0 (38.06 ± 0.91; 38.06 ± 1.0; 36.33 ± 0.81; 35.54 ± 0.81; 34.77 

± 1.13, respectively) as compared to Tcontrol ones. The percentage of plasma 

membrane functionality for treatment T1.5 (30.65 ± 0.98) was lower (P<0.05) 

than all the others. No difference was found (P>0.05) in the integrity of plasma 

membrane by hypoosmotic test among Tcontrol (28.55 ± 1.01), T2.5 (24.47 ± 

0.76), T0.5 (24.21 ± 0.82), T1.0 (23.74 ± 0.85), T1.5 (21.92 ± 1.18), T2.0 (21.24 ± 

0.87), T3.0 (19.68 ± 0.88). Chapter 2 – It was found difference among the 

averages of all treatments for the spermatic motility (P<0.05) TGlycerol + CCC + 

preincubated (37.08 ± 2.17), TGlycerol + CCC (35.00 ± 1.51), TGlycerol (29.55 ± 2.81), 

TEthylene glycol + CCC + preincubated (29.17 ± 4.52), TEthylene glycol  + CCC (25.83 ± 3.98), 

TEthylene glycol  (23.64 ± 4.10). The vigor of thawed semen was not affected by 

treatments used (P>0.05), whose averages are: TEthyleno glycol + CCC + preincubated 

(2.96± 0.31), TEthyleno glycoll + CCC (2.91 ± 0.12), TGlycerol + CCC + preincubated (2.75 ± 0.2), 

T Ethyleno glycol (2.59 ± 0.35), TGlycerol + CCC (2.29 ± 0.18), TGlycerol (2.22 ± 0.18). No 

difference was found (P>0.05) on the percentage plasma membrane integrity by 

hypoosmotic test on treatments TGlycerol + CCC/preincubated (52.0 ± 4), TEthylene glycol+ 

CCC/preincubated (49.65 ± 5.9), TGlycerol + CCC (45.05 ± 4.83), TGlycerol (44.8 ± 2.31), 

TEthylene glycol (44.39 ± 4.66), TEthylene glycol + CCC (39.6 ± 4.96). The functionality of 

the plasma membrane by supravital test was not affected by the treatments 

(P>0.05). The treatments averages were:  TEthylene glycol+ CCC/preincubated (29.0 ± 

3.82), TEthylene glycol + CCC (26.96 ± 4.73), TGlycerol + CCC/preincubated (24.5 ± 4.2), 
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TGlycerol + CCC (23.54 ± 4.49), TGlycerol (20.79 ± 3.35), TEthylene glycol (19.45 ± 4.08). 

The ATP production by mitochondrial sheath was affected by treatmens 

(P<0.05) and theirs means were: TEthylene glycol + CCC (62.92 ± 8.34), TEthylene glycol+ 

CCC/preincubated (62.72 ± 8.79), TEthylene glycol (59.19 ± 9.57), TGlycerol + CCC/preincubated 

(11.92 ± 6.89), TGlycerol (11.64 ± 5.43), TGlycerol + CCC (7.76 ± 3.31). The acrosomal 

membrane integrity means by treatments were: TEthylene glycol (78.19 ± 5.82), 

TEthylene glycol+ CCC/preincubated (74.43 ± 6.31), TEthylene glycol + CCC (70.68 ± 5.77), 

TGlycerol (47.06 ± 4.31), TGlycerol + CCC (46.88 ± 6.58), TGlycerol + CCC/preincubated (44.6 ± 

8.57) and were influenced by the treatments (P<0.05). The plasma membrane 

integrity by fluorescent probes (Propidium iodide + diethyl carboxyfluorescein) 

were not affected by treatments (P>0.05)   and theirs means were:  TGlycerol 

(63.98 ± 8.4), TGlycerol + CCC (63.08 ± 9.05), TGlycerol + CCC/preincubated (52.24 ± 9.47), 

T5 (52.09 ± 10.88), TEthylene glycol+ CCC/preincubated (44.37 ± 8.96), TEthylene glycol (37.19 

± 10.81).Chapter 1 – It is concluded that the addition of 0.5 mg of CCC at 

spermatic concentration of 200 * 106/mL reduced the loss of integrity and 

functionality of the plasma membrane. However, the addition of 1.0 mg of CCC 

at the spermatic concentration 200 * 106/ mL showed better results for sperm 

cell motility in post-thawed semen. Chapter 2 – It is concluded based on the 

results that the addittion of 1.0 mg of CCC on the spermatic concentration of 

200 * 106/ mL did not affected the integrity neither the functionality of plasma 

membrane of goat sperm. The Tris + Ethyleno glycol + yolk egg hen’s yolk 

diluent did not alter the functionality of plasma membrane or vigor.. Although it 

has a positive influence on the acrossomal membrane integrity, negatively 

affects the motility of the thawed sperm compared to solvent-based Tris-

glycerol. The preincubation of sperm with CCC does not alter the characteristics 

of sperm vigor, and integrity and functionality of the plasma membrane, but 

positively affect the motility of the thawed sperm. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL  

 

Assim como em outros segmentos do agronegócio brasileiro, na 

caprinocultura existe demanda crescente pela aplicação de inovações 

tecnológicas que proporcionem melhorias na atividade. Essa demanda tem 

estimulado a realização de fóruns e o estabelecimento de redes de trabalho 

com esse enfoque, como é o caso da Rede de Inovação Tecnológica da 

Caprinocultura e Ovinocultura do Nordeste, formada em 2010, com a qual 

dialogam a Embrapa e as instituições de pesquisa de alguns estados 

nordestinos (TEIXEIRA et al., 2013). Apesar das dificuldades, as técnicas de 

reprodução assistida como inseminação artificial (IA), superovulação e 

transferência de embriões têm sido ferramentas usadas no melhoramento 

genético de caprinos e, também, para aumentar a eficiência reprodutiva 

(PARAMIO, 2010). A IA em combinação com outras técnicas conhecidas, como 

a indução ou sincronização do cio, permite a produção de crias, carne e leite 

em períodos do ano em que não ocorreriam naturalmente, pelo fato de os 

caprinos serem poliéstricos estacionais de dias curtos (CORTEEL et al., 1988). 

Esta técnica visa ao uso intensivo de reprodutores portadores de genes 

desejáveis, pois propaga os genes com maior rapidez, o que facilita a avaliação 

genética de um indivíduo de forma eficiente, quando comparada à monta 

natural (HERMAN et al., 1994).  

Sob esse ponto de vista, é interessante desenvolver técnicas que 

preservem o sêmen por longo tempo (LIMA et al., 1994). Outra vantagem da IA 

é o congelamento do sêmen, que é uma das alternativas de aproveitamento de 

reprodutores nos casos de quiescência sexual do macho (WESTHUYSEN, 

1978). De acordo com Traldi (1994), nas inseminações artificiais o sêmen de 

caprino pode ser utilizado fresco, resfriado ou congelado. O autor afirmou que o 

sêmen congelado pode ser preservado por longo período, mantido em 

nitrogênio líquido (-196 °C), tornando-se de maior aplicabilidade quando 

comparado ao sêmen resfriado, cuja viabilidade máxima seria de aproximada-

mente 24 horas. No entanto, o processo de criopreservação seminal é deletério 

aos espermatozoides, devido à formação de cristais de gelo intracelular e à 

instabilidade da membrana plasmática, que leva à perda de integridade, 
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motilidade e funcionalidade normal da célula espermática. A desestabilização 

da membrana ocorre na transição da fase fluida para a fase gel, durante a 

diminuição da temperatura no processo de criopreservação. Alguns danos 

podem ser diminuídos pela adição de lipídios ao sêmen antes dos processos 

de resfriamento e congelamento (SMITH; POLGE, 1950).  

Na incubação com células em cultura, a ciclodextrina transfere o 

colesterol abaixo de gradiente de concentração, da membrana plasmática da 

célula para dentro da sua região hidrofóbica. Esta retirada de colesterol causa 

alterações da estrutura e funcionalidade da membrana (ATGER et al., 

1997;OHVO et al., 1997). Ciclodextrinas  incubadas com espermatozoides, 

medeiam a remoção de colesterol que induz à capacitação (CHOI; TOYODA, 

1998; CROSS, 1999; VISCONTI et al., 1999). Alternativamente, se são 

carregadas com colesterol, as ciclodextrinas transferem-no abaixo do gradiente 

de concentração para a membrana plasmática do espermatozoide, resultando 

emaumento dos níveis de colesterol da membrana (KLEIN et al., 1995; 

PURDY; GRAHAM, 2004; MOORE et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Espermatozoides 

 

A espermatogênese e a maturação espermática são processos típicos 

de diferenciação celular. Essas modificações reestruturam os componentes 

celulares e transformam a célula imóvel em uma espermátide oval e, em 

seguida, em um espermatozoide com motilidade (YAFFE, 1997). 

Os espermatozoides são formados por duas partes funcionais e morfolo-

gicamente distintas: a cabeça e a cauda, ligadas pelo colo, sendo esta uma 

peça de conexão. Adquirem suas formas características na fase pós-meiótica 

(espermiogênese), caracterizada pelo extensivo remodelamento das 

espermátides, com formação do acrossoma espermático, condensação nuclear, 

desenvolvimento do flagelo e perda de grande parte do citoplasma. Como 

resultado desses eventos, tem-se uma célula altamente diferenciada em 

estrutura e função, com capacidade de se combinar com o ovócito para iniciar 

um novo indivíduo (KNOBIL; NEILL, 2006). 

 

2.2. Morfologia espermática 

 

Os espermatozoides são células haploides especializadas que têm 

habilidade limitada para biossíntese e regeneração celular (AMANN; GRAHAN, 

1993).  Cada região tem sua importância funcional na fertilização dos oócitos:a 

cabeça possui núcleo, acrossoma, região pós-acrossomal e membrana 

plasmática;o núcleo do espermatozoide possui DNA altamente condensado, 

que é rodeado por um envelope nuclear (AMANN; GRAHAN, 1993);o colo, 

peça intermediária, principal e terminal, compõe a cauda do espermatozoide. O 

colo conecta a cabeça à peça intermediária, e forma uma placa basal que se 

ajusta dentro de uma depressão na superfície posterior do núcleo;e as três 

peças que formam a cauda são responsáveis pela motilidade espermática 

(KNOBIL; NEILL, 2006). 
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2.3. Membrana espermática 

 

A membrana plasmática é formada por uma bicamada lipídica, com 

proteínas integrais e periféricas, glicoproteínas de superfície e glicolipídios 

organizados em um mosaico fluido. As proteínas integrais e periféricas estão 

entremeadas ao longo da bicamada lipídica. As membranas são impermeáveis 

a grande parte dos solutos polares, porém são permeáveis a substâncias 

apolares (SINGER; NICHOLSON, 1972). Os lipídios são responsáveis pela 

integridade estrutural, enquanto as proteínas são as principais responsáveis 

pela ocorrência de vários processos dinâmicos e os carboidratos têm papel 

importante na interação das células (AMANN; GRAHAM, 1993). Os fosfolipí-

dios formam uma bicamada onde as regiões apolares das moléculas lipídicas 

de cada camada interagem entre si na parte interior da bicamada e as regiões 

polares interagem na fase aquosa, ou seja, na fase externa (WATSON, 1981). 

Essa barreira hidrofóbica previne a entrada de água e outras moléculas. Em 

temperatura corporal, a membrana plasmática encontra-se em estado fluído e o 

arranjo lamelar permite a movimentação dos fosfolipídios ao longo da bicama-

da (AMANN; GRAHAM, 1993). 

A composição lipídica da membrana plasmática varia entre os 

mamíferos, mas, em geral, possui cerca de 70% de fosfolipídios, 25% de 

lipídios neutros e 5% de glicolipídios, estando distribuídos assimetricamente 

entre os dois folhetos da bicamada. A relação entre colesterol e fosfolipídio é o 

que determina a fluidez da membrana. As regiões de membrana com elevado 

teor de colesterol possuem menor fluidez. A relação colesterol/fosfolipídio da 

membrana plasmática dos espermatozoides de carneiros e bodes aumenta 

durante o trânsito epididimário (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985; RANA et al., 

1991), mas diminui em ratos e garanhões (HALL et al., 1991) e não se altera 

em cachaços (NIKOLOPOULOU et al., 1985). Segundo Darin-Bennet et al. 

(1977), as espécies que possuem maior concentração de colesterol apresen-

tam menores danos causados à membrana, durante o procedimento de 

congelamento. Com isto, observa-se que o colesterol é o componente da 

membrana plasmática mais variável, possuindo relação direta com a reação 

acrossômica (HARRISON; GADELLA, 2005). 
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A relação entre colesterol e fosfolipídios na espécie ovina é de 0,85 

(HOLT; NORTH, 1985); 0,83 na espécie humana (MACK et al., 1986); 0,36 na 

espécie equina (AMANN; GRAHAM, 1993); 0,20 em suínos (PARKS; 

GRAHAM, 1992); e em bovinos varia entre 0,51 e 0,53 (PARKS et al., 1991). 

Quando a relação entre o colesterol e fosfolipídio é alterada, ou seja, a relação 

encontra-se menor que 1:2, o processo de resfriamento causa um rearranjo 

devido à fase de transição do estado líquido para o cristalino (AMANN; 

PICKETT, 1987). Essa mudança nas membranas celulares ocorre quando a 

temperatura alcança o ponto de transição, consequentemente para adquirir 

uma boa taxa de sobrevivência dos espermatozoides após o congelamento, 

devem-se estabelecer velocidades de resfriamento e reaquecimento adequa-

das (MAZUR, 1984). 

 

2.4. Alterações nas membranas celulares decorrentes  do resfriamento e 

congelamento seminal 

 

Essas injúrias ocorrem porque a 37 °C os lipídios e ncontram-se dispôs-

tos de forma aleatória e em estado de fluidez. Durante o resfriamento as 

membranas celulares passam pela fase termotrófica de transição, em que a 

membrana passa do estado fluido (estado fisiológico) para a forma de gel 

(WATSON, 1981; MAZUR, 1984), ocorrendo um alongamento das cadeias de 

ácidos graxos, o que resulta em aumento na rigidez da membrana. Os lipídios 

que possuem estruturas semelhantes se agrupam, originando estruturas 

cristalinas com forma hexagonal. Esse arranjo favorece o deslocamento das 

proteínas para esses locais, que se fundem e formam agregados proteicos que 

resultam em aumento na permeabilidade da membrana e diminuição do 

metabolismo celular, sendo esse efeito denominado choque térmico (AMANN; 

GRAHAM, 1993). As membranas plasmáticas comconcentração de colesterol 

mais elevada em suacomposição (humanos 0,99 e coelhos 0,88) têm menor 

suscetibilidade ao choque térmico (AMORIM, 2008). 

Nessa fase, dependendo do grau de saturação de cada classe de 

fosfolipídios e glicolipídios, a gelificação ocorre em diferentes temperaturas. Se 

a taxa de resfriamento for alta, esse efeito é exacerbado e as categorias 

dessas moléculas tendem a se agrupar, desarranjando a estrutura da 
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membrana. Como consequência, algumas dessas moléculas perdem a forma 

de bicamada durante o reaquecimento e formam uma estrutura circular, em 

monocamada, chamada de hexagonal II. Essa estrutura aumenta a permea-

bilidade da membrana, levando à perda de conteúdo celular, ATP, ácidos 

nucleicos, fosfolipídios, enzimas metabólicas epotássio, além de aumentar a 

permeabilidade da membrana aos cátions e à água (PARKS; GRAHAM, 1992; 

WATSON, 1995; WATSON, 2000). 

As alterações da fase lipídica e/ou o aumento na peroxidação lipídica da 

membrana plasmática têm como consequências a redução na velocidade e na 

percentagem de espermatozoides móveis, além de alterações no volume da 

água intracelular. Como resultado dessas modificações,  ocorre o estresse 

mecânico na membrana devido à desestabilização de sua bicamada lipídica e 

às alterações dos componentes da membrana celular, como: desnaturação das 

proteínas da membrana e alteração no metabolismo energético celular, na 

osmolaridade e no pH (WATSON, 2000). A peroxidação ocorre porque os 

espermatozoides possuem em suas membranas grande quantidade de ácidos 

graxos poli-insaturados e baixas concentrações de enzimas antioxidantes, 

como consequência os danos peroxidativos induzem àformação de espécies 

reativas ao oxigênio (ROS), o que leva à redução da viabilidade e fertilidade 

dos espermatozoides. Para proteção do efeito da formação excessiva de ROSa 

célula possui um sistema de defesa antioxidante no plasma seminal, porém 

para a criopreservação há necessidade da prévia diluição do sêmen e, 

consequentemente, de diminuição de antioxidantes fisiológicos (HSU et al., 

1998).  

Para minimizar esses efeitos, recomenda-seo resfriamento lento para o 

sêmen ovino, principalmente entre 15 e 5 °C (SALAMO N; MAXWELL, 1995), 

visto que, o resfriamento rápido entre 30 e 15 °C a parentemente não afeta sua 

viabilidade após o descongelamento (FISER; FAIRFULL, 1986). O início do 

estresse sofrido pelos espermatozoides ocorre durante o resfriamento a 5 °C; 

esta fase caracteriza-se pela transição da membrana do estado líquido 

cristalino para o estado de gel. Com o objetivo de amenizar o choque térmico, a 

taxa de resfriamento deve ser controlada e os lipídios ou as lipoproteínas 

devem ser adicionados ao diluente, além da utilização da taxa de resfriamento 

de forma lenta (-0,05 °C/min; MEDEIROS et al., 2002). Outra fase crítica de 
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temperatura é durante o congelamento, de -15 a -60 °C (MAZUR, 1984). Entre-

5 e -15 °C, ocorre formação de cristais de gelo no meio extracelular, porém o 

conteúdo celular ainda permanece resfriado. Com a formação dos cristais a 

concentração dos solutos extracelulares aumenta e, consequentemente,a 

célula perde água para o meio externo. Entre -15 e -60 °C, a taxa de congela-

mento irá predizer o grau de desidratação celular. Se a taxa de congelamento 

for lenta, haverá tempo suficiente para a célula perder água por exosmose e, 

assim, evitar a cristalização no interior da célula. Ao contrário, altas taxas de 

congelamento não permitem desidratação suficiente, o que leva à formação de 

cristais de gelo intracelulares. Esses cristais lesam as membranas espermá-

ticas, provocando, muitas vezes, a morte celular (MAZUR, 1984). No entanto, 

Byrne et al. (2000) demonstraram que quando submetidos a uma taxa de 

congelamento rápida os espermatozoides possuem maior capacidade de 

fecundação in vitro e maiores taxas de fecundação após inseminação, quando 

comparados com os congelados de forma lenta.  

Pequenos cristais de gelo são termodinamicamente instáveis e, durante 

o descongelamento, tendem a se fundir, formando cristais de gelo maiores. 

Esse fenômeno é chamado “recristalização”, e quando ocorre no meio 

intracelular, dependendo do tamanho e da quantidade de cristais, pode levar a 

lesões de membrana e morte celular (MAZUR, 1984). Daí a importância do 

método de descongelamento, que deve ser rápido o suficiente para impedir a 

recristalização, sem reduzir a viabilidade espermática. Paulenz et al. (2007) 

trabalharam com duas temperaturas de descongelamento de sêmen de ovinos 

(a 50 °C por 9 s e a 35 °C por 12 s) e não encontra ram diferença na fertilidade 

após a inseminação no fundo de saco vaginal. Nordstoga et al. (2009) também 

não encontraram diferença nas taxas de fertilidade após a inseminação, 

quando descongelaram o sêmen de ovinos a 35 °C por 20 s ou a 70 °C por 9 s. 

Assim, não havendo diferença na fertilidade, a temperatura de desconge-

lamento mais frequentemente utilizada é de 35 a 37 °C, por ser fácil de ser 

atingida a campo e por não haver perigo de morte celular por prolongado 

tempo de exposição às altas temperaturas. 

Constata-se, então, que tanto o congelamento quanto o descongela-

mento do sêmen promovem alterações no espermatozoide, devido à 

cristalização da água e a mudanças osmóticas no meio extracelular, o que leva 
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ao aumento da permeabilidade da membrana, reduz a atividade metabólica e 

causa danos no acrossoma e em outras estruturas, além de alterações nas 

concentrações de eletrólitos intracelulares. Como consequência dessas 

alterações, ocorre a perda da fertilidade dos espermatozoides (HOFMO; 

ALMLID, 1990). 

 

2.5. Plasma seminal caprino 

 

Várias técnicas de preservação de sêmen bovino foram adaptadas 

empiricamente para a conservação do sêmen caprino, sem obtenção de muito 

sucesso. Utilizaram-se diluentes àbase de gema de ovo ou leite por décadas 

para esse propósito, com sucesso limitado (AMOAH; GELAYE, 1997). A 

diluição do sêmen caprino em diluentes contendo gema de ovo ou leite 

desnatado poderia ser nociva para as células espermáticas (IRITANI e 

NISHIKAWA, 1963). Segundo Roy (1957), corroborado por Gibbons (2002), a 

secreção da glândula bulbouretral possui uma enzima (EYCE) que coagula a 

gema de ovo. Os autores ainda afirmaram que na presença de cálcio a enzima 

EYCE, que é uma fosfolipase A, atua como catalisadora e hidrolisa a lecitina da 

gema de ovo em ácidos graxos e lisolecitina. Uma atividade fusogênica na 

membrana dos espermatozoides é promovida pela reação hidrolítica, induzindo 

à reação acrossômica e à descondensação da cromatina. Uma fração glicopro-

teica do plasma seminal de caprinos (SBUIII), também originada das glândulas 

bulbouretrais, interage com o diluente à base de leite, provocando inibição da 

motilidade espermática, ruptura do acrossoma e morte celular espermática. A 

SBUIII, identificada por Nunes (1982), é responsável por hidrolisar triglicerídeos 

de membrana plasmática e também os triglicerídeos contidos no leite 

desnatado, resultando em um ácido graxo, o ácido oleico, que é tóxico aos 

espermatozoides (PELLICER-RUBIO et al., 1997). 

Segundo Nunes (1982), o efeito deletério do plasma seminal se deve à 

secreção de grandes quantidades de fosfolipase A, agindo sobre os fosfoli-

pídios dos diluentes. O autor demonstrou que o congelamento do sêmen 

caprino diluído em leite, contendo acima de 10 mg de fosfolipídios, causa a 

morte de todos os espermatozoides. 
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O método convencional de superar as interações prejudiciais do plasma 

seminal e das proteínas da gema de ovo ou do leite é diluir a amostra de 

sêmen caprino em um diluente tamponado e, então, separar o plasma seminal 

dos espermatozoides pelo meio de centrifugação a 550-950 x g, durante10 a 

15 minutos (PURDY, 2006). Entretanto, Aboagla e Terada (2004a) sugerem a 

centrifugação do sêmen caprino diluído em Tris (Tris-hidroximetil-aminometano 

- H2NC(CH2OH)3) citrato-glucose a 1.600 x g, em duas etapas de 30 minutos 

cada. No entanto,  ainda não se chegou a um consenso no que diz respeito à 

necessidade de retirada do plasma seminal. 

Ritar e Salamon (1982) sugerem que o diluente à base de Tris, gema de 

ovo e glicerol deve ser adicionado ao sêmen caprino sem a retirada do plasma 

seminal, sendo a proporção de gema de ovo e glicerol de 2 e 4 %, respecti-

vamente. Chauhan e Anand (1990) constataram que a criopreservação do 

sêmen caprino em diluente à base de Tris-gema de ovo, sem a remoção do 

plasma seminal, produz altas taxas de fertilidade. Azeredo et al. (2001) verifica-

ram que a motilidade dos espermatozoides sofre aumento quando o plasma 

seminal está presente, e que a percentagem de espermatozoides com mem-

branas lesadas aumenta com a retirada do plasma seminal por centrifugação, 

sendoacentuada, ainda, pelos processos de criopreservação e descongela-

mento, o queindicaque a remoção do plasma seminal seria prejudicial para o 

sêmen caprino criopreservado. Abad et al. (2007) constataram que quando o 

plasma seminal éadicionado ao sêmen descongelado ocorre a “reversão” 

dacapacitação precoce induzida pelo processo de criopreservação. No entanto 

nenhum aumento de fertilidade, após a inseminação artificial, foi observado. 

 

2.6. Coleta e avaliação de sêmen caprino  

 

A coleta de sêmen caprino geralmente é realizadacom o uso de vagina 

artificial, mas pode-se fazer também pelo eletro ejaculador, ou ainda pelo 

acesso cirúrgico à cauda do epidídimo (KUNDU et al., 2002). Segundo Lima 

(2008), a eletro ejaculação é um método pouco utilizado para a coleta de 

sêmen na espécie caprina, ficando reservado às situações em que o animal 

encontra-se impossibilitado de realizar a monta por problemas ou defeitos 

adquiridos. A vagina artificial é um instrumento que simula as condições de 
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pressão e temperatura de uma vagina natural. Para a coleta, é necessário 

utilizar uma cabra com estro induzido ou natural como manequim, para que o 

macho realize o salto. É extremamente importante a manutenção do sêmen 

sob a proteção da luz solar e poeira, além de evitar agitações bruscas 

(GRANADOS et al., 2006).  

Gibbons (2002) ressalta que para obter ejaculados de melhor qualidadeé 

preciso estabelecer um programa de coleta semanal de sêmen caprino, que 

geralmente consiste na realização de uma coleta por dia, durante cinco dias, 

com descanso de 48 horas, utilizando-se bodes a partir de setea oito meses de 

idade. No entanto, vários outros modelos de programas também são sugeridos 

e cabe ao pesquisador ou operador adotar o que melhor lhe atender. Após a 

coleta, o sêmen caprino deve ser avaliado de acordo com parâmetros macro e 

microscópicos. 

 

2.7. Diluentes 

 

Os ejaculados da maioria dos animais domésticos contêm mais 

espermatozoides que o necessário para uma fecundação. O sêmen diluído 

pode ser utilizado para uma série de inseminações, devendo-se considerar o 

número mínimo de espermatozoides móveis como parâmetro para determinar o 

número de doses inseminantes do ejaculado, potencializando seuuso 

(AZEVEDO et al., 2000). 

De acordo com Neves et al. (1983), a elevada concentração espermática 

seria extremamente prejudicial à célula espermática, por determinar uma 

intensa atividade metabólica com rápido acúmulo de catabólitos no plasma 

seminal. A diminuição da concentração, até certo limite, poderia resultar em 

maior proporção diluente/espermatozoide, aumentando a proteção celular. Por 

outro lado, elevadas diluições podem resultar em congelabilidade inadequada 

do sêmen (AZEVEDO et al., 2000).  

As principais características de um diluente são: a extensão do volume, 

buscando-se aumentar a quantidade de doses inseminantes e consequente-

mente o número de animais inseminados; o efeito tamponante, visto que os 

espermatozoides possuem fraca resistência contra alterações de pH; a 

manutenção da pressão osmótica, mantendo o diluente o mais próximo 
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possível da pressão do plasma seminal (285 mOsm), pela adição de substân-

cias como açúcares; o substrato energético, sendo também os açúcares que 

provêm energia para espermatozoides; e por último a atividade antimicrobiana, 

que consiste na adição de antibióticos, a fim de reduzir a transmissão de 

bactérias patogênicas e a carga de bactérias não patogênicas que contaminam 

o sêmen (WATSON, 1979). 

Gibbons (2002) sugere que um diluente para ser usado na 

criopreservação do sêmen caprino deve ser constituído por substâncias 

tampão, como o Tris e o citrato de sódio; fontes energéticas, como a glicose e 

a frutose; crioprotetores externos como a gema de ovo ou o leite, ou internos, 

como o glicerol e o etileno glicol; e antibióticos, sendo a penicilina e a 

estreptomicina as mais utilizadas. O Tris é o principal componente básico dos 

diluentes de sêmen caprino utilizados rotineiramente (CHOE et al., 2006). É 

uma substância solúvel em água, disponível comercialmente em um alto grau 

de pureza na forma de cristais. Atua como tampão iônico bipolar em pH entre 

7,0 e 9,0 (MCPHAIL; GOODMAN, 1984). Kober (1985), citado por Rodrigues 

(1997), reportou que o Tris não apenas apresenta atividade tamponante, mas 

também atua na redução do metabolismo da frutose pela célula espermática, 

contribuindo assim para a preservação de sua energia.  

Campos (1999), em um estudo para verificar a viabilidade da água de 

coco em pó como diluente para o congelamento do sêmen caprino, constatou 

que,quando o sêmen foi criopreservado a -196 ºC, ela se  comportou como 

ótimo diluidor. 

O leite é um líquido orgânico com importante propriedade biológica para 

a conservação dos espermatozoides, por possuir certa capacidade tampão, 

ação bactericida, viscosidade adequada para manutenção dos espermato-

zoides no meio líquido e abundância de carboidratos que seriam utilizados 

pelos espermatozoides na produção de energia, sendo também uma boa 

alternativa como diluente (BETINI et al., 1998). A lactose também age como 

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

atividade cinética dos espermatozoides (CUNHA, 2002). Souza et al. (2006) 

citam o uso de um diluente à base de leite em pó desnatado para 

ocongelamento do sêmen de caprinos, mas recomendam a adição do 

antibiótico gentamicina na concentração de 13,3 mg/mL, visando controlar a 
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contaminação bacteriana nas amostras. Dorado et al. (2007) demonstraram 

que amostras de sêmen caprino congeladas nesse diluente promovem taxas 

de gestação superiores àquelas obtidas com o Tris.  

Aboagla e Terada (2004a) estudaram o uso de um diluente à base de 

Trealose e gema de ovo para criopreservação do sêmen de caprinos e 

verificaram, após descongelamento, motilidade espermática de 73 % e 

motilidade progressiva de 57 %, enquanto os resultados para Tris-citrato-gema 

ficaram em 59 e 46 %, sendo o seu uso uma alternativa viável. Porém, os 

autores reportam a necessidade de maiores estudos com este diluente. 

 

2.8. Crioprotetores 

 

A criopreservação do sêmen altera as características das membranas 

dos espermatozoides, interferindo na sua capacidade fertilizante. Durante as 

fases de congelamento e descongelamento, ocorrem flutuações no volume 

celular, que contribuem para o dano celular quando os limites de tolerância das 

membranas são ultrapassados (BECKER-SILVA, 2004).  

Os espermatozoides submetidos a essa técnica sofrem injúrias e morte, 

devido à formação de cristais de gelo no seu interior. Este fenômeno físico 

ocorre quando rápidas taxas de resfriamento são usadas. Além disso, ocorre o 

desenvolvimento de regiões com elevada concentração de soluto, que desidra-

tam a célula quando taxas lentas de resfriamento são usadas (AZEVEDO et al., 

2000). 

Buscando reduzir as injúrias causadas às células durante o processo de 

criopreservação, diversas substâncias foram estudadas e mostraram-se úteis 

como agentes crioprotetores. Os crioprotetores mais utilizados nos diluentes de 

sêmen são as macromoléculas, como a caseína do leite, as proteínas da gema 

de ovo e o glicerol (EVANS; MAXWELL, 1987). Conforme Gil et al. (2003), o 

uso de aditivos de origem animal como gema de ovo e leite na diluição pode 

implicarriscos sanitários, não apenas pela inclusão de agentes microbioló-

gicos, mas também por contaminantes que podem comprometer a qualidade 

do produto.  

Os agentes crioprotetores podem ser classificados em não penetrantes, 

aqueles que aumentam a osmolaridade do meio extracelular, sendo responsá-
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veis pela passagem da água do interior da célula espermática para o meio 

extracelular, impedindo, assim, a formação de cristais de gelo em seu interior 

durante a criopreservação; e em agentes crioprotetores penetrantes, quesão 

substâncias ou fármacos que diminuem as lesões de origem química ou 

mecânica que a criopreservação causa sobre a célula. As características físico-

químicas ideais que devem possuir são: baixo peso molecular,alta solubilidade 

em meio aquoso e baixa toxicidade celular (GONZALEZ, 2004).  

A gema de ovo de galinha protege a membrana plasmática da célula 

espermática, restaurando fosfolipídios perdidos durante o choque térmico 

oriundo da mudança de temperatura que ocorre durante o resfriamento do 

sêmen. Acredita-se que essa proteção possa ser devido à presença de uma 

lipoproteína chamada fosfatidilcolina. Durante o choque térmico as lipoproteí-

nas interagem com a estrutura lipídica da membrana plasmática das células 

espermáticas e propiciam a proteção (FOULKES, 1977). Aboagla e Terada 

(2004b) sugerem que a adição de gema de ovo aos diluentes para o sêmen de 

caprino aumenta a proporção de espermatozoides móveis recuperados após o 

descongelamento. Os autores citam que a combinação de gema de ovo e 

glicerol promove injúria ao acrossoma, mas quando estes componentes são 

usados separadamente não há tamanha injúria. 

Segundo Aboagla e Terada (2004a), a adição de dodecil-sulfato de sódio 

(SDS) aumenta a solubilização das substâncias contidas na gema de ovo, 

fazendo com que se tornem mais acessíveis aos espermatozoides, melhorando 

a congelabilidade do sêmen caprino. Bittencourt (2006) ressalta que a adição 

do Equex STM, que possui o SDS como substância ativa, promove melhoria na 

viabilidade espermática do diluente pós-descongelamento.  

O glicerol, quimicamente considerado um álcool, é o principal 

crioprotetor utilizado para espermatozoides. Seu efeito se relaciona com a sua 

capacidade de ligação com a água e com a baixa dissociação com sais. Estas 

propriedades são favorecidas por sua capacidade de atravessar facilmente a 

membrana celular espermática, mantendo a osmolaridade interna e externa 

(GONZALEZ, 2004). Interage também com as cabeças polares dos 

fosfolipídios da membrana, baixando a temperatura de transição de fase dos 

lipídios da membrana e diminuindo a adesão entre as células (KUNDU et al., 

2001). Esse efeito crioprotetor do glicerol parece se estabelecer em menos de 
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5minutos após sua adição (BECKER-SILVA, 2004). Apesar de seus efeitos 

protetores, em determinadas situações o glicerol pode ser tóxico à célula 

espermática, sendo importante determinar sua concentração ideal em cada 

diluente, para que possa proporcionar um efeito benéfico ao sêmen. O glicerol, 

o dimetil-sulfóxido (DMSO) e o etileno glicol são utilizados em concentrações 

que variam de 1 a 8 %, obtendo-se melhores resultados quando se utiliza o 

glicerol a 6% (TULI; HOLTZ, 1994). Bittencourt et al. (2004) estudaram o efeito 

do etileno glicol como crioprotetor para o sêmen caprino, econstataram que 

seus efeitos tóxicos comprometem a qualidade do sêmen após o 

descongelamento. Já Silva et al. (2006) demonstraram que a dimetilformamida 

isolada ou associada ao glicerol não traz benefícios para a criopreservação de 

sêmen caprino.  

A associação do glicerol com o dimetilsulfóxido também já foi estudada, 

tendo apresentado resultados positivos na criopreservação do sêmen desses 

animais (KUNDU et al., 2001). Kundu et al. (2002) reportaram a associação de 

um polímero dextran ao glicerol e ao dimetil-sulfóxido e observaram incremento 

na motilidade do sêmen caprino coletado no epidídimo após a criopreservação.  

 

2.9. Criopreservação seminal 

 

A criopreservação mantém a vida fértil do sêmen por um período 

indefinido à temperatura de -196 ºC em nitrogênio líquido, entretanto grande 

quantidade de espermatozoides é morta no processo de congelamento e 

descongelamento do sêmen (NOAKES et al., 2001).  

A velocidade de congelamento é responsável pela cristalização e 

vitrificação da água intraespermática. Se há um congelamento mais lento, a 

cristalização da água livre extraespermática dá origem a uma exosmose e 

desidrata a célula espermática. O congelamento rápido evita essa desidratação 

dos espermatozoides e, consequentemente, promove menos danos à célula 

(AZEVEDO et al., 2000). 

É bem conhecido que o resfriamento rápido do sêmen dos ungulados, 

entre 30 e 0 °C, induz ao estresse letal para algum as células, sendo este 

proporcional à taxa de resfriamento, ao intervalo de temperatura e ao limite de 
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temperatura. Esse processo é conhecido como choque térmico, que afeta 

variavelmente as espécies (WATSON, 2000). 

Portanto, a taxa de resfriamento adequada é necessária para prevenir 

danos estruturais, bioquímicos e biofísicos àmembrana. Rovay et al. (2006) 

mostraram a maior eficiência doresfriamento não linear antes do congela-

mento, apresentando motilidade total e percentagem de células vivas maiores 

que quando submetidas ao resfriamento linear. A diminuição significativa da 

motilidade total e progressiva dos espermatozoides, assim comoa fragmenta-

ção do DNA, pode ocorrer no sêmen criopreservado, quando comparado ao 

sêmen fresco. Os espermatozoides, quando congelados, são capazes de gerar 

espécies reativas ao oxigênio (ROS), e esta geração tem  papel importante na 

capacitação espermática (LECLERC et al., 1997), na reação acrossomal (de 

LAMIRANDE, 1998), na hiperativação (de LAMIRANDE; GAGNON, 1995) e na 

fusão do espermatozoide com o ovócito (AITKE et al., 1995). 

 

2.10. Colesterol 

 

O colesterol atua estabilizando a membrana plasmática e diminuindo o 

ponto transitivo característico (Tc), no qual a membrana sofre mudança de 

fase, passando da fluida-cristalina para a fase gel (KIRK et al., 2001). Além 

disto, a perda de colesterol pode causar capacitação prematura em células 

criopreservadas, reduzindo a viabilidade de espermatozoides criopreservados 

(WATSON, 1995).  

A perda de colesterol da membrana plasmática de células criopreser-

vadas tem sido observada em suínos (50%) e garanhões (28%) (MOORE et al., 

2005). Essa perda pode causar capacitação prematura em células criopreser-

vadas, reduzindo a viabilidade de espermatozoides criopreservados na repro-

dução de fêmeas (WATSON, 1995).  

Combes et al. (1998) constataram que o sêmen de alguns garanhões 

tratados com o complexo ciclodextrina-colesterolapresentou maior motilidade 

espermática e viabilidade seminal pós congelamento que o sêmen não tratado 

com o complexo ciclodextrina-colesterol. Os autores associaram essa maior 

viabilidade seminal à maior integridade de membrana espermática causada 

pela redução do tempo de transição entre a fase fluida e a fase gel.  
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Em estudo com células de levedura cultivada incorporadas com 

colesterol à membrana plasmática, constatou-se que o tempo de transição não 

ocorreu, diminuindo drasticamente os danos às membranas celulares 

(ROTTEN et al., 1973). 

 

2.11. Ciclodextrina 

 

Ciclodextrinas são açúcares circulares, oligossacarídeos cíclicos, 

capazes de incorporar um lipídio (colesterol) no centro do círculo que compõe a 

estrutura, colocando o colesterol em um formato que permite sua incorporação 

à membrana plasmática do espermatozoide. Portanto, é um método conve-

niente para alterar o conteúdo de colesterol da célula (ATGER etal., 1997; 

OHVO et al., 1997). 

Das múltiplas formas de ciclodextrinas, a β-ciclodextrina tem maior 

eficiência em aceitar o colesterol e aumentar a solubilidade da água quando 

metilada (YANCEY et al., 1996). Metil-β-ciclodextrinas removem o colesterol 

mais eficazmente, diminuindo a energia de ativação necessária para a saída de 

colesterol. As ciclodextrinas têm diminuição na energia de ativação porque as 

moléculas de colesterol da membrana são incorporadas na ciclodextrina sem 

formar uma fase intermediária aquosa. O colesterol pode passar diretamente 

da membrana plasmática para o núcleo hidrofóbico, sem entrar na fase 

aquosa. Essa propriedade permite que as ciclodextrinas sejam eficientes 

doadoras e receptoras de colesterol (CHRISTIAN et al., 1997; CROSS, 1999). 

A ciclodextrina carregada com colesterol tem sido utilizada para 

aumentar a viabilidade espermática em bovinos (PURDY; GRAHAM, 2004; 

MOCÉ; GRAHAM, 2006; AMORIM et al., 2009), em garanhões (MOORE et al., 

2005; AMORIM, 2008) e em suínos (MAO et al., 2005). Segundo Amorim et al. 

(2007), quando ocorre a incubação do complexo ciclodextrina-colesterol no 

sêmen de touros, há maior percentagem de células móveis e viáveis após o 

processo de criopreservação e descongelamento.  
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Artigo1 

Avaliação da inclusão do colesterol carreado pela c iclodextrina à 
membrana plasmática do espermatozoide caprino, ante s do 

congelamento  
 

Resumo: O objetivo deste estudo foi analisar, por meio da motilidade e do 
vigor espermáticos, a eficácia da adição de seis diferentes concentrações do 
complexo ciclodextrina-colesterol (CCC) em afetar a capacidade e intensidade 
de movimentação das células espermáticas após o processo de congelamento 
do sêmen caprino e também avaliar a integridade e funcionalidade da 
membrana plasmática do sêmen caprino descongelado. Cinco ejaculados 
foram coletados e fracionados de cinco reprodutores caprinos, saudáveis e 
com fertilidade comprovada. Uma fração foi utilizada como tratamento controle 
negativo (Tcontrole), onde não foi incluído o CCC. Nas demais alíquotas adicio-
nou-se o diluente de congelamento (à base de Tris-glicerol) junto com o CCC 
nas concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; e 3,0 mg, que foram consideradas 
como os tratamentos: T0,5; T1,0; T1,5; T2,0; T2,5; e T3,0, respecti-vamente, com 
uma concentração espermática de [ ] = 200 * 106/ mL.Após o congelamento 
foram feitas as avaliações de motilidade e vigor espermáticos, o teste 
hiposmótico e o teste supravital. O valor de α foi de 5% para todos os 
parâmetros avaliados. Constatou-se que todos os tratamentos apresentaram   
diferenças (P<0,05) para o parâmetro motilidade espermática e queos 
tratamentos T1,0 e T0,5 mostraram os maiores valores (33,45% ± 1,07 e 
32,59 % ± 0,98, respectivamente) em relação a 28,62 % ± 1,05 do Tcontrole e 
acima do valor mínimo de 30%, preconizado pelo CBRA (1998) para sêmen 
descongelado. A motilidade espermática dos tratamentos T1,5; T2,5; T2,0 e T3,0 
foram: 27,41% ± 0,96; 26,55% ± 0,94; 25,89% ± 0,99 e 25,17% ± 1,06, 
respectivamente. O vigor espermático não variou (P>0,05) entre tratamentos, 
sendo: Tcontrole (2,1 ± 0,07), T0,5 (2,24 ± 0,07), T1,0 (2,4 ± 0,08), T1,5 (2,28 ± 0,07), 
T2,0 (2,13 ± 0,07), T2,5 (2,19 ± 0,07) e T3,0 (2,26 ± 0,09). O percentual de células 
com membrana funcional pelo teste supravital em T0,5 (41,5 ± 0,85) foi superior 
(P<0,05) ao do Tcontrole (37,7 ± 0,94), não tendo havido variações (P>0,05) nos 
percentuais médios entre os tratamentos: T2,0; T2,5; T1,0; T3,0 (38,06 ± 0,91; 
38,06 ± 1,0; 36,33 ± 0,81; 35,54 ± 0,81; e 34,77 ± 1,13, respectivamente), em 
relação ao Tcontrole. O percentual de membrana funcional do tratamento T1,5 
(30,65 ± 0,98) foi inferior, (p<0,05)ao dos demais tratamentos. Diferenças não 
foram observadas (P>0,05) na integridade de membrana plasmática por meio 
do teste hiposmótico para Tcontrole (28,55 ± 1,01), T2,5 (24,47 ± 0,76), T0,5 (24,21 
± 0,82), T1,0 (23,74 ± 0,85), T1,5 (21,92 ± 1,18), T2,0 (21,24 ± 0,87) e T3,0 (19,68 ± 
0,88), pelo teste de Kruskal-Wallis. Conclui-se que a adição de 0,5 mg do CCC 
ao sêmen com a concentração espermática de 200 * 106 /mL diminui as perdas 
de integridade e funcionalidade da membrana plasmática. No entanto, a adição 
de 1,0 mg de CCC ao sêmen com a concentração espermática de 200 * 106/mL 
propicia melhor resultado na motilidade espermática após o descongelamento 
do sêmen. 
 
Palavras-chave : caprinos; ciclodextrina-colesterol; membrana plasmática; sêmen. 
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Evaluation of the addition of ciclodextrina-cholest erol compound to goat 
sperma plasma membrane, before cryopreservation  

 
Abstract: The objective of this study was to analyze by spermatic motility and 
vigor the accuracy of six different of Ciclodextrin-Cholesterol Compound (CCC) 
concentrations on the spermatic motility and vigor effect after goat semen 
cryopreservation process and to evaluate the plasma membrane function and 
integrity of thawed goat semen. Five Billy goats were used and five samples 
were collected from each and then fractionated in seven aliquots. One aliquot 
did not receive the CCC been considered a negative control (Tcontrol), the others 
received the CCC in the following concentrations: 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0 mg 
for spermatic concentration of[ ] = 200 * 106/mL, being called treatments: T0.5; 
T1.,0; T1.5; T2.0; T2.5; and T3.0, respectively. The spermatic motility and vigor and 
thesupravital and hypoosmotic test were applied to the post-thaw semen. 
Treatments were considered to be different if (P < 0.05). The spermatic motility 
was affected by all treatments (P<0.05), T1.0 e T0.5 values were higher 
(33.45% ± 1.07 and 32.59 ± 0.98, respectively) than 28.62 ± 1.05 for the Tcontrol 
and above the minimum value of 30%, required by CBRA (1998) for thawed 
semen. The motility for treatments: T1.5; T2.0; T2.5 and T3.0 were 27.41 ± 0.96; 
26.55% ± 0.94; 25.89% ± 0.99 e 25.17% ± 1.06, respectively. The sperm vigor 
was not affected by the treatments (P>0.05), and their mean values were:Tcontrol 

(2.1 ± 0.07), T0.5(2.24 ±0.07), T1.0(2.4 ±0.08), T1.5(2.28 ±0.07), T2.0(2.13 ±0.07), 
T2.5(2.19 ±0.07), T3.0(2.26±0.09). The percentage of cells with functional 
membrane in the supravital test in T0.5 (41.5 ± 0.85) was higher (P<0.05) than 
Tcontrol (37.7 ± 0.94). The percentage of plasma membrane functionality did not 
change (P>0.05) among the treatments T2.0; T2.5; T1.0; T3.0 (38.06 ± 0.91; 38.06 
± 1.0; 36.33 ± 0.81; 35.54 ± 0.81; 34.77 ± 1.13, re spectively) as compared to 
Tcontrol ones. The percentage of plasma membrane functionality for treatment 
T1.5 (30.65 ± 0.98) was lower (P<0.05) than all the others. No difference was 
found (P>0.05) in the integrity of plasma membrane by hypoosmotic test among 
Tcontrol (28.55 ± 1.01), T2.5 (24.47 ± 0.76), T0.5 (24.21 ± 0.82), T1.0 (23.74 ± 0.85), 
T1.5 (21.92 ± 1.18), T2.0 (21.24 ± 0.87), T3.0 (19.68 ± 0.88). It is concluded that 
the addition of 0.5 mg of CCC at spermatic concentration of 200 * 106/ mL 
reduced the loss of integrity and functionality of the plasma membrane. 
However, the addition of 1.0 mg of CCC at the spermatic concentration 200 * 
106/ mL showed better results for sperm cellmotility in post-thawed semen.  

Key words : caprine; cholesterol; ciclodextrina; plasmatic membrane; semen. 
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1. Introdução 

 

A inseminação artificial aumenta o aproveitamento do potencial genético 

dos machos, nas diferentes espécies de produção (SELAIVE-VILARROEL, 

1991). O desenvolvimento da inseminação artificial em caprinos, nos últimos 30 

anos, associado ao aperfeiçoamento dos protocolos de indução e sincroni-

zação de estro, tornou possível um controle efetivo da reprodução nessa 

espécie sazonal, com todas as vantagens (e potenciais desvantagens) da 

aceleração do ritmo reprodutivo e de transferência de material genético 

(SIMÕES et al., 2008). 

A IA permite a testagem de jovens bodes sobre a sua descendência, por 

meio da inseminação de fêmeas de diversos rebanhos; facilita a difusão de 

genes dos melhores reprodutores machos; e aumenta a descendência dos 

machos selecionados, uma vez que um só ejaculado permite a inseminação de 

20 a 40 fêmeas (SIMÕES et al., 2008). Essa técnica tem seu potencial na 

difusão do material genético multiplicado pelo uso do sêmen congelado, uma 

vez que o uso do sêmen in natura ou resfriado é limitado pelo tempo de 

viabilidade relativamente curto (LANGFORD et al., 1979). No entanto, o 

processo de congelamento do sêmen é deletério à célula espermática (PARKS; 

GRAHAN, 1992), embora o aumento da relação de colesterol – fosfolipídio da 

membrana plasmática possa diminuir da ação deletéria do processo de 

congelamento seminal, por aumentar a estabilidade dessa membrana 

(COMBES et al., 1998). Esse colesterol pode ser incorporado à membrana 

plasmática, sendo carreado por oligossacarídeos cíclicos de glicose que 

possuem um centro hidrofóbico capaz de incorporar lipídios, por exemplo as 

ciclodextrinas, aumentando a viabilidade espermática no descongelamento 

(AMORIM et al., 2009). Com isto, acredita-se que o processo de congelamento 

seminal induz a alterações e lesões na constituição das membranas que levam 

à diminuição da viabilidade do sêmen. Por sua vez, a adição do colesterol 

controla essas alterações na estrutura da membrana celular, e em baixas 

temperaturas permite sua maior estabilidade. A ciclodextrina é capaz de 

incorporar o colesterol à membrana celular, com consequente maior proteção à 

integridade e funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozoides 

durante o processo de congelamento seminal.  
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O objetivo deste estudo foi analisar, por meio da motilidade e do vigor 

espermáticos, a eficácia da adição de seis diferentes concentrações do 

complexo ciclodextrina-colesterol em diminuir as perdas de capacidade e 

intensidade de movimentação das células espermáticas após o processo de 

congelamento do sêmen caprino. Objetivou-se também avaliar a integridade e 

a funcionalidade da membrana plasmática do sêmen caprino descongelado. 

 

2. Material e métodos 

 
2.1. Comissão de ética 

 
O estudo foi aprovado pela comissão de ética da Universidade Federal 

de Viçosa, sob o número de registro do projeto: 50553400777. 

 

2.2. Data e local 
 
O estudo foi conduzido entre janeiro e março de 2011, no setor de 

Caprinocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de 

Viçosa. Viçosa localiza-se a 20°46’23” de latitude sul e 42°51’53” de longitude 

oeste, tem altitude média de 692,74 m e clima Cwa pela classificação de 

köppen (inverno seco e verão úmido), com temperatura média anual de 19,4 °C 

e precipitação pluviométrica anual de 1.221 mm3. 

 

2.3. Delineamento experimental 
 
Cinco partidas (ejaculados) foram coletadas e fracionadas de cinco 

reprodutores caprinos, saudáveis e com fertilidade comprovada. Uma fração foi 

utilizada como tratamento controle negativo (Tcontrole), onde não foi incluído o 

complexo ciclodextrina-colesterol. Para as demais alíquotas foi adicionado o 

diluente de congelamento (àbase de Tris-glicerol) junto com o complexo, nas 

concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; e 3,0 mg, para uma concentração 

espermática de [ ] = 200 * 106/mL. Cada concentração do complexo formou um 

tratamento, sendo T0,5, T1,0, T1,5, T2,0, T2,5 e T3,0, respectivamente. Após o 

congelamento foram feitas as avaliações de motilidade e vigor espermáticos, 

assim como os testes hiposmóticoe supravital. 
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2.4. Preparo do complexo Ciclodextrina-Colesterol ( CCC) 

 
A metil-β-ciclodextrina foi carreada com colesterol, tendo sido adotada a 

metodologia descrita por Purdy e Graham (2004), em que 200 mg de colesterol 

(C3045; Sigma) foram dissolvidos em 1 mL de clorofórmio (JT-Baker), em um 

tubo de vidro. Em um béquer foi dissolvido 1 g de metil-β-ciclodextrina (C4555; 

Sigma) em 2 mL de metanol (SYNTH). Em seguida, uma alíquota de 0,45 mL 

da solução de colesterol + clorofórmio foi adicionada à solução de ciclodextrina, 

e a mistura foi agitada até ficar clara. Depois, a mistura foi colocada em uma 

placa de Petri de vidro e os solventes foram removidos por evaporação, usando 

placa aquecedora à temperatura de 40 ºC, por um período de 48 horas. Os 

cristais resultantes foram removidos da placa por raspagem, com auxílio de 

uma espátula, e estocados em tubos de vidro a 22 ºC. A solução de trabalho de 

CCC foi preparada pela adição de 50 mg de CCC em 1 mL de diluidor BTALP a 

37 ºC e homogeneizada por agitação com auxílio de um agitador vortex. Essa 

solução foi mantida congelada a -80 ºC até sua utilização, quando foiaquecida 

a 37 ºC e homogeneizada antes da incubação com sêmen. 

 

2.5. Animais 
 
Foram utilizados machos das raças Saanen (2) e Pardo Alpina (3), com 

idades entre 3 e 7 anos, com simetria testicular e escroto sem qualquer 

alteração, prepúcio e pênis normais e boa libido, sendo todos considerados 

clinicamente normais. 

 

2.6. Método de coleta do sêmen  
 
O sêmen foi coletado por meio de vagina artificial, constituída por um 

cilindro rijo, aberto em ambas as extremidades; uma válvula controladora de 

entrada e saída de água e ar; uma mucosa de borracha, revestida 

internamente por um saco plástico (camisinha – dimensões externas: 

h = 26 cm; b = 25 cm; c = 10 cm, Figura 1 ), cuja extremidade de menor 

dimensão estava acoplada ao tubo de coleta graduado; e uma proteção de 

tecido escuro (modificado de MIES FILHO, 1987). A vagina foi preenchida com 

água  a  60 °C  e  ar,  até  a  obtenção  da  press ão necessária para a coleta do  
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Figura 1 – Vagina artificial utilizada para coleta de sêmen nos bodes (modelo 
artesanal). 

 

sêmen, obtendo-se a temperatura interna média de 41 °C (40 a 42 °C) no ato 

da coleta. Além disso, o tubo de coleta foi revestido com o saco de tecido 

escuro, para proteger o sêmen das variações térmicas e da radiação solar 

ultravioleta. Foram utilizadas cabras em estro natural como manequim, 

colocadas em um tronco de contenção, para coletas em dias alternados. 

 

2.7. Exames do sêmen  
 
O sêmen coletado foi colocado em banho-maria a 37 °C, para 

preservação dos espermatozoides durante as análises. Os materiais utilizados 

no experimento, como lâminas, lamínulas, pipetas e recipientes, foram coloca-

dos sobre uma placa aquecedora a 37 °C, evitando, a ssim, que os espermato-

zoides passassem por variações térmicas.  

 

2.8. Volume seminal 
 
A determinação do volume do ejaculado foi realizada no laboratório, por 

meio de leitura no tubo de coleta graduado, antes da colocação no banho-

maria. 

 

2.9. Coloração seminal  
 
A cor do sêmen foi determinada visualmente, de acordo com Mies Filho 

(1987). 
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2.10. Aspecto seminal 
 
O aspecto seminal foi classificado em aquoso (1), leitoso (2) ou cremoso 

(3) (MIES FILHO, 1987). 

 

2.11. Turbilhonamento espermático 
 
Na avaliação do turbilhonamento, foram colocados 10 µL de sêmen 

recém-coletado sobre lâmina a 37 °C, levando-a, ent ão, ao microscópio de 

contraste de fase, com aumento de 10x. A interpretação foi subjetiva, sendo 

considerada a escala de 0 a 5 pontos (FONSECA et al., 1992). 

 

2.12. Motilidade espermática  
 
A motilidade espermática do sêmen fresco foi determinada ao colocar 

10 µL de sêmen sobre a lâmina escavada, adicionando-se 100 µL do diluente 

de congelamento a 37 °C. O material foi homogeneiza do, em seguida foram 

retirados 10 µL, que foram então colocados sobre a lâmina a 37 °C  e cobertos 

com lamínula. Esse material foi levado ao microscópio de contraste de fase, 

com aumento de 40 vezes. A avaliação foi subjetiva, considerando-se 

variações de 0 a 100 % de células móveis. A diluição não foi utilizada para a 

avaliação do sêmen congelado. 

 

2.13. Vigor espermático  
 
O vigor espermático foi avaliado a partir da mesma lâmina preparada 

para motilidade espermática e classificado em uma escala de 0 a 5 pontos, em 

que os valores mais elevados indicaram sêmen com espermatozoides 

apresentando maior intensidade de movimentação (FONSECA et al., 1992). 

 

2.14. Concentração espermática  
 
Para determinação da concentração espermática, foi utilizada a câmara 

hematocitométrica, modelo de Neubauer, em que o sêmen foi diluído em água 

destilada, na proporção de 1:200 (água: diluidor), utilizando-se a pipeta de 

volume variável. Preenchida a câmara de Neubauer, o material foi levado ao 

microscópio de contraste de fase em aumento de 40 vezes; foram contados 
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cinco quadrados dos 25 presentes na câmara (FONSECA et al., 1992). Em 

seguida, aplicou-se a fórmula:  
 

200/1*10/1*5/1
N

][ sptz =  

 
em que 

[]sptz = concentração espermática; e 

N = número de espermatozoides contados. 

 

2.15. Congelamento do sêmen 
 
As amostras foram congeladas, utilizando-se o meio comercial à base 

de Tris (Bioxcell – IMV). O sêmen foi envasado em palhetas de 0,25 mL; essas 

palhetas foram colocadas em tubo de ensaio de 20 mL revestido por refil (saco 

plástico), colocado dentro de recipiente de plástico com capacidade de 240 mL, 

contendo 125 mL de álcool etílico absoluto. O recipiente foi então colocado na 

posição horizontal dentro da geladeira, com temperatura interna entre 4 e 5 °C, 

durante 60 minutos.  

O congelamento foi realizado durante 15 minutos em vapor de nitrogênio 

líquido, colocando-se as palhetas sobre suporte de aço inoxidável, a 5 cm 

acima da superfície de nitrogênio líquido, acondicionadas em caixa de isopor 

com 40 cm de comprimento x 32 cm de altura x 20 cm de largura, contendo 

uma camada de 5 cm de altura de nitrogênio em seu interior. Após esse 

período, as palhetas foram imersas no nitrogênio, para o congelamento final do 

sêmen. Em seguida, foram colocadas em raques, devidamente identificadas, 

ainda submersas no nitrogênio. As raques foram estocadas em botijão com 

nitrogênio líquido, para análises posteriores. 

 

2.16. Teste de coloração supravital 
 
O teste de coloração supravital foi realizadocom 10 µL do corante eosina-

nigrosina, adicionado a 10 µL de sêmen, homogeneizado, a 37 °C. Em 

seguida, foi realizado um esfregaço em lâmina, que, após secar, foi levada para 

leitura em microscópio ótico com aumento de 40 vezes. Foram consideradas 

com membranas funcionais as células coradas, e as de cor rósea foram 

consideradas sem funcionalidade de membrana. 
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2.17. Teste hiposmótico 
 
O teste hiposmótico foi realizado em solução de frutose a 100 mOsm/L. 

Para esse procedimento, uma alíquota de 20 µL de sêmen foi adicionada a um 

microtubo plástico (capacidade = 2 mL), contendo 1 mL da solução 

hipoosmótica, e incubada em banho-maria a 37 °C, po r 30 minutos. Após o 

término da incubação, foram adicionados 500 µL de formol salino a 10 %, para 

posterior análise em microscópio ótico com um aumento de 100 vezes. Foram 

considerados com membrana plasmática íntegra aqueles espermatozoides que 

durante a incubação sofreram dobramento da cauda, e os que não sofreram 

dobramento foram considerados com membrana plasmática lesada. 

 

2.18. Análise estatística 
 
A análise estatística seguiu os seguintes critérios: o teste de Lilliefors foi 

utilizado para verificação de normalidade dos dados. Para avaliar a 

homocedasticidade das variâncias, empregou-se o teste de Cochran e Bartlett. 

Nas variáveis quantitativas com distribuição normal foi empregado ANOVA; às 

variáveis com diferença entre as médias aplicou-se o teste de comparação de 

médias, escolhido com base no coeficiente de variação (CV), em que para 

variáveis com CV menor ou igual a 15 % foi escolhido o teste de Tukey, para 

CV maior que 15 % e menor ou igual a 30 % o teste escolhido foi o teste de 

Student-Newman-Keuls (SNK). Para CV maior que 30 % o teste adotado foi o 

de Duncan. Nas variáveis qualitativas e nas variáveis quantitativas que não 

apresentaram distribuição normal foi utilizado o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis. A correlação simples de Pearson foi feita entre todas as 

variáveis estudadas. O valor de α foi de 5 % para todos os parâmetros avalia-

dos. 

 

3. Resultados e discussão 
 
Para comparação dos dados observados neste estudo com os 

encontrados na literatura consultada e realização da inferência destes dados 

com a população, criou-se um intervalo de confiança de 95% de certeza de 

conter a média real da população para todas as variáveis analisadas e 

calculou-se também o erro-padrão da média dos dados observados da 
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literatura, sendo estes expressos quando comparados aos dados deste estudo. 

Os valores médios, com seus respectivos erros-padrão da média (Média ± SẊ), 

referentes ao aspecto do sêmen (ASPEC), à coloração seminal (COL), ao 

volume do ejaculado (VOL), à concentração espermática (CONC), à motilidade 

(MT) e ao vigor espermático (VIG) do sêmen a fresco e à motilidade (MT) e ao 

vigor espermático (VIG) do sêmen descongelado encontram-se na Tabela 1 . 

Não houve variação (P>0,05) entre os animais utilizados em qualquer variável 

estudada. 

 

Tabela 1  – Médias, erro-padrão das médias do aspecto, coloração, concentra-
ção, volume, turbilhonamento, motilidade e vigor espermáticos do 
sêmen fresco 

 
Descrição Média S ẋ 

ASPEC 2,10 0,56 

COL 1,72 0,53 

CONC 3,76 0,09 

VOL 1,16 0,04 

TURB 3,38 0,06 

MOTF 80,69 0,49 

VIGF 3,03 0,03 

ASPEC = aspecto do sêmen; COL = coloração seminal; CONC = concentração espermática 
(SPTZs * 109/mL; VOL = volume do sêmen (mL); TURB = turbilhonamento espermático (0-5); 
MOTF = motilidade espermática do sêmen fresco (%); e VIGF = vigor espermático do sêmen 
fresco (0-5). 

 

O aspecto e a coloração seminais estavam entre os considerados 

normais para a espécie (CBRA, 1998). 

O volume médio de sêmen coletado foi 1,16 ± 0,04 mL, igual ao 1,1 ± 

0,15 mL coletado por Santos (2010) e 1,06 ± 0,02 mL por Siqueira (2006); 

superior ao 0,7 ± 0,05 mL coletado por Martins et al. (2006); e coerente com os 

valores considerados normais para bodes durante a estação reprodutiva 

(KARATZAS et al., 1997). Segundo Hafez e Hafez (2004), o volume do sêmen 

varia de acordo com o método de coleta, a idade do animal, a estação e a 

frequência das coletas, variando entre 0,5 e 2 mL em animais adultos e entre 

0,5 e 0,7 mL nos jovens. 
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A concentração espermática média foi de 3,76 ± 0,09 * 109 espermato-

zoides/mL, igual aos resultados de 3,45 ± 0,2 x 109 espermatozoides/mL 

obtidos por Martins et al. (2006); e superiores aos resultados obtidos por 

Santos (2010), 1,94 ± 0,21 x 109 espermatozoides, por Siqueira (2006), 2,02 ± 

0,15 x 109 espermatozoides/mL epor Rovay (2006), 2,2 ± 0,16 x 109 esperma-

tozoides/mL, o que demonstra a alta variabilidade da concentração espermáti-

ca de caprinos na literatura consultada.  

Observou-se turbilhonamento médio de 3,38 ± 0,06, igual a 3,6 ± 0,23 

observado por Santos (2010), diferindo de 3,83 ± 0,13 reportado por Siqueira 

(2006), de 4,06 ± 0,1 observado por Martins et al. (2006) e de 4,0 ± 0,12 

constatado por Castilho (2008).  

Constatou-se motilidade espermática do sêmen fresco de 80,7 ± 0,49, 

igual a 77,5 ± 1,37 observado por Santos (2010), a 72,00 ± 11,59 reportado por 

Bittencourt et al. (2007),a 82,87 ± 1,15  por Martins et al. (2006), a 83,0 ± 1,17 

por Siqueira (2006) e inferior a 86,0 ± 0,89 constatado por Rovay (2006). Esses 

valores são classificados como normais para a espécie, de acordo com os 

valores mínimos de motilidade espermática preconizados para a espécie, pelo 

CBRA (1998). 

Os valores médios do vigor espermático do sêmen fresco foram 3,03 ± 

0,03, corroborando com 3,35 ± 0,07 observado por Martins et al. (2006), 

diferindo de 3,8 ± 0,09 constatado por Santos (2010), de 4,14 ± 0,11 por 

Siqueira (2006), de 4,0 ± 0,17 por Rovay (2006) e de 4,1 ± 0,06 por Castilho 

(2008), estando dentro do valor mínimo preconizado pelo CBRA (1998). 

Os resultados referentes às características do sêmen fresco apresen-

taram qualidade satisfatória para a realização dos congelamentos e o segui-

mento do estudo. 

Os resultados das análises de motilidade espermática do sêmen 

descongelado estão sumariados na Tabela 2 . 

Todos os tratamentos apresentaram diferenças (P<0,05) para o 

parâmetro motilidade espermática, sendo os tratamentos T1,0 e T0,5 os que 

apresentaram maiores valores (33,45 % ± 1,07 e 32,59 % ± 0,98, respectiva-

mente) em relação ao 28,62 % ± 1,05 do Tcontrole e acima do valor mínimo de 

30 %, preconizado pelo CBRA (1998) para sêmen descongelado. Os trata-

mentos  T1,5; T2,5; T2,0 e T3,0 apresentaram   27,41  ±  0,96 %;   26,55  ±  0,94 %; 
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Tabela 2  – Médias e erro-padrão das médias da motilidade espermática do 
sêmen descongelado 

 
Tratamento Média (%) Sẋ 

Tcontrole 28,62c 1,05 

T0,5 32,59b 0,98 

T1,0 33,45a 1,07 

T1,5 27,41d 0,96 

T2,0 25,89f 0,99 

T2,5 26,55e 0,94 

T3,0 25,17g 1,06 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de 
Duncan. 

 

25,89 ± 0,99%;e 25,17 % ± 1,06 %, respectivamente. O resultado do Tcontrole foi 

inferior a 51,0 ± 0,31 % constatado por Bittencourt et al. (2004),a 31,33 ± 

0,29 % por Betini et al. (1998) e a 41,5 ± 2,58 % por Bittencourt et al. (2007). 

Os resultados das análises do vigor espermático do sêmen desconge-

lado estão sumariados na Tabela 3 . 

 

Tabela 3 – Médias e erro-padrão das médias do vigor espermático do sêmen 
descongelado 

 
Tratamento Média Sẋ 

Tcontrole 2,10 a 0,07 

T0,5 2,24 a 0,07 

T1,0 2,40 a 0,08 

T1,5 2,28 a 0,07 

T2,0 2,13 a 0,07 

T2,5 2,19 a 0,07 

T3,0 2,26 a 0,09 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de 
Kruskal-Wallis. 

 

Não houve variação (P>0,05) nas médias dos tratamentos do parâmetro 

vigor espermático Tcontrole (2,1 ± 0,07), T0,5 (2,24 ± 0,07), T1,0 (2,4 ± 0,08), T1,5 

(2,28 ± 0,07), T2,0 (2,13 ± 0,07), T2,5 (2,19 ± 0,07), T3,0 (2,26 ± 0,09). O grupo 

Tcontrole apresentou resultados inferiores a 3,15 ± 0,012 observados por 
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Bittencourt et al. (2004), 2,46 ± 0,03 por Betini et al. (1998), 2,5 ± 0,03 por Maia 

et al. (2006) e 3,2 ± 0,16 por Silva et al. (2011). 

Os resultados da avaliação da funcionalidade de membrana por meio do 

teste supravital estão sumariados na Tabela 4 . 

 

Tabela 4 – Médias e erro-padrão das médias da análise de funcionalidade de 
membrana do espermatozoide, por meio do teste supravital do 
sêmen descongelado 

 
Tratamento Média Sẋ 

Tcontrole 37,7b 0,94 

T0,5 41,5a 0,85 

T1,0 35,54b 0,81 

T1,5 30,65c 0,98 

T2,0 38,06b 0,91 

T2,5 36,33b 1,00 

T3,0 34,77b 1,13 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de 
Duncan. 

 

O percentual de células com a membrana funcional pelo teste supravital 

em T0,5 (41,5 ± 0,85) foi superior (P<0,05) ao do Tcontrole (37,7 ± 0,94); este 

último foi igual a 38,53 ± 2,33 observado por Dias (2010), inferior a 61,79 ± 

1,14 por Oliveira et al. (2009), superior a 29,06 ± 0,17 por Betini et al. (1998) e 

18,0 ± 0,98 por Maia et al. (2006). Também não foram constatadas variações 

(P>0,05) nos percentuais médios dos tratamentos T2,0; T2,5; T1,0; e T3,0 (38,06 ± 

0,91; 38,06 ± 1,0; 36,33 ± 0,81; 35,54 ± 0,81; e 34,77 ± 1,13, respectivamente), 

em relação ao do Tcontrole. O tratamento T1,5 (30,65 ± 0,98) foi inferior (p<0,05), 

aos demais tratamentos. Pode-se observar que a inclusão do complexo 

colesterol-ciclodextrina na concentração de 0,5 mg/mL propicia melhor funcio-

nalidade de membrana aos espermatozoides de caprino descongelados, 

aumentando, assim, a viabilidade do sêmen. 

Os resultados da avaliação da integridade de membrana por meio do 

teste hiposmótico estão sumariados na Tabela 5.  
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Tabela 5  – Médias e erro-padrão das médias da análise de integridade esper-
matozoide, por meio do teste hiposmótico do sêmen descongelado 

 

Tratamento Média Sẋ 

Tcontrole 28,55b 1,01 

T0,5 24,21a 0,82 

T1,0 23,74b 0,85 

T1,5 21,92c 1,18 

T2,0 21,24b 0,87 

T2,5 24,47b 0,76 

T3,0 19,68b 0,88 

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si (P<0,05), pelo teste de 
Kruskal-Wallis. 

 

A integridade da membrana plasmática dos espermatozóides por meio do 

teste hiposmótico não foi afetada pelos tratamentos (P>0,05) Tcontrole (28,55 ± 

1,01), T2,5 (24,47 ± 0,76), T0,5 (24,21 ± 0,82), T1,0 (23,74 ± 0,85), T1,5 (21,92 ± 

1,18), T2,0 (21,24 ± 0,87) e T3,0 (19,68 ± 0,88), pelo teste de Kruskal-Wallis, o 

que demonstra que a adição de complexo ciclodextrina-colesterol não interferiu 

na funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozoides. O resultado 

observado para T1 foi inferior a 55,25 ± 3,19 reportado por Alves et al. (2006) e 

a 34,8 ± 3,6 por Oliveira et al. (2013). 

Os resultados da correlação simples de Pearson nas variáveis 

estudadas estão sumariados na Tabela 6 . 

O plasma seminal apresenta coloração amarelada, com maior destaque 

para o sêmen que apresenta maior relação plasma seminal:células espermá-

ticas, característica observada neste estudo pela correlação negativa entre o 

aspecto e a coloração seminal (r = -0,87), volume seminal (r = -0,73). Obser-

vou-se também correlação negativa da coloração seminal com o vigor do 

sêmen fresco (r = -0,66). A partir dessas correlações pode-se afirmar que 

quanto mais aquoso o sêmen mais amarelado é, e maior o volume e a 

intensidade de movimentação das células espermáticas. No entanto, a 

correlação negativa do volume seminal com o turbilhonamento espermático 

(r = -0,71) e motilidade espermática (r = -0,49) sugere que a maior quantidade 

de plasma pode ter ação deletéria sobre as células espermáticas, diminuindo o 

percentual de células móveis, o que pode ser corroborado ainda pela 
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Tabela 6  – Correlações simples de Pearson entre aspectos físicos do sêmen in 
natura e descongelado 

 
 ASPEC COL CONC VOL TURB  MOTF VIGF  MOTD  VIGD 

ASPEC 1 -0,87* 0,51* -0,73* 0,06 0,0 -0,66* 0,11 -0,13 

COL  1 -0,5* 0,87* -0,46* 0,0 0,21 -0,03 0,23 

CONC   1 -0,85* 0,61* 0,85* -0,26 0,09 0,25 

VOL    1 -0,71* -0,49* 0,13 -0,05 0,01 

TURB     1 0,57* 0,58* -0,06 0,03 

MOTF      1 0 0,06 0,4* 

VIGF       1 -0,17 -0,09 

MOTD        1 0,58* 

VIGD         1 

Números seguidos por (*) apresentam correlação significativa (p<0,05). ASPEC = aspecto do 
sêmen; COL = coloração seminal; CONC = concentração espermática; VOL = volume de 
sêmen; TURB = turbilhonamento espermático; MOTF = motilidade do sêmen fresco; VIGF = 
vigor do sêmen fresco; MOTD = motilidade do sêmen descongelado; e VIGD = vigor do sêmen 
descongelado. 

 

correlação positiva entre a motilidade espermática do sêmen fresco e a 

concentração espermática (r = 0,85). Esta última apresenta ainda correlação 

positiva com o turbilhonamento espermático (r = 0,61), e correlação negativa 

com a coloração espermática (r = -0,5) e volume seminal (r = -0,85). 

O turbilhonamento espermático observado neste estudo é similar aos 

observados por Bispo (2005) e Santos (2010), com correlação positiva com a 

motilidade espermática (r = 0,57) e o vigor espermático (r = 0,58), indicando 

que os ejaculados de maior turbilhonamento espermático apresentaram maior 

quantidade de espermatozoides móveis e mais vigorosos. Esses resultados 

diferem dos encontrados por Bezerra e Oliveira (2007), que observaram 

correlação entre o turbilhonamento e a motilidade espermática (r = 0,93) e vigor 

espermático (r = 0,94), o que reforça a ideia de realizar o congelamento dos 

ejaculados que apresentarem os maiores percentuais de células móveis.  

 

4. Conclusão 
 
Conclui-se que a adição de 0,5 mg do complexo ciclodextrina-colesterol 

no sêmen com a concentração espermática de 200 * 106/mL diminui as perdas 

de integridade e funcionalidade da membrana plasmática. No entanto, a adição 

de 1,0 mg do complexo ciclodextrina-colesterol no sêmen com a concentração 
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espermática de 200 * 106/mL propicia melhor resultado na motilidade espermá-

tica após o descongelamento do sêmen.  
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Artigo 2 

 
Avaliação da integridade e funcionalidade da membra na espermática 

após a inclusão do complexo ciclodextrina-colestero l ao sêmen caprino 
 

Resumo : O objetivo deste estudo foi avaliar a integridade e a funcionalidade da 
membrana plasmática de espermatozoide após a adição do complexo 
ciclodextrina-colesterol (CCC), diluído em extensores àbase de Tris-Glicerol ou 
à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo ao sêmen caprino. Objetivou-se ainda 
avaliar a forma de inclusão deste complexo (junto com o diluente ou pré-
incubado por 15 minutos). Foram coletados três ejaculados de cada um dos 
quatro bodes, totalizando 12 ejaculados. Cada ejaculado foi avaliado, e aqueles 
considerados aptos para o congelamento, segundo os parâmetros mínimos de 
motilidade e vigor espermáticos exigidos pelo CBRA (1998), foram fracionados 
em seis alíquotas de 350 * 106 espermatozoides (quantidade suficiente para 
sete doses de 50 * 106 de espermatozoides/palheta de 0,25 mL). Cada alíquota 
recebeu 1,0 mg deCCC nos seguintes tratamentos: TGlicerol – controle negativo 
para o diluenteà base de Tris-glicerolwithout CCC; TGlicerol + CCC – para o diluente 
à base de Tris-glicerol + CCC; TGlicerol + CCC/pré-incubado – CCC diluído em solução 
isosmótica ao sêmen (soro fisiológico) com 15 minutos de incubação antes da 
adição do diluente à base de Tris-glicerol; TEtilenoglicol – controle negativo para o 
diluente à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo; TEtilenoglicol + CCC – para o 
diluente à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo + CCC e TEtilenoglicol+ CCC/pré-

incubado – para o CCC diluído em solução iso-osmótica ao sêmen (soro 
fisiológico) com 15 minutos de incubação antes da adição do diluente à base 
de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo. O valor de α foi de 5% para todos os 
parâmetros avaliados. As médias da motilidade espermática diferiram (P<0,05) 
entre todos os tratamentos TGlicerol + CCC/pré-incubado (37,08 ± 2,17), TGlicerol + CCC 
(35,00 ± 1,51), TGlicerol (29,55 ± 2,81), TEtilenoglicol+CCC/pré-incubado (29,17 ± 4,52), 
TEtilenoglicol + CCC (25,83 ± 3,98), TEtilenoglicol (23,64 ± 4,10). O vigor espermático do 
sêmen descongelado não foi afetado pelos tratamentos aplicados (P>0,05), 
apresentando as seguintes médias TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado(2,96 ± 0,31), 
TEtilenoglicol + CCC (2,91 ± 0,12), TGlicerol + CCC/pré-incubado (2,75 ± 0,2), TEtilenoglicol (2,59 ± 
0,35), TGlicerol + CCC (2,29 ± 0,18) e TGlicerol (2,22 ± 0,18). Não foram observadas 
diferenças (P>0,05) nos percentuais médios para integridade de membrana 
pelo teste hiposmótico dos tratamentos TGlicerol + CCC/pré-incubado (52,0 ± 4), 
TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (49,65 ± 5,9), TGlicerol + CCC (45,05 ± 4,83), TGlicerol (44,8 ± 
2,31), TEtilenoglicol (44,39 ± 4,66) e TEtilenoglicol + CCC (39,6 ± 4,96).  Não foram 
observadas diferenças (P>0,05) entre as médias dos tratamentos TEtilenoglicol+ 

CCC/pré-incubado (29,0 ± 3,82), TEtilenoglicol + CCC (26,96 ± 4,73), TGlicerol + CCC/pré-incubado 
(24,5 ± 4,2), TGlicerol + CCC (23,54 ± 4,49), TGlicerol (20,79 ± 3,35) e TEtilenoglicol 
(19,45 ± 4,08), para funcionalidade da membrana plasmática pelo teste 
supravital. Foram observadas diferenças (P<0,05) na produção de ATP na 
bainha mitocondrial nos tratamentos TEtilenoglicol + CCC (62,92 ± 8,34), TEtilenoglicol+ 

CCC/pré-incubado (62,72 ± 8,79), TEtilenoglicol (59,19 ± 9,57), TGlicerol + CCC/pré-incubado 
(11,92 ± 6,89), TGlicerol (11,64 ± 5,43) e TGlicerol + CCC (7,76 ± 3,31). Foram 
observadas diferenças (P<0,05) na integridade de membrana acrossomal nos 
tratamentos TEtilenoglicol (78,19 ± 5,82), TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (74,43 ± 6,31), 
TEtilenoglicol + CCC (70,68 ± 5,77), TGlicerol (47,06 ± 4,31), TGlicerol + CCC (46,88 ± 6,58) 
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e TGlicerol + CCC/pré-incubado (44,6 ± 8,57). Não foram observadas diferenças 
(P>0,05) na integridade de membrana plasmática por meio das sondas 
fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) nos tratamentos TGlicerol (63,98 ± 
8,4), TGlicerol + CCC (63,08 ± 9,05), TGlicerol + CCC/pré-incubado (52,24 ± 9,47), T5 (52,09 
± 10,88), TEtilenoglicol+ CCC/pré-incubado (44,37 ± 8,96) eTEtilenoglicol (37,19 ± 10,81). 
Diante desses resultados, conclui-se que a adição de 1,0 mg de complexo 
ciclodextrina-colesterol no sêmen com a concentração espermática de 200 * 
106 /mL não altera a integridade e/ou a funcionalidade da membrana plasmática 
do espermatozoide caprino. O diluidor à base de Tris-gema de ovo-etileno 
glicol não altera a funcionalidade da membrana plasmática ou o vigor espermá-
tico. Embora influencie positivamente a integridade da membrana acrossomal, 
afeta negativamente a motilidade espermática do sêmen descongelado, 
comparado ao diluente à base de Tris-Glicerol. A pré-incubação do sêmen com 
o complexo ciclodextrina-colesterol não altera as características de vigor esper-
mático, além de integridade e funcionalidade da membrana plasmática dos 
espermatozoides, mas afeta positivamente a motilidade espermática do sêmen 
descongelado.  
 

Palavras-chave : caprino; colesterol-ciclodextrina; etilenoglicol; glicerol; sêmen. 
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Evaluation of the integrity and functionality of th e goat sperma plasma 

membrane after the addition of the ciclodextrin-cholesterol compound 

 

Abstract : The objective of this study was to evaluate the functionality and 
integrity of plasma membrane of thawed goat semen after addition of 
Ciclodextrin-Cholesterol Compound (CCC) diluted in tris glycerol or tris ethylene 
glycol + yolk hen’s egg diluent to goat semen. And further, to evaluate the way 
of inclusion of the CCC (together with diluent or preincubated for 15 minutes). 
Four billy goats were used and three samples were collected from each with a 
total of twelve ejaculates. Each ejaculate was evaluated and the ones good to 
be frozen by the minimum requirements of motility and vigor by the Brazilian 
College of Animal Reproduction (CBRA, 1998) were fractionated in six aliquots 
of 350 * 106 spermatozoa (enough for 07 doses with 50 * 106 spermatozoa/ 
semen straw). Each aliquot received 1.0 mg of CCC in the following treatment: 
TGlycerol – negative control to Tris glycerol diluent without CCC; TGlycerol + CCC – 
Tris glycerol diluent + CCC; TGlycerol + CCC + preincubated – CCC diluted in isosmotic 
solution (normal saline) 15 minutes before addittion of the Tris glycerol diluent; 
TEthyleno glycol – negative control to Tris ethyleno glycol diluent without CCC; 
TEthylene glycol + CCC – Tris ethylene glycol + yolk hen’s egg diluent + CCC; TEthylene 

glycol + CCC + preincubated – CCC diluted in isosmotic solution (normal saline) 15 
minutes before addition of the Tris ethylene glycol + yolk hen’s egg diluent. 
Treatments were considered to be different if P < 0.05. It was found difference 
among the averages of all treatments for the spermatic motility (P<0.05) TGlycerol 

+ CCC + preincubated (37.08 ± 2.17), TGlycerol + CCC (35.00 ± 1.51), TGlycerol (29.55 ± 
2.81), TEthylene glycol+ CCC + preincubated (29.17 ± 4.52), TEthylene glycol+ CCC (25.83 ± 
3.98), TEthylene glycol (23.64 ± 4.10). The vigor of thawed semen was not affected 
by treatments used (P>0.05), whose averages are: TEthyleno glycol + CCC + preincubated 
(2.96± 0.31), TEthyleno glycoll + CCC (2.91 ± 0.12), TGlycerol + CCC + preincubated (2.75 ± 0.2), 
T Ethyleno glycol (2.59 ± 0.35), TGlycerol + CCC (2.29 ± 0.18), TGlycerol (2.22 ± 0.18). No 
difference was found (P>0.05) on the percentage plasma membrane integrity by 
hypoosmotic test on treatments TGlycerol + CCC/preincubated (52.0 ± 4), TEthylene glycol+ 

CCC/preincubated (49.65 ± 5.9), TGlycerol + CCC (45.05 ± 4.83), TGlycerol (44.8 ± 2.31), 
TEthylene glycol (44.39 ± 4.66), TEthylene glycol + CCC (39.6 ± 4.96). The functionality of 
the plasma membrane by supravital test was not affected by the treatments 
(P>0.05). The treatments averages were: TEthylene glycol+ CCC/preincubated (29.0 ± 
3.82), TEthylene glycol + CCC (26.96 ± 4.73), TGlycerol + CCC/preincubated (24.5 ± 4.2), 
TGlycerol + CCC (23.54 ± 4.49), TGlycerol (20.79 ± 3.35), TEthylene glycol (19.45 ± 4.08). 
The ATP production by mitochondrial sheath was affected by treatmens 
(P<0.05) and theirs means were: TEthylene glycol + CCC (62.92 ± 8.34), TEthylene glycol+ 

CCC/preincubated (62.72 ± 8.79), TEthylene glycol (59.19 ± 9.57), TGlycerol + CCC/preincubated 
(11.92 ± 6.89), TGlycerol (11.64 ± 5.43), TGlycerol + CCC (7.76 ± 3.31). The acrosomal 
membrane integrity means by treatments were: TEthylene glycol (78.19 ± 5.82), 
TEthylene glycol+ CCC/preincubated (74.43 ± 6.31), TEthylene glycol + CCC (70.68 ± 5.77), 
TGlycerol (47.06 ± 4.31), TGlycerol + CCC (46.88 ± 6.58), TGlycerol + CCC/preincubated (44.6 ± 
8.57) and were influenced by the treatments (P<0.05). The plasma membrane 
integrity by fluorescent probes (Propidium iodide + diethyl carboxyfluorescein) 
were not affected by treatments (P>0.05) and theirs means were: TGlycerol (63.98 
± 8.4), TGlycerol + CCC (63.08 ± 9.05), TGlycerol + CCC/preincubated (52.24 ± 9.47), T5 
(52.09 ± 10.88), TEthylene glycol+ CCC/preincubated (44.37 ± 8.96), TEthylene glycol (37.19 ± 
10.81). It is concluded based on the results that the addittion of 1.0 mg of CCC 
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on the spermatic concentration of 200 * 106/mL did not affected the integrity 
neither the functionality of plasma membrane of goat sperm. The Tris + 
Ethyleno glycol + yolkegg hen’s yolk diluent did not alter the functionality of 
plasma membrane or vigor. Although it has a positive influence on the 
acrossomal membrane integrity, negatively affects the motility of the thawed 
sperm compared to solvent-based Tris-glycerol. The preincubation of sperm 
with CCC does not alter the characteristics of sperm vigor, and integrity and 
functionality of the plasma membrane, but positively affect the motility of the 
thawed sperm. 
 

Key words : Goat semen; cholesterol-cyclodextrin; ethylene glycol; glycerol. 
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1. Introdução 

 

A criopreservação do sêmen é uma biotécnica da reprodução que 

oferece vantagens à indústria da produção animal, como o armazenamento de 

material genético por tempo indefinido (FICKEL et al., 2007). No entanto o 

processo de criopreservação das células espermáticas resulta em diminuição 

da fertilidade, quando comparado com sêmen fresco (GUTHRIE et al., 2002), 

devido ao efeito deletério dos processos de resfriamento e congelamento do 

sêmen, que causaa desestabilização da membrana plasmática dos espermato-

zoides (ORTEGA et al., 2003). Essa alteração da membrana plasmática dos 

espermatozoides pode ser em níveis ultraestrutural, bioquímico e funcional, 

resultando na redução da motilidade, viabilidade e capacidade de fertilização 

dos espermatozoides, ou sendo letal ao espermatozoide (LEBOEUF et al., 

2000; STORNELLI et al., 2005). A desestabilização da membrana ocorre na 

transição da fase fluida para a fase gel, durante a diminuição da temperatura 

no processo de criopreservação (QUINN, 1989) 

Deste modo, a otimização das técnicas de criopreservação de esperma-

tozoides, de acordo com o tipo de sêmen utilizado (ORTEGA et al., 2003), 

torna-se indispensável. Esse procedimento tem como finalidade conservar um 

elevado número de espermatozoides sobreviventes, além de manter sua capa-

cidade fertilizante (STORNELLI et al., 2005). Para isto, a adição do colesterol à 

membrana plasmática dos espermatozoides é uma alternativa viável (AMANN, 

1999), pelo fato de o colesterol controlar a estrutura de membrana e interagir 

com a cadeia de fosfolipídios (DARIN-BENNETT; WHITE, 1977), tornando a 

membrana plasmática mais estável e, consequentemente, baixando a 

temperatura na fase de transição (QUINN, 1989; MOCÉ et al., 2010). 

O colesterol,quando carreado pelas ciclodextrinas, é transferido para um 

gradiente de concentração baixa da membrana plasmática do espermatozoide, 

resultando no aumento de seus níveis de colesterol (KLEIN et al., 1995). Os 

diluentes compostos à base de gema de ovo não podem ser indicados para 

adição do complexo ciclodextrina-colesterol, visto que a maior parte do 

colesterol complexado à ciclodextrina seria transferido preferencialmente para 

as gotas lipídicas da gema de ovo, em vez de serem incorporados às 

membranas dos espermatozoides. A incubação do complexo ciclodextrina-
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colesterol no sêmen, realizada 15 minutos antes da adição do diluente de 

criopreservação, proporciona maior percentual de células espermáticas móveis 

e viáveis após o processo de congelamento e descongelamento do sêmen 

(AMORIM et al., 2007). 

Com isto, é possível que a adição do complexo ciclodextrina-colesterol 

possa preservar a integridade, a estabilidade e a funcionalidade da membrana 

plasmática do espermatozoide de caprinos no pós-descongelamento. O 

diluente de congelamento composto por gema de ovo não altera a integridade 

das membranas plasmáticas e acrossomais dos espermatozoides no pós-

descongelamento. Os índices de motilidade e vigor espermáticos são 

melhorados pela adição do complexo ciclodextrina-colesterol aos diluentes que 

não contenham gema de ovo em sua composição e, também, se o sêmen for 

pré-incubado por 15 minutos com este complexo antes da adição do diluente 

de criopreservação.  

No presente estudo foram avaliadas a integridade e a funcionalidade da 

membrana plasmática após a adição do complexo ciclodextrina-colesterol, 

diluído em extensores à base de Tris-Glicerol ou à base de Tris-Etilenoglicol-

gema de ovo ao sêmen caprino. Avaliou-se também a forma de inclusão desse 

complexo (junto com o diluente ou pré-incubado por 15 minutos). 

 

2. Material e métodos  

2.1. Comissão de ética animal 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética da Universidade Federal 

de Viçosa, sob o número de registro do projeto: 50553400777. 

 

2.2. Local 
 
O estudo foi conduzido no período de janeiro a março de 2011, no setor 

de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de 

Viçosa, Viçosa, Minas Gerais. Viçosa localiza-se a 20°46’23” de latitude sul e 

42°51’53”de longitude oeste, tem altitude média de 692,74 m e clima Cwa pela 

classificação de Köppen (inverno seco e verão úmido), com temperatura média 

anual de 19,4 °C e precipitação pluviométrica anual  de 1.221 mm3. 
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2.3. Animais 
 
Foram utilizados quatro reprodutores das raças Saanen (2) e Pardo 

Alpina (2), com idades entre 3 e 7 anos, simetria testicular, escroto sem 

qualquer alteração, prepúcio e pênis normais, boa libido e clinicamente 

normais, com fertilidade comprovada no próprio rebanho. 

 

2.4. Delineamento experimental 
 
Foram coletados três ejaculados de cada um dos quatro bodes, 

totalizando 12 ejaculados. Cada ejaculado foi avaliado, e aqueles considerados 

aptos para o congelamento, segundo os parâmetros mínimos de motilidade e 

vigor espermáticos exigidos pelo CBRA (1998), foram fracionados em seis 

alíquotas de 350 * 106 espermatozoides (quantidade suficiente para sete doses 

de 50 * 106 de espermatozoides/palheta de 0,25 mL. Cada alíquota recebeu um 

dos tratamentos a seguir: TGlicerol – controle negativo para o diluente à base de 

Tris-glicerol; TGlicerol + complexo – para o diluente à base de Tris-glicerol + Comple-

xo Ciclodextrina-Colesterol; TGlicerol + complexo/préincubado – Complexo Ciclodextrina-

Colesterol diluído em solução iso-osmótica ao sêmen (soro fisiológico) com 15 

minutos de incubação antes da adição do diluente à base de Tris-glicerol; 

TEtilenoglicol – controle negativo para o diluente à base de Tris-Etilinoglicol-Gema 

de ovo; TEtilenoglicol + complexo – para o diluente à base de Tris-Etilinoglicol-Gema 

de ovo + Complexo Ciclodextrina-Colesterol eTEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado – para 

o Complexo Ciclodextrina-Colesterol diluído em solução iso-osmótica ao sêmen 

(soro fisiológico), com 15 minutos de incubação antes da adição do diluente à 

base de Tris-Etilinoglicol-Gema de ovo. 

 

2.5. Preparo do Complexo Ciclodextrina-Colesterol ( CCC) 
 
Metil-β-ciclodextrina foi carreada com colesterol, adotando-se a 

metodologia descrita por Purdy e Graham (2004), em que 200 mg de colesterol 

(C3045; Sigma) foram dissolvidos em 1 mL de clorofórmio (JT-Baker) em um 

tubo devidro. Em um béquer foi dissolvido 1 g de metil-β-ciclodextrina (C4555; 

Sigma) em 2 mL de metanol (SYNTH). Em seguida, uma alíquota de 0,45 mL 

da solução de colesterol + clorofórmio foi adicionada à solução de ciclodextrina, 

e a mistura foi agitada até ficar clara. Então, a mistura foi colocada em uma 
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placa de Petri de vidro, e os solventes foram removidos por evaporação, 

usando placa aquecedora a 40 ºC, por um período de 48 horas. Os cristais 

resultantes foram removidos da placa por raspagem, com auxílio de uma 

espátula, e estocados em tubos de vidro a 22 ºC. A solução de trabalho de 

CCC foi preparada pela adição de 50 mg de CCC em 1 mL de diluidor BTALP a 

37 ºC e homogeneizada por agitação com auxílio de um agitador vortex. Essa 

solução foi mantida congelada -80 ºC até sua utilização, quando foi aquecida a 

37 ºC e homogeneizada antes da incubação com sêmen. 

 
2.6. Método de coleta do sêmen  

 
O sêmen foi coletado por meio de vagina artificial, constituída por um 

cilindro rijo, aberto em ambas as extremidades, válvula controladora de entrada 

e saída de água e ar, mucosa de borracha, revestida internamente por um saco 

plástico (camisinha – dimensões externas: h = 26 cm; b = 25 cm; c = 10 cm, 

Figura 1 ). A extremidade de menor dimensão estava acoplada ao tubo de 

coleta graduado, com uma proteção de tecido escuro (modificado de MIES 

FILHO, 1987). A vagina foi preenchida com água a 60 °C e ar, até a obtenção 

da pressão necessária para a coleta do sêmen, obtendo-se a temperatura 

interna média de 41 °C (40 a 42 °C) no ato da colet a. Além disso, o tubo de 

coleta foi revestido com o saco de tecido escuro, para proteger o sêmen das 

variações térmicas e da radiação solar ultravioleta. Para coletas, em tronco de 

contenção, foram utilizadas cabras e mestro natural, como manequim, em dias 

alternados. 

 

 
 

Figura 1 – Vagina artificial utilizada para coleta de sêmen nos bodes (modelo 
artesanal. 
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2.7. Exames do sêmen  
 
O sêmen coletado foi colocado em banho-maria a 37 °C, para 

preservação dos espermatozoides durante as análises. Os materiais utilizados 

no experimento, como lâminas, lamínulas, pipetas e recipientes, foram 

colocados sobre uma placa aquecedora a 37 °C, evita ndo-se que os 

espermatozoides passassem por variações térmicas.  

 

2.8. Volume seminal 
 
A determinação do volume do ejaculado foi realizada no laboratório, por 

meio de leitura no tubo de coleta graduado, antes de sua colocação no banho-

maria. 

 

2.9. Coloração seminal  
 
A cor do sêmen foi determinada visualmente, de acordo com Mies Filho 

(1987). 

 

2.10. Aspecto seminal 
 
O aspecto seminal foi classificado em aquoso (1), leitoso (2) ou cremoso 

(3) (MIES FILHO, 1987). 

 

2.11. Turbilhonamento espermático 
 
Para avaliação do turbilhonamento, foram colocados 10 µL de sêmen 

recém-coletado sobre lâmina a 37 °C, levando-a ao m icroscópio de contraste 

de fase, com aumento de dez vezes. A interpretação foi subjetiva, sendo 

considerada escala de 0 a 5 pontos (FONSECA et al., 1992). 

 

2.12. Motilidade espermática  
 
 A motilidade espermática foi determinada  ao colocar 10 µL de sêmen 

sobre uma lâmina e adicionando-se 100 µL do diluente de congelamento. Do 

material homogeneizado foram utilizados 10 µL, que foram colocados sobre a 

lâmina a 37 °C, que em seguida foi coberta com uma lamínula, levada ao 
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microscópio de contraste de fase com aumento de 40 vezes. A avaliação foi 

subjetiva, considerando-se variações de 0 a 100 %. Adiluição não foi usada 

para  avaliação do sêmen congelado. 

 

2.13. Vigor espermático  
 
O vigor espermático foi realizado a partir da lâmina preparada para 

motilidade espermática e classificado em uma escala de zero a 5 pontos, em 

que os valores mais elevados indicaram sêmen de melhor qualidade 

(FONSECA et al., 1992). 

 

2.14. Concentração espermática  
 
Para determinação da concentração espermática, foi utilizada a câmara 

hematocitométrica, modelo de Neubauer, em que o sêmen foi diluído em água 

destilada, na proporção de 1:199 (água: diluidor), utilizando-se a pipeta de 

volume variável. Preenchida a câmara de Neubauer, o material foi levado ao 

microscópio de contraste de fase com aumento de 40 vezes, onde se foram 

contados cinco quadrados dos 25 da câmara (FONSECA et al., 1992). Em 

seguida aplicou-se a fórmula:  
 

200/1*10/1*5/1
N

][ sptz =  

 
em que 

[   ]sptz = concentração espermática; e 

N = número de espermatozoides contados. 

 

2.15. Congelamento do sêmen 
 
As amostras foram congeladas, utilizando-seo meio comercial à base de 

Tris-glicerol (Bioxcell – IMV). O sêmen foi envasado em palhetas de 0,25 mL, 

que foram colocadas em tubo de ensaio de 20 mL, revestido por refil (saco 

plástico), e colocado dentro de recipiente de plástico com capacidade de 

240 mL, contendo 125 mL de álcool etílico absoluto. O recipiente foi então 

colocado na posição horizontal dentro da geladeira, com temperatura interna 

entre 4 e 5 °C, durante 60 minutos.  
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O pré-congelamento foi realizado durante 15 minutos, em vapor de 

nitrogênio líquido, colocando-se as palhetas sobre suporte de aço inoxidável, à 

altura de 5 cm acima da superfície de nitrogênio líquido, acondicionadas em 

caixa de isopor com 40 cm de comprimento x 32 cm de altura x 20 cm de 

largura, contendo uma camada de 5 cm de altura de nitrogênio em seu interior. 

 Após esse período, as palhetas foram imersas no nitrogênio, para o 

congelamento final do sêmen. Em seguida, foram colocadas em raques, 

devidamente identificadas, ainda submersas no nitrogênio. As raques foram 

estocadas em botijão com nitrogênio líquido, para análises posteriores. 

 

2.16. Teste de coloração supravital 
 
O teste foi realizado com 10 µL do corante eosina-nigrosina, adicionado 

a 10 µL de sêmen, homogeneizado, a 37 °C. Em seguida, rea lizou-se um 

esfregaço em lâmina, que após secar foi levada para leitura em microscópio 

ótico com aumento de 40 vezes. Foram consideradas normais às células que 

não estavam coradas, e aquelas que se apresentaram coradas de rósea foram 

consideradas lesadas. 

 

2.17. Teste hiposmótico 
 
O teste foi realizado em solução de frutose a 100 mOsm/L. Para esse 

procedimento, uma alíquota de 20 µL de sêmen foi adicionada a um microtubo 

plástico (capacidade – 2 mL), contendo 1 mL da solução hipo-osmótica, e 

incubada em banho-maria a 37 °C, por 30 minutos. Ap ós o término da 

incubação, foram adicionados 500 µL de formol salino a 10%, para posterior 

análise em microscópio ótico com um aumento de 100 vezes. Foram 

considerados com membrana plasmática funcional aqueles espermatozoides 

que durante a incubação sofreram dobramento da cauda, e os que não 

sofreram foram considerados com membrana plasmática afuncional. 

 

2.18. Teste de coloração por sondas fluorescentes 
 
Foram realizadas análises com os marcadores fluorescentes: FITC – 

PSA = esta sonda é utilizada para corar o conteúdo acrossomal em células 
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com lesão na membrana acrossomal – as células foram consideradas com 

lesão de membrana acrossoma, incluindo aquelas com reação acrossômica, 

sendo contabilizadas aquelas sem lesão de membrana, ou seja, com 

membrana acrossomal íntegra; Iodeto de Propídio (IP) + Dietilcarboxifluo-

rosceína: a primeira sonda é utilizada para corar o conteúdo celular dos 

espermatozoides com lesão na membrana plasmática, enquanto a segunda é 

utilizada para corar o conteúdo celular dos espermatozoides. Quando utilizada 

junto com a primeira, evidencia os espermatozoides com a membrana 

plasmática íntegra; JC – 1: esta sonda é utilizada para corar o conteúdo das 

mitocôndrias da bainha mitocondrial dos espermatozoides, corando a bainha 

mitocondrial com atividade intensa de laranja e de verde as células com pouca 

atividade. Foram contabilizadas as células com a bainha mitocondrial de 

coloração laranja, ou seja, com intensa atividade da bainha mitocondrial. Para 

isto, uma alíquota de 50 µL de sêmen descongelado (50*106 espermatozoi-

des/mL) foi colocada em um microtubo (capacidade = 2 mL). Em seguida foram 

adicionados a esse microtubo 5 µL de FITC-PSA (100 µg/mL), 5 µL de iodeto 

de propídio (0,3 mg/mL), 5 µL de dietilcarboxifluorosceína (0,46 mg/mL) e 5 µL 

de JC – 1 (153 µM), sendo então os microtubos incubados em banho-maria à 

37 °C, por 8 minutos. 

Após a incubação, cada alíquota de 5 µL da solução de sêmen + sondas 

foi colocada sobre uma lâmina, coberta com lamínula e avaliada imediatamente 

em microscópio de fluorescência (Olympus – Modelo BX 60F5), equipado com 

filtro de excitação (365 nm) e filtro de barreira (410 nm), com  aumento de 

1.000 vezes. Foram contadas 100 células espermáticas, classificadas de 

acordo com a fluorescência emitida. 

 

2.19. Análise estatística 
 
A análise estatística seguiu os seguintes critérios: o teste de Lilliefors foi 

utilizado paraverificação de normalidade dos dados. Para avaliar a 

homocedasticidade das variâncias foi empregado o teste de Cochran e Bartlett. 

Nas variáveis quantitativas com distribuição normal foi empregado ANOVA. 

Nas variáveis que apresentaram diferenças foi realizado o teste de comparação 

de médias, escolhido com base no coeficiente de variação (CV):para as 
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variáveis com CV menor ou igual a 15 % foi escolhido o teste de Tukey e para 

CV maior que 15 % e menor ou igual a 30 % o teste escolhido foi o teste de 

Student-Newman-Keuls (SNK). Para CV maior que 30 % o teste adotado foi o 

teste de Duncan. Para as variáveis qualitativas e variáveis quantitativas que 

não apresentaram distribuição normal foi utilizado o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis. A correlação simples de Pearson foi feita entre todas as 

variáveis estudadas. O valor de α foi de 5% para todos os parâmetros 

avaliados. 

 

3. Resultados e discussão 
 
Para comparação dos dados observados no presente estudo com os 

encontrados na literatura consultada, e realização da inferência destes dados 

com a população, criou-se um intervalo de confiança de 95% de certeza de 

conter a média real da população para todas as variáveis analisadas. Calculou-

se também o erro-padrão da média dos dados observados da literatura, sendo 

estes expressos quando comparados aos dados deste estudo. Os valores 

médios com seus respectivos erros-padrão da média (Média ± SẊ), referentes 

ao aspecto do sêmen (ASPEC), à coloração seminal (COL), ao volume do 

ejaculado (VOL), à concentração espermática (CONC), à motilidade 

espermática (MT) e ao vigor espermático (VIG) do sêmen a fresco, encontram-

se sumariados na Tabela 1 . Não houve variação (P>0,05) entre os animais 

utilizados em qualquer variável estudada. 

 

Tabela 1  – Médias, erro-padrão da média do volume, aspecto, coloração, 
turbilhonamento, motilidade, vigor e concentração e espermáticos 
do sêmen fresco 

 
Descrição Média S ẋ 

VOL 1,14 0,10 

ASP 1,79 0,07 

COL 2,09 0,17 

TURB 3,81 0,18 

MOT 82,85 1,39 

VIG 4,24 0,03 

CONC 2,82 0,16 

VOL = volume do sêmen (mL); ASPEC = aspecto do sêmen; COL = coloração seminal; TURB = turbilho-
namento espermático (0-5); MOTF = motilidade espermática do sêmen fresco (%); VIGF = vigor espermá-
tico do sêmen fresco (0-5); e CONC  = concentração espermática (SPTZs * 109/mL). 
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O volume médio de sêmen (mL) coletado foi 1,14 ± 0,41, superior a 0,7 ± 

0,32 coletado por Martins et al. (2006), a 0,7 ± 0,2 por Rovay (2006) e a 0,9 ± 

0,3 por Castilho (2008); e igual ao 1,06 ± 0,02 mL coletado por Siqueira (2006) 

e 1,1 ± 0,15 mL por Santos (2010), corroborando com os valores considerados 

normais para bodes durante a estação reprodutiva (KARATZAS et al., 1997). O 

volume do sêmen varia de acordo com o método de coleta, com a idade do 

animal, com a estação e com a frequência das coletas, variando entre 0,5 e 

2 mL em animais adultos e de 0,5 a 0,7 mL nos jovens (HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

Observou-se turbilhonamento médio de 3,81 ± 0,8, igual a 3,83 ± 0,57 

reportado por Siqueira (2006), 4,06 ± 0,66 por Martins et al. (2006), 4,0 ± 0,6 

por Castilho (2008) e a 3,6 ± 0,23 constatado por Santos (2010).  

A motilidade espermática do sêmen fresco observada foi 80,7 ± 0,33, 

superior a 77,5 ± 1,37 obtido por Santos (2010), a 72,00 ± 11,59 reportado por 

Bittencourt et al. (2007) e a 86,0 ± 4,0 por Rovay (2006); e igual a 82,87 ± 7,32 

reportado por Martins et al. (2006) e a 83,0 ± 5,0 por Siqueira (2006). Os 

valores observados estão de acordo com os valores mínimos de motilidade 

espermática preconizados para congelamento de sêmen para espécie caprina, 

pelo CBRA (1998). 

A média do vigor espermático do sêmen fresco foi 4,24 ± 0,47, igual a 

4,0 ± 0,8 obtido por Rovay (2006), a 4,14 ± 0,48 por Siqueira (2006) e a 4,1 ± 

0,3 por Castilho (2008), diferindo de 3,35 ± 0,46 reportado por Martins et al. 

(2006) e a 3,8 ± 0,1 por Santos (2010), sendo estes superiores ao valor mínimo 

preconizado pelo CBRA (1998). 

A concentração espermática média observada foi de 2,82 ± 1,33 x 109 

espermatozoides/mL, igual aos resultados de 3,45 ± 1,25 x 109 espermato-

zoides/mL obtidos por Martins et al. (2006) e a 2,2 ± 0,7 x 109 espermatozoi-

des/mL por Rovay (2006), sendo superior aos resultados observados por 

Santos (2010) 1,94 ± 0,21 x 109 espermatozoides e por Siqueira (2006) 2,02 ± 

0,64 x 109 espermatozoides/mL, de forma que a concentração espermática 

encontrava-se dentro do esperado para caprinos adultos, hígidos, com 

fertilidade comprovada.  

Os valores das médias, o erro-padrão das médias e o coeficiente de 

variação da motilidade espermática do sêmen descongelado estão sumariados 

na Tabela 2 . 
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Tabela 2  – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação da 
motilidade espermática do sêmen descongelado 

 
Tratamento Média (%) S ẋ CV (%) 

TGlicerol 29,55c 2,81 31,62 

TGlicerol + complexo 35,00b 1,51 14,92 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 37,08a 2,17 20,29 

TEtilenoglicol 23,64f 4,10 57,62 

TEtilenoglicol + complexo 25,83e 3,98 53,38 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 29,17d 4,52 53,63 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Student–
Newman-Keuls (SNK). 

 

As médias da motilidade espermática diferiram (P<0,05) entre todos os 

tratamentos TGlicerol + complexo/préincubado (37,08 ± 2,17), TGlicerol + complexo (35,00 ± 

1,51), TGlicerol (29,55 ± 2,81), TEtilenoglicol+ complexo/préincubado (29,17 ± 4,52), 

TEtilenoglicol + complexo (25,83 ± 3,98) e TEtilenoglicol (23,64 ± 4,10). O controle à base 

de Tris-glicerol T1 apresentou resultado igual ao encontrado por Betini et al. 

(1998 – 31,33 ± 1,12), superior ao resultado observado para o diluente à base 

de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo TEtilenoglicol e inferior aos resultados obtidos 

por Bittencourt et al. (2004 – 51,0 ± 6,14), Bittencourt et al. (2007 – 41,5 ± 

8,18), Dias (2010 – 42,2 ± 2,0) e Silva (2011 – 49,2 ± 4,9). O processo de 

criopreservação do sêmen causa danos ultraestruturais, bioquímicos e 

funcionais aos espermatozoides, resultando na redução da motilidade e 

viabilidade espermática (LEBOEUF et al., 2000). Constatou-se que o diluente à 

base de Tris-glicerol teve melhor desempenho em manter a espermática que o 

diluente à base de Tris-gema de ovo - etileno glicol, o que corrobora com os 

resultados obtidos por Silva et al. (2012). Os pesquisadores também 

verificaram que 5 % de Etilenoglicol foi deletério aos gametas e resultou em 

menor motilidade espermática, e que, independentemente do diluente, a pré-

incubação do sêmen com o complexo ciclodextrina-colesterol preservou mais a 

motilidade espermática que a adição direta do complexo junto ao diluente ou ao 

não uso desse, o que corrobora com os resultados observados por Mocé e 

Graham (2006), que adicionando 2,0 mg do motilidade Complexo Ciclodextrina-

Colesterol ao sêmen bovino determinaram o aumento do percentual de células 

móveis.
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As médias, o erro-padrão das médias e o coeficiente de variação do 

vigor espermático do sêmen descongelado estão sumariados na Tabela 3 . 

 

Tabela 3 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do vigor 
espermático do sêmen descongelado 

 
Tratamento Média (0-5) S ẋ CV (%) 

TGlicerol 2,22a 0,18 27,24 

TGlicerol + complexo 2,29a 0,18 27,06 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 2,75a 0,20 25,12 

TEtilenoglicol 2,59a 0,35 45,51 

TEtilenoglicol + complexo 2,91a 0,12 14,31 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 2,96a 0,31 37,07 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de ANOVA. 
 

O vigor espermático do sêmen descongelado não foi afetado pelos 

tratamentos aplicados (P>0,05), apresentando as seguintes médias: TEtilenoglicol+ 

complexo/pré-incubado (2,96 ± 0,31), TEtilenoglicol + complexo (2,91 ± 0,12), TGlicerol + 

complexo/pré-incubado (2,75 ± 0,2), TEtilenoglicol (2,59 ± 0,35), TGlicerol + complexo (2,29 ± 

0,18) e TGlicerol (2,22 ± 0,18). Estes resultados foram iguais aos 2,5 ± 0,4 

reportados por Maia et al. (2011) e inferiores aos 2,46 ± 0,11 obtidos por Betini 

et al. (1998), 3,15 ± 0,24 por Bittencourt et al. (2004), 4,1 ± 0,21 por Bittencourt 

et al. (2007), 3,3 ± 0,1 por Dias (2010) e 3,2 ± 0,8 por Silva et al. (2012). Pode-

se concluir então que tanto a adição do complexo ciclodextrina-colesterol 

quanto o uso dos diluentes à base de Tris-glicerol ou Tris-gema de ovo – 

etileno glicol não alteraram o vigor espermático, resultados estes semelhantes 

aos obtidos por Silva et al. (2012) e diferentes aos obtidos por Bittencourt et al. 

(2005), que trabalhando com diluentes à base de glicerol e etilenoglicol 

observaram queda significativa no vigor espermático quanto o etilenoglicol foi 

usado.

As médias, o erro-padrão das médias e o coeficiente de variação do 

teste hiposmótico, para avaliação da integridade da membrana plasmática, 

estão na Tabela 4 . 
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Tabela 4 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do teste 
hiposmótico 

 
Tratamento Média (%) S ẋ CV (%) 

TGlicerol 44,80a 2,31 16,30 

TGlicerol + complexo 45,05a 4,83 33,90 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 52,00a 4,00 23,09 

TEtilenoglicol 44,39a 4,66 31,52 

TEtilenoglicol + complexo 39,60a 4,96 39,64 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 49,65a 5,90 37,58 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Anova. 
 

Não foram observadas diferenças (P>0,05) nos percentuais médios para 

integridade de membrana pelo teste hiposmótico dos tratamentos TGlicerol + 

complexo/pré-incubado (52,0 ± 4), TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado (49,65 ± 5,9), TGlicerol + 

complexo (45,05 ± 4,83), TGlicerol (44,8 ± 2,31), TEtilenoglicol (44,39 ± 4,66) e TEtilenoglicol 

+ complexo (39,6 ± 4,96). Estes resultados foram superiores aos observados por 

Oliveira et al. (2013 – 34,8 ± 3,6) e inferiores aos de Alves et al. (2006 – 55,25 

± 3,19). Pode-se concluir dois fatos com esses resultados: 1o) ambos os 

diluentes utilizados não diferiram quanto ao número de células reativas ao teste 

hiposmótico; e 2o) a adição do complexo ciclodextrina-colesterol não alterou a 

integridade da membrana espermática, o que contraria os resultados obtidos 

por Bittencourt (2003), em que o Etilenoglicol apresentou diminuição no 

percentual de células reativas em relação ao glicerol. 

Os resultados das médias, oerro-padrão das médias e o coeficiente de 

variação do teste supravital, para avaliação da funcionalidade da membrana 

plasmática, estão na Tabela 5 .  

Não foram constatadas diferenças (P>0,05) entre as médias dos 

tratamentos TEtilenoglicol + complexo/préincubado (29,0 ± 3,82), TEtilenoglicol + complexo (26,96 ± 

4,73), TGlicerol + complexo/pré-incubado (24,5 ± 4,2), TGlicerol + complexo (23,54 ± 4,49), 

TGlicerol (20,79 ± 3,35) e TEtilenoglicol (19,45 ± 4,08), para funcionalidade da 

membrana plasmática. Esses resultados foram inferiores aos obtidos por Betini 

et al. (1998 – 29,06 ± 0,67), Oliveira et al. (2009 – 61,79 ± 9,8) e Dias (2010 – 

38,53 ± 9,33). Pode-se verificar que o uso de ambos os diluentes e/ou a adição 

do complexo ciclodextrina-colesterol com ou sem pré-incubação não interfere 

na funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozoides. 
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Tabela 5 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do teste 
supravital 

 
Tratamento Média (%) Sẋ CV (%) 

TGlicerol 20,79a 3,35 55,87 

TGlicerol + complexo 23,54a 4,49 66,01 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 24,50a 4,20 59,43 

TEtilenoglicol 19,45a 4,08 72,71 

TEtilenoglicol + complexo 26,96a 4,73 60,86 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 29,00a 3,82 45,60 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de ANOVA. 

 

As médias, o erro-padrão das médias e o coeficiente de variação do 

teste com sonda fluorescente (JC – 1), verificando células com alta produção 

da bainha mitocondrial, estão sumariados na Tabela 6 . 

 

Tabela 6 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do teste 
com sonda de imunofluorescência (JC – 1), verificando células com 
alta produção da bainha mitocondrial 

 
Tratamento Média (%) Sẋ CV (%) 

TGlicerol 11,64e 5,43 61,53 

TGlicerol + complexo 7,76f 3,31 46,98 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 11,92d 6,89 100,00 

TEtilenoglicol 59,19c 9,57 91 

TEtilenoglicol + complexo 62,92a 8,34 45,90 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 62,72b 8,79 48,50 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Duncan. 
 

Foram constatadas diferenças (P<0,05) na produção de ATP na bainha 

mitocondrial nos tratamentos TEtilenoglicol + complexo (62,92 ± 8,34), TEtilenoglicol+ 

complexo/pré-incubado (62,72 ± 8,79), TEtilenoglicol (59,19 ± 9,57), TGlicerol + complexo/pré-

incubado (11,92 ± 6,89), TGlicerol (11,64 ± 5,43) e TGlicerol + complexo (7,76 ± 3,31). Os 

resultados obtidos no tratamento T4 foram iguais aos resultados obtidos por 

Soares et al. (2011 – 47,45 ± 9,3) e inferiores aos resultados de Silva et al. 

(2011 – 62,7 ± 18,1), no entanto, todos foram superiores aos resultados 

verificados no tratamento TGlicerol.Com isto, observou-se que o diluente à base 

de Tris-gema de ovo-etileno glicol tem desempenho superior em estimular a 

produção de ATP na bainha mitocondrial, em relação ao diluente à base de 
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Tris-glicerol, e que a adição do complexo ciclodextrina-colesterol, assim como a 

forma como foi administrado, interferiu positivamente na produção de ATP. 

Estes resultados contrariam os obtidos por Gonzalez (2009), que constatou que 

o diluente à base de glicerol apresentou maior produção na bainha mitocondrial 

e maior proteção para as células contra os efeitos da criopreservação que o 

diluente à base de etilenoglicol e dimetilformamida. 

Os dados referentes à integridade de membrana acrossomalobtidos por 

meio da sonda FITC-PSA estão Tabela 7 . 

 

Tabela 7 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do teste 
com sonda de imunofluorescência (FITC – PSA), verificando 
integridade de membrana acrossomal 

 
Tratamento Média (%) S ẋ CV (%) 

TGlicerol 47,06d 4,31 31,69 

TGlicerol + complexo 46,88e 6,58 48,63 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 44,60f 8,57 66,54 

TEtilenoglicol 78,19a 5,82 24,68 

TEtilenoglicol + complexo 70,68C 5,77 28,29 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 74,43b 6,31 29,35 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Duncan. 
 

Foram observadas diferenças (P<0,05) na integridade de membrana 

acrossomal nos tratamentos TEtilenoglicol (78,19 ± 5,82), TEtilenoglicol+ complexo/pré-

incubado (74,43 ± 6,31), TEtilenoglicol + complexo (70,68 ± 5,77), TGlicerol (47,06 ± 4,31), 

TGlicerol + complexo (46,88 ± 6,58) eTGlicerol + complexo/pré-incubado (44,6 ± 8,57). Os 

resultados de T1 e T4 foram inferiores aos observados por Silva et al. (2011 -

33,3 ± 10,2) e Soares et al. (2011 – 38,76 ± 12,23). O efluxo de colesterol da 

membrana é essencial durante o processo de capacitação, para o 

desencadeamento da capacitação e reação acrossomal (GADELLA et al., 

2001). Portanto, o colesterol presente em altos níveis na membrana possui a 

capacidade de interferir no padrão fisiológico de capacitação e reação 

acrossomal (ZAHN et al., 2002). Os resultados deste estudo evidenciaram que 

o diluente à base de Tris-Etilenoglicol-gema de ovo apresentou desempenho 

superior ao do diluente à base de Tris-glicerol, referente à capacidade de 

manter a integridade da membrana acrossoma, e que a adição do complexo 

ciclodextrina-colesterol interferiu negativamente na integridade da membrana. 
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Este último resultado contraria a ideia de que o tratamento com o Complexo 

Ciclodextrina-Colesterol aumentaria o teor de colesterol da membrana dos 

espermatozoides e que esse aumento retardaria a reação acrossômica, uma 

vez que a incorporação de colesterol à membrana plasmática, carreado por 

ciclodextrina, teria a habilidade de atrasar a capacidade de sofrer reação 

acrossômica de espermatozoides humanos (KHORASANI et al., 2000), equinos 

(ZAHN et al., 2002), bovinos (PURDY; GRAHAN, 2004), o que garantiria um 

tempo maior de viabilidade dessas células nos órgãos reprodutivos femininos. 

Os dados referentes à integridade da membrana plasmática dos esper-

matozoides testados por meio das sondas fluorescentes (Iodeto de propídio e 

Dietilcarboxifluorosceína ou Diacetato de Carboxifluoresceína ) estão 

sumarizados na Tabela 8 . Não foram constatadas diferenças (P>0,05) na 

integridade de membrana plasmática por meio das sondas fluorescentes (IP + 

Dietilcarboxi-fluorosceína) nos tratamentos TGlicerol (63,98 ± 8,4), TGlicerol + complexo 

(63,08 ± 9,05), TGlicerol + complexo/pré-incubado (52,24 ± 9,47), T5 (52,09 ± 10,88), 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado (44,37 ± 8,96) e TEtilenoglicol (37,19 ± 10,81). O 

tratamento TGlicerol + complexo/pré-incubado apresentou resultado inferior aos obtidos 

por Silva et al. (2011 – 38,2 ± 16,4) e Soares et al. (2011 – 39,55 ± 8,91). Pode-

se verificar que os resultados das análises com as sondas fluorescentes 

repetiram os resultados do teste hiposmótico, e que a base dos diluentes 

utilizados não diferiu na manutenção da integridade da membrana plasmática. 

A adição do Complexo Ciclodextrina-Colesterol contrariou os resultados de 

Zahn et al. (2010), que trabalhando com sêmen de garanhões constataram 

aumento da integridade da membrana pós-descongelamento nos grupos 

tratados com o complexo. 

Os dados referentes às correlações entre os aspectos físicos do sêmen 

in natura e descongelado, o teste supravital, o teste hiposmótico e os testes 

com sondas fluorescentes por tratamento estão sumariados na Tabela 9 . 

No TGlicerol, os valores obtidos no teste de integridade de membrana por 

meio de sondas fluorescente (IP + Dietilcarboxifluorosceína) apresentaram 

correlação negativa (r = -0,81) com os resultados do teste de integridade de 

membrana acrossomal por meio da sonda FITC-PSA. 
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Tabela 8 – Médias, erro-padrão das médias e coeficiente de variação do teste 
com sondas de imunofluorescência (Iodeto de propídio e Dicarboxi-
fluorosceína), verificando integridade de membrana plasmática 

 
Tratamento Média (%) S ẋ CV (%) 

TGlicerol 63,98a 8,40 45,46 

TGlicerol + complexo 63,08a 9,05 49,75 

TGlicerol + complexo/pré-incubado 52,24a 9,47 62,78 

TEtilenoglicol 37,19a 10,81 96,47 

TEtilenoglicol + complexo 52,09a 10,88 72,36 

TEtilenoglicol+ complexo/pré-incubado 44,37a 8,96 70,00 

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), pelo teste de Anova. 
 

No TGlicerol+Complexo, os valores obtidos no teste de integridade de 

membrana por meio das sondas fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) 

apresentaram correlação positiva (r = 0,61) com a coloração espermática  

(r = 0,65) e com a concentração espermática, e negativa (r = - 0,53) com os 

resultados do teste de integridade de membrana acrossomal por meio da 

sonda fluorescente FITC-PSA; esta última apresentou ainda correlação nega-

tiva (r = - 0,53) com os resultados do teste de atividade da bainha mitocondrial. 

No TGlicerol+Complexo/Préincubado, não houve correlação entre os valores 

obtidos no teste de integridade de membrana por meio das sondas fluores-

centes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) com os parâmetros seminais pré-conge-

lamento e os testes que avaliaram as membranas plasmática e acrossomal, 

nem com os resultados do teste de atividade de bainha mitocondrial. 

No TEtilenoglicol, os valores obtidos no teste de integridade de membrana 

por meio das sondas fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) apresenta-

ram correlação positiva (r = 0,61) com o volume seminal e negativa (r = -0,8) 

com o resultado do teste de integridade de membrana acrossomal por meio da 

sonda fluorescente FITC-PSA; este último apresentou ainda correlação 

negativa (r = -0,45) com o volume seminal (r = -0,53) e com o aspecto seminal. 

No TEtilenoglicol+complexo, os valores obtidos no teste de integridade de 

membrana por meio das sondas fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) 

apresentaram correlação positiva (r = 0,68) com o aspecto seminal e negativa 

(r = -0,64) com os resultados do teste de integridade de membrana acrossomal 

por meio do teste da sonda FITC-PSA; este último ainda apresentou correlação 

positiva   (r  =  0,61)   com  os  resultados   do   teste  de   atividade   de  bainha  
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Tabela 9 – Correlações simples de Pearson entre aspectos físicos do sêmen in natura e descongelado, teste supravital e testes 
com sondas fluorescentes (iodeto de propídio+dicarboxifluorosceína; FITC-PSA; JC-1) 

 
TGLICEROL  COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV  MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,14 0,50* 0,31 0,29 -0,34 0,27 

VOL  1 -0,15 -0,54 -0,01 0,52* -0,73 -0,3 0,50* -0,05 0,2 0,25 -0,21 0,27 

ASP   1 0,68* 0,78* -0,56* -0,11 0,34 -0,52* 0,63* -0,35 0,17 -0,25 -0,26 

COR    1 0,44 -0,78* -0,23 0,7* -0,67* 0,29 -0,26 0,13 -0,09 -0,48 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0,1 0,11 -0,22 -0,06 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,97* -0,21 -0,1 -0,24 0,19 0,41 

VIG       1 0,07 0,31 0,47 -0,34 0,34 -0,44 0,49 

CONC        1 -0,53* 0,11 -0,25 0,44 -0,34 -0,47 

MOTD         1 -0,2 -0,21 -0,18 0,14 0,33 

VIGD          1 -0,07 0,26 -0,4 0,17 

SPV           1 0,03 0,11 0,2 

MEM            1 -0,81* 0,44 

ACRO             1 -0,48 

PBM                           1 

Continua... 
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Tabela 9, Cont. 
 

TGLICEROL COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,14 0,5* -0,01 0,01 -0,16 -0,38 

VOL  1 -0,15 -0,54* -0,01 0,52* -0,07 -0,3 0,5* -0,05 -0,1 -0,1 0,06 -0,1 

ASP   1 0,68* 0,78* -0,56* -0,11 0,34 -0,52* 0,63* 0,54* 0,48 -0,53* 0,34 

COR    1 0,45 -0,78* -0,23 0,7* -0,67* 0,28 0,57* 0,61* -0,4 0 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0,54* 0,27 -0,64* -0,06 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,98* -0,21 -0,45 -0,39 0,19 -0,13 

VIG       1 0,07 0,31 0,47 -0,48 0,03 -0,19 0,12 

CONC        1 -0,53* 0,12 -0,02 0,65* -0,33 -0,03 

MOTD         1 -0,2 -0,49 -0,25 0,11 -0,17 

VIGD          1 0,25 0,25 -0,66 0 

SPV           1 0,29 -0,28 -0,15 

MEM            1 -0,53* -0,15 

ACRO             1 -0,53* 

PBM                           1 

Continua... 
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Tabela 9, Cont. 
 

TGLICEROL+C

OMPLEXO/PRÉI

NCUBADO  
COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,14 0,5* -0,09 -0,43 0,31 0,32 

VOL  1 -0,15 -0,54 -0,01 0,52* -0,07 -0,3 0,5* -0,05 0,06 0,08 0,01 0,11 

ASP   1 0,68* 0,78 -0,56 -0,11 0,34 -0,52* 0,63* 0,23 0,18 -0,39 0,3 

COR    1 0,45 -0,78* -0,23 0,7* -0,68* 0,29 0,26 0 -0,37 0,23 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0,4 0,08 -0,21 0,42 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,98* -0,21 -0,2 0,28 0,25 -0,23 

VIG       1 0,07 0,31 0,47 -0,68* 0,17 0,29 -0,17 

CONC        1 -0,53* 0,12 -0,27 -0,15 -0,43 0,08 

MOTD         1 -0,2 -0,28 0,31 0,16 -0,24 

VIGD          1 0,03 0,15 -0,05 0,29 

SPV           1 -0,2 0,17 0,48 

MEM            1 -0,36 -0,09 

ACRO             1 0,29 

PBM                           1 

Continua... 
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Tabela 9, Cont. 
 

TETILENOGLICOL  COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV  MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,11 0,48 -0,44 0,01 -0,05 0,11 

VOL  1 -0,15 -0,54* -0,01 0,52* -0,07 -0,3 0,56* -0,1 -0,01 0,61* -0,45* 0,2 

ASP   1 0,68* 0,78* -0,56* -0,11 0,34 -0,52* 0,62* 0,31 0,46 -0,53* -0,04 

COR    1 0,45 -0,78* -0,23 0,7* -0,68* 0,3 0,14 -0,05 -0,04 -0,2 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0,41 0,25 -0,48 -0,26 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,97* -0,19 0,23 0,13 -0,03 -0,25 

VIG       1 0,07 0,33 0,46 -0,06 0,15 0,02 0,2 

CONC        1 -0,56* 0,04 -0,3 0,13 -0,08 0,42 

MOTD         1 -0,18 0,21 0,26 -0,12 -0,19 

VIGD          1 0,42 0,24 -0,39 -0,21 

SPV           1 0,2 -0,9 -0,21 

MEM            1 -0,8* 0,46 

ACRO             1 -0,12 

PBM                           1 

Continua... 
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Tabela 9, Cont. 
 

TETILENOGLICOL

+COMPLEXO COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,14 0,5* -0,22 -0,20 -0,07 -0,28 

VOL  1 -0,15 -0,54* -0,01 0,52* -0,07 -0,3 0,5* -0,05 -0,04 0,25 0,20 0,11 

ASP   1 0,68* 0,78* -0,56* -0,11 0,34 -0,52* 0,63* 0,02 0,68* -0,55* 0,27 

COR    1 0,44 -0,78* -0,23 0,7* -0,67* 0,29 -0,24 0,12 -0,30 -0,02 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0 0,48 -0,28 0,1 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,98* -0,21 0,32 -0,06 0,22 -0,2 

VIG       1 0,07 0,31 0,47 0,2 0,11 -0,01 0,24 

CONC        1 -0,53* 0,12 -0,47 -0,04 -0,25 -0,01 

MOTD         1 -0,2 0,26 -0,07 0,17 -0,25 

VIGD          1 0,1 0,47 -0,47 0,08 

SPV           1 0,28 -0,34 0,4 

MEM            1 -0,64* 0,61* 

ACRO             1 -0,2 

PBM                           1 

Continua... 
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Tabela 9, Cont. 
 

ETILENOGLICOL+

COMPLEXO/PRÉ-

INCUBADO  
COLETA VOL ASP COR TURB MOT VIG CONC MOTD VIGD SPV MEM ACRO PBM 

COLETA 1 0,21 0 0 0,32 -0,16 0,47 0,24 -0,14 0,5* -0,31 -0,34 0,01 -0,51 

VOL  1 -0,15 -0,54* -0,01 0,52* -0,07 -0,3 0,5* -0,05 0,19 0,34 -0,23 -0,29 

ASP   1 0,68* 0,78* -0,56* -0,11 0,34 -0,52* 0,63* 0,14 0,42 -0,57* 0,15 

COR    1 0,45 -0,78* -0,23 0,7* -0,67* 0,29 0,21 0,21 -0,49 0,11 

TURB     1 -0,38 0 0,1 -0,39 0,88* 0,26 0,41 -0,5 0,13 

MOT      1 0,26 -0,69* 0,98* -0,21 0,22 0,09 0,28 -0,09 

VIG       1 0,07 0,31 0,47 -0,3 -0,34 0,39 -0,04 

CONC        1 -0,53* 0,12 -0,21 -0,03 -0,27 -0,01 

MOTD         1 -0,14 0 0,5* -0,52* -0,67* 

VIGD          1 -0,08 0,2 -0,26 0,1 

SPV           1 0,68* -0,4 0,49 

MEM            1 -0,82* 0,36 

ACRO             1 0,01 

PBM                           1 

Números seguidos por (*) apresentam correlação significativa (p<0,05). VOL = volume espermático; ASPEC = aspecto do sêmen; COL = coloração seminal; TURB = 
turbilhonamento do sêmen; MOT = motilidade do sêmen fresco; VIG = vigor do sêmen fresco; CONC = concentração espermática; MOTD = motilidade do sêmen 
descongelado; VIGD = vigor do sêmen descongelado; SPV = teste supravital; HOST = teste hiposmótico; MPL = integridade da membrana plasmática dos espermatozoides do 
sêmen descongelado; MAC = integridade da membrana acrossomal dos espermatozoides do sêmen descongelado; e PBM = alta produção da bainha mitocondrial dos 
espermatozoides do sêmen descongelado. 
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No TEtilenoglicol+complexo/Préincubado, os valores obtidos no teste de integridade 

de membrana por meio das sondas fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluoros-

ceína) apresentaram correlação negativa (r = -0,82) com os resultados do teste 

deintegridade de membrana acrossomal por meio da sonda FITC-PSA, 

correlação positiva (r = 0,68) com os do teste supravital (r = 0,5) e com a 

motilidade espermática do sêmen descongelado; este último apresentou, ainda, 

correlação positiva (r = 0,5) com o volume seminal (r = 0,97) com a motilidade 

espermática do sêmen fresco e correlação negativa (r = -0,52) com o aspecto 

seminal (r = -0,67), com a coloração seminal (r = -0,53), integridade de membra-

na acrossomal por meio da sonda FITC-PSA (r = -0,67) e com os resultados do 

teste de atividade de bainha mitocondrial por meio da sonda JC - 1.  

Observou-se que mesmo sendo a motilidade espermática o melhor 

parâmetro em predizer a viabilidade espermática de sêmen descongelado para 

uso em programa de inseminação artificial, parece não ser por si só eficaz em 

predizer a qualidade da membrana no pós-descongelamento. Sendo assim, é 

necessário o uso de testes complementares para que se possa aumentar a 

acurácia em predizer a fertilidade do sêmen e suas relações com a taxa de não 

retorno ao estro.  

Pode-se observar ainda que o teste de integridade da membrana 

plasmática por meio das sondas fluorescentes (IP + Dietilcarboxifluorosceína) 

apresentou, com exceção do TGlicerol+Complexo/pré-incubado, correlação com os 

demais testes que avaliaram indiretamente, por meio da integridade de 

acrossoma e atividade da bainha mitocondrial, a viabilidade espermática, 

mostrando que este teste é uma ferramenta singular na avaliação da qualidade 

seminal e viabilidade espermática do sêmen descongelado. 

 

4. Conclusão 

 

Pelos resultados obtidos conclui-se que a adição de 1,0 mg complexo 

ciclodextrina-colesterol no sêmen com a concentração espermática de 

200 * 106/mL não altera a integridade e/ou funcionalidade da membrana 

plasmática dos espermatozoides caprinos.  

O diluidor à base de Tris-gema de ovo-etileno glicol não altera a funcio-

nalidade da membrana plasmática ou o vigor espermático, embora influencie 
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positivamente a integridade da membrana acrossoma e afete negativamente a 

motilidade espermática do sêmen descongelado, comparado ao diluente àbase 

de Tris-Glicerol.  

A pré-incubação do sêmen com o complexo ciclodextrina-colesterol não 

altera as características do vigor espermático, além da integridade e funcionali-

dade da membrana plasmática dos espermatozoides, mas afeta positivamente 

a motilidade espermática do sêmen descongelado.  
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3. CONCLUSÃO GERAL 

 

A adição do complexo ciclodextrina-colesterol afeta positivamente a 

integridade de acrossoma e a motilidade espermática, sendo uma alternativa 

viável quando se busca o aumento no desempenho dessas características do 

sêmen descongelado. 

 
 


