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 RESUMO 

 
 Um dos principais objetivos de um programa de inseminação artificial em caprinos é 

produzir o maior número de descendentes de animais geneticamente superiores com a finalidade de 

melhorar a produção animal. Para tanto é necessário que se dominem técnicas de diluição e de 

armazenamento de sêmen nesta espécie. Neste trabalho foram testados três diferentes diluidores, 

citrato-gema (CG), TRIS-gema (TG) e água de coco industrializada (ACI) e dois grupos de animais, 

com alto nível inicial de frutose (grupo I) e com baixo nível inicial de frutose (grupo II) no plasma 

seminal. O sêmen foi armazenado por até 48h a 5oC e avaliado nos tempos 0 (fresco), 2, 24 e 48h, 

onde uma amostra do sêmen conservado foi submetida ao teste de termo-resistência (TTR) a 38oC 

por 2h. Durante a incubação foram verificados os parâmetros de motilidade (MOT) e vigor (VIG), 

nos tempos 5, 60 e 120 minutos e ao final foi calculada a taxa de degradação da motilidade (TDM). 

Esfregaços de sêmen foram realizados para verificação das possíveis alterações morfológicas. 

Houve uma queda significativa nos parâmetros analisados no decorrer do tempo de armazenamento, 

independente do diluidor utilizado (P<0,05). Contudo, o diluidor ACI apresentou resultados 

inferiores aos dos demais. O efeito do grupo foi observado apenas no ACI, mostrando que este 

diluidor não conseguiu suprir as necessidades energéticas dos espermatozóides cuja concentração 

inicial de frutose no plasma estava baixa. Os diluidores CG e TG comportaram-se de forma 

semelhante nos dois grupos. Foi encontrada diferença significativa na atividade da fosfolipase A2 

(PLA2) entre os grupos (P<0,05), sendo que uma atividade superior foi observada no grupo II.  

Concluiu-se que, independente do diluidor utilizado, os parâmetros seminais tendem a cair conforme 

o tempo de conservação é prolongado. Além disso, a concentração inicial de frutose não interferiu 

na qualidade espermática quando os diluidores CG e TG foram utilizados, todavia, quando os níveis 

deste componente no plasma seminal foram superiores a 740 mg/dL ocorreu um aumento na 

sobrevida dos espermatozóides conservados a 5 oC, quando se utilizou ACI. Sugere-se que o baixo 

desempenho espermático também possa ser devido a uma maior atividade de PLA2, contudo mais 

estudos, contendo um maior número de animais, são necessários para elucidar esta hipótese.  
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ABSTRACT 
   
  One of the main objectives of the artificial insemination program in goats is to produce the 

highest number of descendants of genetically superior animals with the purpose to improve the 

animal production. Thus, it is necessary to dominate correct techniques of dilution and semen 

storage in this specie. In this work three different extenders had been tested: citrate-egg yolk (CE), 

TRIS-egg yolk (TE) and industrialized coconut water (ICW) and two groups of animals: with high 

initial level of fructose (group I) and with low initial level of fructose (group II) in the seminal 

plasma. The semen was stored until 48h at 5oC and evaluated in times 0 (fresh), 2, 24 and 48h, 

where a sample of the conserved semen was submitted to the term-resistance test (TTR) that consists 

of incubate the sample at 38oC for 2h. During the incubation it had been verified the parameters of 

Motility (MOT)  and vigor (VIG), in times 5, 60 and 120 minutes and to the end was calculated the 

tax of degradation of the motility (TDM) and semen slides had been carried through for verification 

of the possible morphologic alterations. It had a significant fall in the parameters analyzed in 

elapsing of the time of storage, independent of the used extender (P<0,05). However, extender ICW 

presented inferior resulted than the others. The effect of the group was observed only in the ICW, 

showing that this extender did not supply the energy necessities of the spermatozoa whose initial 

concentration of fructose in the plasma was low. CE and TE worked similarly in the two groups. 

Significant difference in the activity of phospholipase A2 between the groups was found (P<05), in 

way that a bigger activity was observed in group II.  In conclusion, independent of the used 

extender, the seminal parameters tend to fall as draw out the conservation time. Moreover, the initial 

concentration of fructose did not intervene with the sperm quality when extenders CE and TE had 

been used, however, when the levels of this component in the seminal plasma had been superior to 

740mg/dL, occurred an increase in lifetime of the spermatozoa conserved at 5oC, when ICW was 

used. It suggests that sperm low action also can be due to a higher activity of PLA2, however more 

studies are necessary, with a large number of animals to elucidate this hypothesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  Muitos trabalhos têm sido realizados na tentativa de melhorar a capacidade 

fertilizante do sêmen caprino congelado e resfriado que ainda apresentam resultados 

insatisfatórios quando utilizados in vivo. Após a diluição e refrigeração ocorrem danos 

provocados nas células espermáticas que reduzem a motilidade e rompem a integridade das 

membranas dos espermatozóides. Estas alterações interferem significativamente na 

sobrevivência e capacidade fecundante dos espermatozóides (MARTIN, 1968; MAXWELL & 

WATSON, 1996).  

 Há muito tempo que o plasma seminal (PS) tem sido objeto de intensas 

investigações bioquímicas, seja pela capacidade de influenciar a fertilidade potencial do 

espermatozóide ou pelo fato de que alguns de seus constituintes seminais tenham suas origens 

em órgãos específicos, cujas concentrações são importantes para avaliar a capacidade 

secretora de várias glândulas sexuais anexas, as quais dependem da produção de andrógenos 

pelos testículos para desempenhar suas funções (MANN, 1974).  

Apesar dos consideráveis avanços, os conhecimentos sobre a função do PS na 

espécie caprina ainda são escassos. O tratamento do sêmen in vitro ocasiona variações no 

metabolismo e/ou sobrevivência dos espermatozóides e, além disso, a inexistência de 

mecanismos de eliminação das células espermáticas mortas submete os gametas vivos a uma 

convivência com os produtos de sua decomposição (CORTEEL, 1980). Neste sentido, 

SKANDHAN (1981) reconheceu que as alterações de muitos dos componentes do PS são 

responsáveis pela incapacidade de fecundação do gameta. 

O PS dos mamíferos é um complexo fluido, produzido pelas múltiplas glândulas do 

aparelho reprodutivo do macho que serve como carreador para os espermatozóides em sua 

jornada dos testículos ao seu alvo, o ovócito. Além disso, o PS é conhecido por inibir ou 

estimular a função espermática e a fertilidade (MARTI et al., 2007). FRAZER & BUCCI 

(1996) afirmaram que o PS é composto de açúcares, lipídios e minerais, bem como de um 

elevado teor de proteínas especiais, incluindo enzimas, hormônios, fatores de crescimento, 

inibidores, imunossupressores, substâncias ligadas a andrógenos, inibina e imunoglobulinas, 

onde a presença ou ausência de muitos destes componentes pode estar envolvida com a 

fertilidade. 

O PS serve como veículo no transporte dos espermatozóides até o trato genital da 

fêmea, promove a ativação metabólica das células espermáticas, disponibilizando nutrientes 
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para o seu metabolismo e retarda o processo de capacitação para que este ocorra no trato 

genital feminino (EVANS & MAXWELL, 1990; MÜLLER et al.,1997). O reconhecimento 

de proteínas características do plasma seminal sugere que estas modulam importantes funções 

espermáticas após a ejaculação e no trato reprodutivo da fêmea (MOURA et al., 2007, 

CARDOZO et al, 2006). LA FALCI et al (2002) identificaram, pela primeira vez, em clima 

subtropical, a existência de atividade da fosfolipase A2 no plasma seminal de bodes, que 

promoveu a deterioração da viabilidade espermática em diluidores à base de leite.  

O espermatozóide caprino é sensível ao choque térmico, o que causa a morte de 

inúmeros espermatozóides durante o processo de preservação a baixas temperaturas (SAHNI 

& ROY, 1972). O diluidor tem como função proteger a membrana do espermatozóide contra o 

choque térmico e às injúrias mecânicas causadas pelo transporte do sêmen, além de fornecer 

nutrientes e estabilizar o pH do meio (MCDONALD, 1947; CUNHA & LOPES, 2000, 

VERSTEGEN et al., 2005). Portanto, diversas opções têm sido propostas para formulação de 

diluidores capazes de melhor conservar o sêmen a 5oC. Dentre os diluidores naturais destaca-

se o leite de vaca utilizado na forma integral, desnatado, reconstituído e ultrapasteurizado 

(UHT) (EVANS & MAXWELL, 1987). Os diluentes mais comumente utilizados para 

criopreservação do sêmen caprino contêm gema de ovo ou leite desnatado. No entanto, a 

diluição do sêmen caprino em diluidores contendo gema de ovo ou leite pode ser prejudicial 

para a célula espermática (ROY, 1957; NUNES et al., 1982).    

 O emprego da água de coco simplificou a tecnologia do sêmen caprino no 

estado líquido a 5oC utilizado no Nordeste do Brasil, evitando a lavagem do sêmen após a 

colheita para retirada da enzima fosfolipase do tipo A que reage contra os fosfolipídios do 

diluidor (gema de ovo ou leite) (NUNES, 1988). 

Os diluentes sintéticos contêm TRIS ou citrato como tampões, glicose ou frutose como 

fonte de energia e gema de ovo contra choques térmicos. PERTRUZZI et al (1976) 

observaram que o TRIS e o citrato foram superiores aos diluentes a base de leite após 24h de 

armazenamento a 5oC. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Principais constituintes do plasma seminal e sua ação sobre os espermatozóides 

durante a ejaculação 

 

Por várias razões, a bioquímica do plasma seminal dos mamíferos tem recebido 

considerável atenção, seja pela sua capacidade de influenciar a fertilidade potencial do 

espermatozóide ou pelo fato de que alguns constituintes seminais tenham suas origens em 

órgãos específicos, cujas concentrações são importantes para avaliar a capacidade secretora de 

várias glândulas sexuais anexas, as quais dependem da produção de andrógenos pelos 

testículos para desempenhar suas funções (MANN, 1974). 

Há muito tempo que o sêmen tem sido objeto de intensas investigações bioquímicas, 

mas apesar dos consideráveis avanços, os conhecimentos sobre a função do plasma seminal 

ainda são obscuros. As modificações que ocorrem após o tratamento in vitro ocasionam 

variações do metabolismo e/ou sobrevivência dos espermatozóides. Além disso, a inexistência 

de mecanismos de eliminação das células espermáticas mortas submete os gametas vivos a 

uma convivência com os produtos de sua decomposição (CORTEEL, 1980). SKANDHAN 

(1981) reconheceu que as alterações de muitos dos componentes do plasma seminal são 

responsáveis pela incapacidade de fecundação do gameta. 

O plasma seminal contém uma variedade de constituintes bioquímicos, alguns dos 

quais são relativamente específicos dentro do mecanismo de regulação da função do 

espermatozóide, entretanto as exatas funções destes componentes seminais no controle da 

motilidade espermática, ainda não estão bem elucidadas (STREZEZEK et al., 1992). O 

contato com o fluido seminal desencadeia eventos preparatórios nos espermatozóides para a 

fertilização (MÜLLER et al.,1997), pois os constituintes do plasma seminal são conhecidos 

por modular uma variedade de funções espermáticas (CALVETE et al., 1994). 

Alguns estudos demonstram haver diferenças na qualidade do ejaculado de pequenos 

ruminantes entre as estações do ano em clima temperado (EATON & SIMMONS, 1952; 

COLAS, 1980; NUNES, 1982; COLAS, 1983; ROCA et al., 1992; TULI e HOLTZ, 1995), e 

muitos deles atribuíram tais diferenças ao fotoperíodo. Em ovinos, a freqüência de colheita 

pode influenciar a composição iônica e a atividade enzimática no plasma seminal, bem como, 

os parâmetros espermáticos e produção diária de espermatozóides (KAYA et al., 2002). 

Relatos em várias espécies sugerem que o plasma seminal contenha fatores que 

influenciam a fertilidade do macho (AURICH et al.,1996). Estes estudos são geralmente 
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baseados na comparação do plasma seminal entre machos com fertilidade diferente (AURICH 

et al.,1996) ou sobre o isolamento de fatores do plasma seminal que facilitam ou inibem a 

capacitação espermática e a fertilização (OLLERO et al., 1997). AURICH et al. (1996) 

demonstraram que a adição de plasma seminal de diferentes garanhões afetou a resistência de 

espermatozóides em suportar a congelação e descongelação. HENAULT et al. (1995) 

demonstraram que a adição de plasma seminal aos espermatozóides da cauda do epidídimo de 

touros aumentou a fertilidade, quando comparado à fertilidade dos espermatozóides 

epididimários sem a adição do plasma seminal. 

Estudos previamente realizados demonstraram haver diferenças entre as membranas 

espermáticas dos espermatozóides epididimários e do ejaculado, devido à influência do plasma 

seminal (HENAULT et al., 1995). Estas observações sugerem que alguns fatores presentes nas 

secreções das glândulas anexas aumentam a fertilidade de touros de alta fertilidade ou alguns 

fatores que inibem a fertilidade estão presentes em animais de baixa fertilidade (HENAULT et 

al., 1995). Nesse sentido, as secreções das glândulas anexas dos touros e eqüinos são fatores 

determinantes para a fertilidade do macho (HENAULT et al.,1995; AURICH et al.,1996). 

DOTT et al. (1979) demonstraram que a incubação do espermatozóide em altas taxas 

de diluição prejudica a motilidade, pois parece possível que haja algum fator essencial 

associado à célula para o desempenho da função espermática e que a proximidade das células 

é necessária para a provisão de níveis adequados deste fator. Tem sido sugerido que a presença 

do plasma seminal de caprinos no meio de conservação, interfere no comportamento dos 

espermatozóides em suportar a congelação (CORTEEL, 1974). 

Talvez a principal razão desse impasse seja devido à grande diversidade do plasma 

entre as espécies, ocorrência e concentração de muitos constituintes seminais importantes 

(RODGER, 1975). Alguns estudos demonstraram haver ampla variação nos níveis 

bioquímicos de muitos constituintes do plasma seminal entre bovinos e bubalinos (DHAMI & 

SAHNI, 1993). Esta variação pode ser responsável pelas notáveis diferenças na qualidade, 

congelabilidade e fertilidade do sêmen nestas espécies (DHAMI & SAHNI, 1993). Esta 

diversidade não é somente encontrada entre as espécies de mamíferos, mas também entre as 

raças de uma mesma espécie, como observada em caprinos (EATON & SIMMONS, 1952; 

PINHEIRO et al., 1996a). O problema é agravado pela falta de informação e desconhecimento 

da fisiologia do espermatozóide in vivo. Estas limitações têm resultado em contínua 

identificação de constituintes bioquímicos seminais e especulações sobre o papel de cada novo 

constituinte (RODGER, 1975). 
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2.1.1 Principais eletrólitos do plasma seminal e sua importância sobre o metabolismo 

espermático 

  

Diversos eletrólitos estão presentes no plasma seminal e dentre os mais importantes 

foram encontrados Na+, K+, Mg++ (GONZALES et al., 1984; PINHEIRO et al., 1996a); Cl-, 

fosfatos (DHAMI & SAHNI, 1993) e Zn++ (KVIST, 1980). Os níveis de cloreto no sêmen 

influenciam o potencial de membrana do espermatozóide e a motilidade em associação com 

cátions. Os íons Cl-, Na+ e K+ estão diretamente relacionados com a manutenção da 

excitabilidade dos espermatozóides, pH ótimo do sêmen e pressão osmótica constante dentro e 

fora das células espermáticas (DHAMI & SAHNI, 1993). Em ovinos, a concentração de íons 

Na+, Cl- e PO--
4 no plasma seminal excedem àquelas do espermatozóide, enquanto a de 

potássio, cálcio e magnésio são maiores no espermatozóide (ABDEL-RAHMAN et al., 2000). 

Níveis mais altos de K+ e Ca++ no espermatozóide causam redução na atividade 

espermática em ovinos nativos e Merinos. Os dados também sugerem uma relação recíproca 

entre o conteúdo intracelular de K+, Ca++ e PO4
-- com relação à percentagem de 

espermatozóides vivos, onde uma percentagem mais alta de células vivas foi associada com 

altos níveis de K+ e Ca++ e baixa de PO4
-- (ABDEL-RAHMAN et al., 2000). Alguns autores 

constataram que o metabolismo espermático das células testiculares diferem daquela do 

ejaculado em muitos aspectos, visto que a adição de PO4
-- ao meio de incubação deprimiu a 

respiração do espermatozóide do ejaculado e estimulou as células do testículo (MANN & 

WHITE, 1957; O´SHEA & VOGLMAYR, 1970). 

O´SHEA & VOGLMAYR (1970) observaram que a adição dos íons Mg++ e K+ ao 

sêmen ovino aumentou a entrada de oxigênio, a oxidação da frutose e o acúmulo de lactato 

extracelular. 

PINHEIRO et al. (1996b) constataram que os níveis de Ca++, PO--
4 e Mg++ no plasma 

seminal do macho caprino podem variar conforme a época do ano (seca ou chuvosa) e a raça, 

sugerindo que a disponibilidade e qualidade do alimento entre os períodos chuvoso e seco, 

provavelmente influenciam o equilíbrio eletrolítico do sêmen desta espécie. KAYA et al. 

(2002) observaram que o aumento na freqüência de colheita de sêmen em ovinos provocou um 

aumento significativo na concentração de Na+ e K+ no plasma seminal, todavia os níveis de 

Ca++ e Mg++ reduziram marcadamente. No mesmo estudo, observou-se uma redução 

progressiva da motilidade das células espermáticas no ejaculado e foi associado com as 

concentrações de Na+ e K+. 
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O zinco é encontrado no próprio espermatozóide e no fluido seminal, onde sua 

concentração é consideravelmente maior do que em qualquer outro fluido corporal. No plasma 

seminal, sua origem principal é a próstata (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). KVIST 

(1980) demonstrou que a presença do Zn++ no plasma seminal previne a descondensação 

prematura da cromatina nuclear, preservando as células espermáticas para o estágio apropriado 

da transferência nuclear do genoma do macho, ou seja, o Zn++ espermático bloqueia a 

habilidade de descondensação da cromatina nuclear (NCD) do espermatozóide ejaculado, até 

este cátion ser removido, em estágios posteriores à transferência do genoma masculino.  

Este estudo também sugere que há uma correlação direta entre o nível de zinco no 

fluido seminal e a motilidade do espermatozóide, ressaltando que pequenas quantidades destes 

elementos são essenciais para a manutenção da motilidade espermática. Uma fraca correlação 

positiva foi encontrada entre a percentagem de espermatozóides com movimento circular ou 

movimento progressivo não linear e a concentração de zinco (HENKEL et al., 1999). Portanto, 

a motilidade espermática é significativamente influenciada pelo Zn, pois o Zn flagelar está 

localizado principalmente nas fibras densas internas e estes elementos estruturais são 

quimicamente modificados durante a maturação espermática epididimária (eliminação do Zn), 

pois um baixo conteúdo de Zn nas fibras densas internas após o trânsito epididimário é 

requerido para realizar o enrijecimento das mesmas (HENKEL et al., 1999). O enrijecimento 

das fibras pela formação de pontes dissulfeto, durante a maturação espermática no epidídimo, 

parece ser uma etapa fisiológica essencial para a geração da motilidade, especialmente a 

motilidade progressiva (HENKEL et al., 1999). 

A distribuição da maioria dos íons entre a fração espermática e o plasma seminal 

poderá promover as bases para a variação da qualidade do sêmen e deverá ser considerada na 

interpretação dos resultados obtidos na avaliação da fertilidade de ovinos (ABDEL-RAHMAN 

et al., 2000). 

 

2.1.2 Proteínas e enzimas do plasma seminal e sua ação sobre os espermatozóides 

  

FRAZER & BUCCI (1996) afirmaram que o plasma seminal é composto de açúcares, 

lipídios e minerais, bem como de um elevado teor de proteínas especiais, incluindo enzimas, 

hormônios, fatores de crescimento, inibidores, imunossupressores, substâncias ligadas a 

andrógenos, inibina e imunoglobulinas, onde a presença ou ausência de muitos destes 

componentes pode estar envolvida com a fertilidade. 
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Estudos demonstraram que alguns componentes do plasma seminal são adsorvidos 

sobre a superfície das células espermáticas durante a ejaculação, tais como as proteínas 

(CALVETE et al., 1994; OLLERO et al., 1997), que estão presentes no plasma seminal e cuja 

proporção pode variar entre os indivíduos de uma mesma espécie (FRAZER & BUCCI, 1996). 

Assim também, diferentes variedades de proteínas medeiam a ligação com a heparina e 

a superfície espermática em diferentes espécies animais. A possibilidade de que a maioria das 

proteínas heparina-ligantes do plasma seminal possa agir como fatores de capacitação espécie-

específico merecem maiores estudos (CALVETE et al., 1994). 

Em eqüinos, o aumento da concentração de proteínas no sêmen pouco concentrado 

diminui a congelabilidade do mesmo (BITTMAR & KOSINIAK, 1992). Em touros, a 

estimação dos níveis de lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AAT), 

fosfatase alcalina, fosfatase ácida e outras enzimas, podem ser utilizadas para avaliar a 

qualidade, descongelabilidade e fertilidade do sêmen, podendo assim ajudar na seleção de 

touros para uso em inseminação artificial (DHAMI & KODAGALI, 1987). Em ovinos, uma 

intensa atividade de colheita de sêmen resulta em um aumento na atividade de AAT e 

piruvato-glutâmico transferase (GPT) no plasma seminal, em contraste com a LDH que teve 

atividade reduzida (KAYA et al., 2002). 

Uma atividade elevada de AAT e GPT mensuradas no plasma seminal é indicativa de 

dano ou de função alterada na membrana, que ocorre devido, provavelmente, à maturação 

inadequada no epidídimo, como conseqüência do aumento da freqüência de colheita (KAYA 

et al., 2002). Já a redução da atividade da LDH pode resultar da síntese reduzida no tecido 

testicular e pode indicar distúrbios da função do parênquima testicular, bem como mudanças 

no metabolismo espermático (KAYA et al., 2002). 

As proteínas do plasma seminal exercem múltiplos efeitos sobre a função espermática 

e desempenham um importante papel na capacitação dos espermatozóides, traduzido por um 

complexo processo que habilita a célula espermática a penetrar, através da zona pelúcida, por 

meio da reação acrossômica (CALVETE et al., 1994). 

 BITTMAR & KOSINIAK (1992) descreveram que a habilidade fertilizante do 

espermatozóide seria, em grande parte, determinada pelas proteínas espermáticas localizadas 

no acrossoma e peça intermediária, conhecidas como fonte de enzimas metabólicas 

especialmente ativas, cujas liberações em grandes quantidades podem indicar danos na 

membrana plasmática do espermatozóide. 

Alguns aminoácidos presentes no plasma seminal de ovinos, tais como a taurina e 

hipotaurina, parecem ter efeito positivo sobre a fertilidade. É possível que o melhoramento 
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observado nas características de motilidade dos espermatozóides ovinos congelados na 

presença da taurina, possa ser devido a outros fatores que não sejam suas propriedades 

antioxidantes (SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 1997). 

 

2.1.3 Frutose e ácido cítrico no plasma seminal 

 

Apesar do fato da célula espermática não dispor de um grande número de organelas 

envolvidas com os processos do metabolismo energético, os mesmos possuem as enzimas 

necessárias para que ocorram as reações próprias do processo de respiração celular como a 

glicólise, o ciclo do ácido tricarboxílico, a oxidação dos ácidos graxos, o transporte eletrônico 

e possivelmente o desvio monofosfato hexose (MANN, 1974).  

A principal função da frutose é suprir a vida energética do espermatozóide na forma 

de um material facilmente fermentável. Apesar disso, sabe-se que em aerobiose, a frutólise 

não é a única fonte de energia para o espermatozóide, que mesmo sendo privado de frutose, 

pode sobreviver na presença de O2 devido à utilização de outras substâncias (MANN, 1946). 

Todavia, em condições anaeróbicas, o espermatozóide depende amplamente da frutose, e a 

cessação da frutólise, invariavelmente termina sua atividade (MANN, 1946). 

A frutose é produzida pelas glândulas vesiculares, porém em animais que não as 

possuem a reserva energética de frutose é suprida pela próstata, como observado em coelhos 

(MANN, 1946). Alguns autores sugerem que a frutose seminal comporta-se como um 

marcador das funções das vesículas seminais (LEWIS-JONES et al., 1996), sendo necessária à 

sobrevivência e à motilidade inicial da célula espermática e que o ácido cítrico reflete a 

atividade secretora da próstata, mesmo que sua função ainda não esteja bem conhecida. 

Todavia, acredita-se que o ácido cítrico se comporte como um ativador da fosfatase ácida, 

sendo importante para a manutenção do equilíbrio osmótico, juntamente com o potássio e o 

sódio, favorecendo desse modo a atividade espermática (IBARRA & NAVARIDAS, 1992). 

O ácido cítrico é um dos principais constituintes do plasma seminal e apresenta relação 

com os níveis de testosterona plasmática, ocorrendo em altas concentrações na maioria das 

espécies de mamíferos, por constituir-se em um agente regulador necessário em muitos 

sistemas bioquímicos, tendo portanto, elevada importância para o metabolismo e motilidade 

espermática (POLAKOSKI & KOPTA, 1982). 

A formação de frutose na vesícula seminal depende essencialmente de duas vias 

metabólicas: uma que deriva da glicose sangüínea e outra que é conseqüência do metabolismo 

do sorbitol (MANN, 1974). Esta se constitui num componente seminal importante para o 
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metabolismo do espermatozóide e seu nível reflete na qualidade espermática, na atividade 

metabólica e na função normal secretora da glândula vesicular (DHAMI & SAHNI, 1993).  

SINGH & PENBEY (1995), avaliando a correlação existente entre os níveis de 

testosterona plasmática e a quantidade de alguns constituintes bioquímicos do plasma seminal, 

observaram que altas concentrações do andrógeno, não somente conduziam a uma melhor 

demonstração da libido, como também eram responsáveis pela elevação dos níveis de frutose e 

ácido cítrico no sêmen de caprinos. HIROE et al. (1960) afirmaram que a condição de 

armazenamento do plasma seminal, a freqüência de ejaculações, o nível de glicose no sangue e 

a condição nutricional podem interferir fortemente na produção e metabolismo da frutose. 

ROCA et al. (1993), observando o efeito da variação estacional sobre os níveis de 

frutose e ácido cítrico no plasma seminal de caprinos da raça Murciana-Granadina, na 

Espanha, constataram uma variação sazonal em ambos componentes do plasma seminal. Os 

níveis de frutose e ácido cítrico foram mais altos no verão e outono (dias curtos) e mais baixos 

na primavera (dias longos). O inverno foi considerado um período transicional. 

PINHEIRO et al. (1996a), com o objetivo de determinar os parâmetros bioquímicos 

normais no plasma seminal de caprinos criados no Nordeste do Brasil, em machos das raças 

Alpina, Moxotó e mestiços Alpina-Moxotó, observaram que os valores encontrados para 

frutose, ácido cítrico e proteína total foram inferiores na época seca. Entretanto, em ambas as 

épocas, o tipo racial Moxotó mostrou valores sempre mais elevados, correlacionando os níveis 

de frutose e ácido cítrico com a maior disponibilidade de alimento ocorrida durante a época 

chuvosa. 

 

2.1.4 Fosfolipase A2 

 

2.1.4.1 Caracterização das fosfolipases 

 

As fosfolipases A2 (PLA2) ou fosfatidil-acíl-hidrolase são enzimas que catalisam 

especificamente a hidrólise da ligação acil-éster, na posição sn-2 de fosfoglicerídeos. Esta 

reação libera quantidades equimolares de ácidos graxos livres e lisofosfolipídeos. De modo 

geral a ativação da PLA2 depende de sua interação com grandes agregados lipídicos, em 

interfaces de lipídeo/água, o que permite a difusão do substrato para o sítio ativo (CHACUR, 

2004). No PS de bovinos, o nível de PLA2 foi purificado e caracterizado como uma enzima de 

60 KDa (SOUBEYRAND, 1997). 
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Ainda segundo CHACUR (2004), diversas fosfolipases A2 têm sido identificadas, 

baseado na localização, regulação, seqüência de gene e estrutura. Atualmente, as fosfolipases 

A estão divididas em 12 grupos, com base na estrutura primária e na presença de pontes 

dissulfidicas intramoleculares. 

UPRETI et al., (1999) afirmaram que a PLA2 é uma enzima encontrada em diversos 

locais do organismo animal. Estudos morfológicos em espermatozóides tratados com 

lisolecitina revelaram a fusão do acrossoma e membrana plasmática durante a reação de 

acrossoma (como pré-requisito para a habilidade fertilizante do espermatozóide). 

Consequentemente, o papel potencial da PLA2 na reação de acrossoma e controle da 

fertilização em mamíferos tem sido evidenciado durante a capacitação espermática em hamster 

dourado. A ativação da PLA2 é induzida pelo cálcio bem como a reação de acrossoma, e 

ambos os processos são inibidos pelo zinco (THAKKER et al., 1983). As PLA2 no sêmen são 

dependentes de cálcio, tendo pH ótimo em torno de 7,0 a 8,5 e são inibidas por zinco e 

magnésio. Baseado nesses achados sugere-se que a PLA2 espermática possa ter ação 

moduladora da fusão da membrana nos eventos da fertilização em mamíferos (UPRETI et 

al.,1999). 

A PLA2 não foi identificada na superfície dos espermatozóides epididimários de 

bovinos (RONKKO, 1992), sugerindo que diferentes PLA2 possam estar presentes no PS, e 

que a PLA2 possa ligar-se à superfície espermática durante a ejaculação (ROLDAN, 1998). Os 

mesmos autores sugerem que seria interessante verificar se a quantidade da atividade da PLA2 

detectada no espermatozóide corresponde às da PLA2 do PS que estão ligadas à superfície 

espermática. 

 

2.1.4.2 Ação da fosfolipase no sêmen caprino 

 

A ação da fosfolipase no sêmen caprino catalisa a hidrólise de lecitinas em lisolecitinas 

produzindo ácidos graxos livres. As lisolecitinas, devido a sua ação detergente sobre os 

lipídios da membrana plasmática e os ácidos graxos são consideradas tóxicas aos 

espermatozóides. Em adição, a lecitina é o principal fosfolipídio nas membranas plasmáticas 

dos espermatozóides e está contida na gema de ovo, sendo portanto, substrato perfeito para 

ação hidrolítica da fosfolipase (ARAÚJO & CAMPOS, 2005). A principal fosfolipase ativa 

mensurada no sêmen caprino é a fosfolipase do tipo A1, enquanto que a fosfolipase do tipo A2 

tem sido relatada em outras espécies, incluindo a humana (KUNZE et al.,1974). 
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A atividade da fosfolipase A pode ser mensurada por meio do decréscimo de lecitina, 

pelo aumento da liberação de ácidos graxos livres ou pelo aumento das lisolecitinas no PS 

(HAYAISHI, 1955). Em regiões de clima temperado, há um significativo efeito individual do 

macho caprino em relação ao efeito da fosfolipase A. Sua atividade depende da presença de 

cálcio, de pH ótimo, temperatura, concentração da mesma no plasma seminal, estação do ano e 

até mesmo da espécie de ave que fornece a gema de ovo para o preparo do diluidor (MANN & 

LUTWAK-MANN, 1981, CHEMINEAU et al., 1991). Durante a estação não reprodutiva, as 

glândulas bulbouretrais hipertrofiam e aumentam sua atividade, sob influência das altas 

concentrações plasmáticas de prolactina e produzem mais fosfolipase A (NUNES, 1982).  

SIAS et al.,  (2005) mostraram que a GoPLRP2 ou BUSgp 60 também dispara uma 

atividade da fosfolipase, e que esta enzima é provavelmente idêntica a “enzima da coagulação 

da gema de ovo”, descrita primeiramente por ROY (1957). O artigo de ROY sobre a “enzima 

de coagulação da gema de ovo no sêmen e glândulas de Cowper de caprino” foi 

provavelmente o primeiro relato sobre a PLRP2 (ROY, 1957). Já que a GoPLRP2 está presente 

no PS de caprino, esta enzima pode estar associada com a atividade reprodutiva de caprinos. 

 

2.2 Conservação do sêmen no estado líquido 

 

A tecnologia de resfriamento do sêmen é de grande interesse por ser capaz de manter o 

sêmen fértil por um a três dias e por permitir o transporte (BATELLIER et al., 2001). 

Entretanto, quando o sêmen é armazenado a baixas temperaturas, deve-se ter cuidado para não 

submeter os espermatozóides ao choque térmico (SALAMON & MAXWELL, 2000), pois a 

preservação eficiente das células espermáticas com boa habilidade fertilizante é de grande 

importância para a utilização do sêmen (YOSHIDA, 2000). CHANTLER et al. (2000) 

mostraram que a separação dos espermatozóides do plasma seminal, resfriamento a 5oC, e 

posterior aquecimento a 37oC não causaram nenhuma mudança na motilidade. Todavia, 

poderiam afetar outras funções espermáticas, sugerindo que a motilidade somente não é 

confiável para predizer a condição fisiológica do espermatozóide. 

O resfriamento a 5oC revelou que os microtúbulos dos espermatozóides humanos 

estabilizaram, mas o processo de resfriamento pode alterar algumas propriedades físicas da 

membrana plasmática, bem como outros aspectos da função espermática podem ser afetados 

pelo resfriamento (CHANTLER et al., 2000). 
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Mesmo que a integridade da membrana espermática permaneça favoravelmente bem 

preservada por vários dias, durante o armazenamento líquido, a motilidade declina muito 

rapidamente (DE PAUW et al., 2003). A motilidade do espermatozóide, em comum com 

outros processos biológicos, é sensível a temperaturas e diminui progressivamente quando o 

sêmen é resfriado (CHANTLER et al., 2000). Danos irreversíveis no micromotor flagelar, e no 

DNA mitocondrial e nuclear, são provavelmente a principal razão pela qual o sêmen 

armazenado à temperatura ambiente tem um declínio do potencial fertilizante (DE PAUW et 

al., 2003). CURRY & WATSON (1994) demonstraram que um certo grau de células são 

danificadas durante a fase de resfriamento. 

Há inúmeros fatores que interferem na reação do espermatozóide ao resfriamento, 

sendo os mais importantes, o ambiente iônico e a taxa de resfriamento (CHANTLER et al., 

2000). Surpreendentemente, a membrana plasmática do espermatozóide parece mais capaz de 

resistir ao dano causado pelo pH (4,0 – 5,0), que os mecanismos responsáveis pela motilidade 

(DE PAUW et al., 2003). Uma possível explicação é que o pH intracelular do espermatozóide 

diminuiu em função do pH extracelular. Isto sugere, que o espermatozóide tem uma habilidade 

mínima para manter seu pH em um ambiente ácido, e que a membrana é permeável a prótons 

(DE PAUW et al., 2003).  

A despeito do diluidor, da taxa de diluição, da temperatura ou condições de 

armazenamento, o espermatozóide se deteriora à medida que a duração do armazenamento 

aumenta (SALAMON & MAXWELL, 2000). As principais mudanças que ocorrem durante o 

armazenamento incluem redução na motilidade e integridade morfológica dos 

espermatozóides (SALAMON & MAXWELL, 2000). Uma das principais causas da 

deterioração espermática é o estresse oxidativo (BATELLIER et al., 2001). De fato, as células 

espermáticas são caracterizadas por sua capacidade incomum de gerar metabólitos oxigênio- 

reativos, que causam peroxidação lipídica, especialmente durante a sobrevivência espermática 

(SALAMON & MAXWELL, 2000; BATELLIER et al., 2001). Altos níveis de peroxidação 

lipídica da membrana plasmática podem modificar grandemente a fluidez da membrana, 

levando a modificações dramáticas na permeabilidade da membrana e morte celular 

(BATELLIER et al., 2001). Os eventos acima são acompanhados pelo declínio no transporte e 

sobrevivência dos espermatozóides no trato reprodutivo e redução da fertilidade (SALAMON 

& MAXWELL, 2000; BATELLIER et al., 2001). 

É possível que o processo de armazenamento líquido antecipe a maturação das 

membranas espermáticas, aumentando então, a proporção de células espermáticas capacitadas 
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e com acrossomas reagidos (SALAMON & MAXWELL, 2000). Espermatozóides capacitados 

têm viabilidade reduzida e vida fértil limitada (SALAMON & MAXWELL, 2000) ou podem 

conferir incapacidade de fertilização se eles envelhecerem no trato reprodutivo das fêmeas 

após inseminação cervical (MAXWELL & WATSON, 1996). É portanto, provável que 

cuidados com resfriamento e reaquecimento do sêmen possam evitar os problemas associados 

com o choque térmico sem comprometer os resultados de análise do sêmen (CHANTLER et 

al., 2000). 

Um aumento na pressão osmótica tem influência sobre a integridade da membrana 

espermática, pois leva a uma desidratação celular, com conseqüente dano na membrana (DE 

PAUW et al., 2003). Os estudos também têm demonstrado que a idade do espermatozóide in 

vitro leva a uma grande incidência de injúrias na mitocôndria do que no DNA nuclear (DE 

PAUW et al., 2003). 

A concentração espermática também influencia grandemente a sobrevivência dos 

espermatozóides, pois concentrações muito elevadas diminuem a sobrevivência espermática 

(DE PAUW et al., 2003).  Além disso, a inexistência de mecanismos de eliminação das células 

espermáticas mortas, submete os gametas vivos a uma convivência com os produtos de sua 

decomposição (CORTEEL, 1980). Espermatozóides bovinos ejaculados e armazenados 

preservam a integridade da membrana, mesmo em concentrações mais baixas (DE PAUW et 

al., 2003), sugerindo que houve uma redução na quantidade de produtos metabólicos tóxicos 

ou  uma exaustão mais lenta dos substratos a altas diluições (DE PAUW et al., 2003). 

 

2.2 Problemática da conservação do sêmen caprino 

 

Espermatozóides caprinos são susceptíveis a choque térmico, o que causa a morte de 

inúmeras células durante o processo de preservação a baixas temperaturas, embora o grau de 

suscetibilidade seja menor que o observado em espermatozóides de javali (SAHNI & ROY, 

1972) 

Os diluentes mais comuns utilizados para criopreservação do sêmen caprino contêm 

gema de ovo ou leite desnatado. No entanto, a diluição do sêmen caprino em diluidores 

contendo gema de ovo ou leite pode ser prejudicial para a célula espermática. A interação 

prejudicial entre o plasma seminal e a gema de ovo foi documentada pela primeira vez por 

ROY (1957) e com leite por NUNES et al. (1982). ROY (1957) observou que as células 

espermáticas mantinham sua motilidade em diluidores com gema de ovo, se o plasma seminal 
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fosse retirado, mas se o sêmen integral fosse adicionado a um diluidor contendo gema de ovo, 

esta coagulava e os espermatozóides morriam. Também foi determinado que a gema de ovo 

coagulava devido a uma enzima originada na glândula bulbouretral, denominada enzima de 

coagulação da gema de ovo (EYCE – do inglês: egg yolk-coagulanting enzyme). Da mesma 

forma, NUNES et al (1982) identificaram uma proteína (SBUIII) da glândula bulbouretral de 

bodes, que diminuía a sobrevivência de espermatozóides resfriados e congelados em 

diluidores à base de leite.  

A remoção do plasma seminal lavando o espermatozóide com um tampão isotônico foi 

descrito para melhorar a qualidade de sêmen caprino durante preservação a várias temperatura 

(IRITANI et al., 1961; DEKA & RAO, 1986; MISRA et al., 1993). 

Para a lavagem, a amostra de sêmen é diluída em solução tamponada e submetida à 

centrifugação em temperatura ambiente (24,27 °C) por 10 min à 3000g. O sobrenadante é 

aspirado com a ajuda de uma pipeta Pasteur. A solução tamponada é então adicionada ao 

sedimento até restabelecer o volume inicial e centrifugado novamente. Depois da segunda 

lavagem, o sedimento é ressuspendido utilizando um diluidor tamponado. (ISLAM et al., 

2006). 

O armazenamento de sêmen caprino em diluidor contendo gema de ovo é problemático 

devido à presença, no plasma seminal, da fosfolipase A (enzima de coagulação da gema de 

ovo) produzida pelas glândulas bulbouretrais que catalisa a hidrólise da lecitina da gema de 

ovo para ácidos graxos e lisolecitinas, os quais são tóxicos para os espermatozóides (ROY, 

1957; IRITANI & NISHIKAWA, 1964; AAMDAL et al., 1965). Então, a remoção de plasma 

seminal é recomendada quando o espermatozóide de caprinos é preservado a baixas 

temperaturas em um diluente contendo gema de ovo (CORTEEL, 1992).  

ROCA et al (1997) mostraram que o sêmen de caprinos da raça Murciano-Granadina 

não lavado pode ser preservado à 5°C depois de diluição em TRIS com 2% gema de ovo. Este 

achado está de acordo com os relatados previamente por RITAR & SALAMON (1982; 199l), 

que mostraram que gema de ovo a 1,5% no sêmen diluído não apresentava efeito depressor na 

viabilidade de sêmen não-lavado de Angorá colhidos fora da estação de monta ou no fim dela. 

Porém, os autores anteriores indicaram que o efeito de produtos tóxicos durante incubação 

tornou-se aparente com a concentração de gema de ovo aumentada. MEMON et al. (1985) 

reportaram uma deterioração drástica na sobrevivência celular pós-descongelação, quando o 

sêmen não lavado foi diluído em um diluidor com 11% de gema de ovo. Por outro lado, 

CHAUAN & ANAND (1990) em bodes Jamunapari, e AZAWI et al., (1993) em bodes 

Shami, mostraram que o sêmen não lavado pode ser preservado a baixas temperaturas depois 
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de diluído em TRIS com uma concentração alta de gema de ovo. Além disso, CHAUAN & 

ANAND (1990) alcançaram alta taxa de fertilidade com sêmen congelado-descongelado não 

lavado.  

 

2.4 Diluidores  

 

Um dos principais objetivos em um programa de inseminação artificial é produzir um 

grande número de descendentes de animais geneticamente superiores e assim, melhorar a 

qualidade da raça, sendo necessários métodos de diluição e armazenamento de sêmen. 

Diluidores de sêmen têm que prover material nutriente para o espermatozóide, além de possuir 

uma capacidade tamponante para neutralizar os produtos de seu metabolismo e assim, manter 

um pH adequado para sua sobrevivência (MCDONALD, 1947). 

O primeiro diluidor desenvolvido simplesmente aumentava o volume do ejaculado que 

deveria ser imediatamente utilizado, a fim de se obter resultados satisfatórios. Um deste 

diluidores era o S.G.C.2 de Melovanov. O desenvolvimento do tampão fosfato-gema de 

Phillips de Wisconsin foi um dos desenvolvimentos mais importantes para a inseminação 

artificial. Consiste em fosfato de potássio e sódio em quantidades adequadas, dissolvidas em 

água bidestilada. Esta solução é misturada com uma quantidade igual de gema de ovo fresco. 

O sêmen diluído com este material pode ser usado com sucesso por vários dias após a colheita, 

se armazenado sob condições apropriadas. O diluidor citrato-gema tem substituído quase 

completamente o fosfato-gema, pois propicia um exame microscópico mais fácil do sêmen 

diluído. Certos países europeus utilizavam um diluidor de fosfato-glicose-gelatina. O sêmen 

diluído é solidificado em cilindros semelhante a canudos de refrigerante. Uma porção de um 

destes cilindros é depositada na cérvix da vaca com um instrumento especial onde se dissolve. 

Este diluidor não é, porém, tão satisfatório quanto o citrato-gema ou fosfato-gema 

(MCDONALD, 1947). 

Os diluidores sintéticos mais comumente utilizados para diluir sêmen de carneiro, para 

IA vaginal ou cervical contém como tampão o TRIS ou o citrato, glicose ou frutose como 

fonte de energia e gema de ovo para proteger a membrana espermática contra o choque 

térmico. Estes diluentes também são utilizados para o sêmen caprino, porém com menor 

quantidade de gema de ovo, para evitar que se desenvolva uma reação enzimática, como 

conseqüência da atividade de uma enzima presente no PS desses animais que coagula a gema 

de ovo. A concentração dessa enzima varia entre os diferentes machos caprinos e é mais 

elevada quando se obtém o sêmen por eletroejaculação. Este problema pode ser resolvido das 
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seguintes formas: (I) utilizando menor concentração de gema de ovo no diluidor; (II) 

utilizando um meio que não contenha gema de ovo (por exemplo, leite) ou (III) descartando o 

plasma seminal, por centrigugação, eliminando essa enzima. (EVANS & MAXWELL, 1990). 

Quando se preparam os diluidores, as substâncias químicas devem ser pesadas em 

primeiro lugar e dissolvidas em uma proveta de 100 mL, adicionando-se 75-80 mL de água 

destilada (para carneiro) e 90 a 95 mL (para macho caprino). Adicionar a gema de ovo e elevar 

ao volume final com água destilada. Os ovos que se utilizam para obter a gema não devem ter 

mais de quatro a cinco dias. (EVANS & MAXWELL, 1990). 

 

2.4.1 Diluidor TRIS-Gema (TG) 

 

TRIS é uma abreviação da combinação orgânica conhecida como 

trishydroxymethylaminomethane, com a fórmula (HOCH2)3CNH2. Em bioquímica, TRIS é 

extensamente usado como um componente tampão de solução, especialmente para solução de 

ácidos nucléicos. É uma amina primária e, assim, sofre as reações associadas com aminas 

típicas, por exemplo, condensação com aldeídos.  

TRIS tem um pKa de 8,3 (a 20 °C), o que determina um tamponamento efetivo na 

faixa de pH entre 7,0 e 9,2. Sendo ligeiramente básico, o TRIS se torna um tampão efetivo 

para soluções ligeiramente básicas, o que mantém o DNA desprotonado e solúvel em água. O 

TRIS é comumente combinado a EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) para formar o 

"tampão TE" para estabilização e armazenamento de DNA (MARKOFSKY, 2002). 

O TRIS é um diluente amplamente utilizado, em concentrações de 10 a 15mM não 

apresenta efeito sobre motilidade e metabolismo dos espermatozóides de carneiros 

(SALAMON & MAXWELL, 2000). Na literatura soviética, o TRIS é recomendado para 

congelação de sêmen, sendo que para tal, o mesmo deve ser acrescido de gema de ovo 

(crioprotetor para resfriamento a 5oC) e glicerol (crioprotetor para congelação abaixo de 0oC) 

(EVANS & MAXWELL, 1990). De fato, a combinação TRIS-gema foi mais eficiente em 

preservar a motilidade dos espermatozóides após congelação/descongelação quando 

comparado ao leite-gema (CHAUAN & ANAND, 1990). Estes autores descreveram ainda que 

a taxa de fertilidade do sêmen diluído em TRIS-gema, após descongelação foi na ordem de 

80% em cabras inseminadas duas vezes: uma logo ao ser detectado o cio natural e a segunda 

12h depois. Já ROCA et al. (1997) descreveram fertilidade de 74% em cabras com estro 

sincronizado e inseminadas com sêmen diluído em Tris-gema (2%) resfriado. 
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ISLAM et al. (2006) trabalhando com sêmen caprino diluído em TRIS-gema, 

verificaram que este diluidor não causou formação de “pallet” durante a centrifugação. A 

formação do “pallet” é provavelmente devido a danos na membrana espermática que tornam a 

célula viscosa. 

A composição do diluidor TG está expressa no quadro 1. 

 

Quadro 1: Composição do diluidor TG 

Fonte: S. Salamon. “Inseminación artificial de ovejas y cabras”, 1990 

 

2.4.2 Diluidor Citrato-Gema (CG) 

Citrato é a designação genérica dos sais de ácido cítrico. O citrato de sódio é 

amplamente utilizado como tampão de diluidores de sêmen com a finalidade de manter o pH 

ideal para a sobrevivência espermática.  

O CG consiste em uma solução de citrato de sódio misturado com gema de ovo fresca. 

A adição de 300 mg, de sulfanilamida a 100 mL de solução de citrato mostrou aumentar a taxa 

de concepção a campo em 3 a 4%, devido ao crescimento bacteriano reduzido no sêmen 

diluído (MCDONALD, 1947). EVANS & MAXWELL (1990) adicionam, ainda, glicose 

como fonte de energia (quadro 2). 

MILCZEWSKI et al. (2000) utilizaram diluidor à base de citrato-gema, em ovinos,  

obtendo 55,22% de motilidade progressiva após 8h de armazenamento a 5oC, sendo superior 

ao TRIS-gema (42,17%). Após 4h de teste de termorresistência (TTR), a motilidade dos 

espermatozóides diluídos em CG caiu para 50%, enquanto que para os espermatozóides 

diluidos em TG, a motilidade chegou a 35% e em leite-UHT-gema a 2,2%.   

 Macho Ovino Macho Caprino 

TRIS(hidroximetil)aminometano (g) 3,634 3,634 

Frutose (g) 0,50 0,50 

Ácido cítrico (monohidratado) (g) 1,99 1,99 

Gema de ovo (mL) 14 2,5 

Água destilada q.s.p. (mL) 100 100 
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Alguns autores relataram que a adição de glicina ao diluidor CG prolongou a 

sobreviência de espermatozóides de carneiros armazenados a 4oC. Porém, a utilização de 

diluidor citrato-gema acrescido de glicina não apresentou vantagem quando comparado com 

diluidor citrato-gema tradicional (MAXWELL & SALAMON, 1993; MILCZEWSKI et al., 

2000). 

Quadro 2: Composição do diluidor CG 

 Macho Ovino Macho Caprino 

Citrato sódico (2H2O) (g) 2,37 2,37 

Glicose (g) 0,80 0,80 

Gema de ovo (mL) 20 2,5 

Água Destilada q.s.p. (mL) 100 100 

Fonte: Maxwell & Evans. “Inseminación artificial de ovejas y cabras”, 1990 

 

2.4.3 Água de coco 

 

A água de coco é uma solução estéril, ligeiramente ácida, contendo proteínas, sais, 

açúcares, vitaminas, fatores de crescimento (fitormônios) e pouquíssimos fosfolipídeos. Sua 

composição é muito próxima do soro sanguíneo (MARQUES, 1982). É um excelente meio de 

diluição e conservação do sêmen de várias espécies. De fato, a água de coco favorece a 

sobrevivência e a motilidade dos espermatozóides conservados no estado líquido. (NUNES & 

COMBARNOUS, 1995). 

Os lipídeos do coco são menos tóxicos e favorecem a motilidade dos espermatozóides, 

pois são ricos em ácidos graxos saturados, enquanto que os da gema de ovo, ricos em ácidos 

graxos insaturados são mais tóxicos e mais lesivos às membranas espermáticas (UPRETI et 

al., 1996) 

DUA & CHANDRA (1993) isolaram e identificaram na água de coco substâncias 

reguladoras do crescimento de plantas, como as citoquininas endógenas e o ácido 3-indol-

acético. Esta última tem uma ação benéfica sobre a sobrevivência e motilidade do sêmen 

humano, ovino e caprino (NUNES & COMBARNOUS, 1995). 

O emprego da água de coco simplificou a tecnologia do sêmen caprino no estado 

líquido a 4oC utilizado no Nordeste do Brasil, evitando a lavagem do sêmen após a colheita 

para retirada da enzima fosfolipase do tipo A que reage contra os fosfolipídios do diluidor 
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(gema de ovo ou leite) (NUNES, 1988). Os resultados in vitro com o sêmen conservado a 4oC 

mostraram uma boa percentagem de espermatozóide móveis com uma boa motilidade em 

associação com uma boa fertilidade com a inseminação cervical (75% ao parto) (SALLES, 

1989; LIMA, 1996). 

 

Quadro 3: Composição do diluidor ACI 

 Quantidade 

Água de coco in natura 50mL 

Citrato de sódio 2,5% 50mL 

Gema de ovo 2,5% 

 

2.4.4 Crioprotetores 

 

Os crioprotetores são inclusos nos diluentes para minimizar o estresse químico e físico 

causado pelas variações de temperatura durante o resfriamento, congelação e descongelação 

dos espermatozóides. Os crioprotetores são classificados em penetrantes e não-penetrantes 

(PURDY, 2005). 

A membrana plasmática dos espermatozóides é solúvel aos crioprotetores penetrantes, 

que entram nestas células, deslocando a água para fora da mesma, desidratando-a (AMMAN, 

1999; PURDY, 2005). Desta forma, no momento da congelação, menos cristais de gelo serão 

formados no interior da célula, fornecendo menos risco de morte celular. Este mesmo autor 

explica que o crioprotetor penetrante funciona como um solvente para sais e açucares. 

Os crioprotetores não penetrantes agem no meio extra-celular, protegendo a célula no 

resfriamento até 5oC, podendo modificar a membrana do espermatozóide. Age também como 

soluto e diminui a temperatura de congelação do diluente. (AMMAN, 1999; PURDY, 2005) 

Os crioprotetores não penetrantes e penetrantes têm efeito adicional, sendo que o 

primeiros fornecem proteção aos espermatozóides até 0oC, enquanto que os segundos agem 

em temperaturas abaixo desta (SALAMON & MAXWELL, 1995). 

 

2.4.4.1 Gema de ovo 

 

A gema de ovo, um componente comumente acrescentado aos diluentes, tem 

demonstrado efeitos benéficos no resfriamento do sêmen (GIL et al., 2003), dentre os quais se 
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destaca a proteção contra choques térmicos em temperaturas próximas de 0oC, tanto durante a 

congelação, quanto durante a descongelação (SALAMON & MAXWELL, 2000). 

Já foi demonstrado que a adição de gema de ovo ao diluidor teve efeito benéfico 

sobre a percentagem de espermatozóides móveis no sêmen ovino, principalmente após rápido 

resfriamento do sêmen de 10 e 5oC (FISER & FAIRFULL, 1986). Todavia, alguns estudos 

indicam que a fração lipoprotéica de baixa densidade da gema de ovo é a fonte comum de 

proteção do espermatozóide ovino contra os efeitos do armazenamento a +5oC (WATSON & 

MARTIN, 1975). Os fosfolipídios da fração lipoprotéica da gema de ovo favorecem a 

proteção da membrana da célula espermática (WATSON, 1981). Já a proteína da fração 

lipoprotéica da gema de ovo serve para solubilizar o lipídio e ligá-lo à membrana da célula 

(WATSON, 1981). Mais recentemente, MOUSSA et al. (2002) demonstraram que a fração 

lipoprotéica da gema de ovo possui efetiva propriedade crioprotetora sobre os espermatozóides 

congelados-descongelados de touros, pois melhor motilidade espermática foi obtida com a 

adição da gema de ovo. Uma grande taxa de concentração de gema de ovo tem sido examinada 

em diluentes para a congelação do sêmen ovino (SALAMON & MAXWELL, 2000). Os 

trabalhos iniciais utilizaram 30-50%, mas subseqüentemente, os investigadores incluíram uma 

taxa mais baixa de concentração no diluente (SALAMON & MAXWELL, 2000).  

Contudo a gema de ovo é amplamente utilizada para criopreservação do sêmen 

desta espécie, sendo utilizada com bons resultados na concentração de 2 a 2,5% para sêmen 

resfriado (ROCA et al., 1997; NUNES, 2002; CAMPOS, 2003; CAMPOS et al., 2003b) e de 

9 a 20% pra congelação. (CHAUHAN & ANAND, 1990; PÉREZ LLANO & MATEOS REX, 

1995; GIL et al., 2003; EIMAN et al., 2004; CABRERA et al., 2005). A ação de revestimento 

espermático, em menos de 5 minutos com a gema de ovo durante a diluição, tem um 

importante efeito sobre várias características após quatro dias de armazenamento em uma 

solução salina simples com pH 6 e 300 mOsm/ Kg (DE PAUW et al., 2003), já que 

melhoramentos foram realizados pela proteção adicional do espermatozóide durante o 

armazenamento em meio contendo gema de ovo (DE PAUW et al., 2003). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A conservação do sêmen por períodos curtos é dependente da redução reversível da 

motilidade e da atividade metabólica dos espermatozóides a baixas temperaturas (MAXWELL 

& SALAMON, 1993; MACHADO & SIMPLÍCIO, 1995). No sêmen caprino pós-diluído, o 

ritmo de refrigeração deve estar compreendido entre 0,25 a 0,35oC/min até que seja atingida a 

temperatura de  5oC. Neste caso, a motilidade dos espermatozóides é mantida em baixos níveis 

por alguns dias (MACHADO & SIMPLÍCIO, 1995). No entanto, a estocagem do sêmen 

refrigerado em diluidores à base de citrato-gema ou leite desnatado não deve exceder oito 

horas, pois a partir deste momento mais de 50% da motilidade é perdida (SAHNI, 1987) e a 

capacidade fecundante do sêmen resfriado decresce geometricamente. Apesar disso, 

MATHEW et al., (1982) preservaram sêmen caprino, em pH neutro e a uma temperatura de 

+5oC, por até 10 dias em diluente à base de TRIS, associado a 20 ou 25% de gema de ovo. 

Estudos têm demonstrado que a adição de fosfolipídios e lipoproteínas ao sêmen pode ter 

efeito estabilizador sobre a membrana (DEN DAAS, 1992). Essencialmente, o efeito parece 

ser o resultado de modificações na composição lipídica da membrana. Na maioria dos 

diluidores, usa-se gema de ovo ou leite como componente básico, uma vez que a proteção dos 

espermatozóides contra o choque térmico é provida pela fosfatidilcolina (lecitinas) e 

lipoproteínas da gema e pela caseína do leite (DEN DAAS, 1992).  

Um outro aspecto a considerar-se é o açúcar presente no diluidor, pois a habilidade 

do espermatozóide em utilizar igualmente a frutose, a glicose ou manose deve-se ao fato de 

que estes três açúcares entram no ciclo da glicólise por meio da reação da hexoquinase com o 

ATP, seguido pela formação do monofosfatohexose até ácido láctico (MANN, 1945b; MANN, 

1946; KING et al. 2006). Além disso, já é conhecido que a frutose é responsável por suprir a 

vida energética do espermatozóide, apesar de saber que em aerobiose a frutólise não é a única 

fonte de energia para o espermatozóide, que mesmo sendo privado de frutose, pode sobreviver 

na presença de O2 devido à utilização de outras substâncias (MANN, 1946).  

Diante do exposto, confirmou-se que não há dados consistentes na literatura 

científica acerca do efeito da concentração inicial de frutose no plasma seminal sobre a 

conservação do sêmen caprino a 5oC. Além disso, poucos estudos foram realizados utilizando 

os diluidores TG para conservação do sêmen caprino no estado líquido. Também não há 

relatos da presença da fosfolipase A2 no plasma seminal de caprinos e de seus efeitos sobre a 

conservação em clima tropical e nem de sua importância sobre as características seminais e 

conservação do sêmen desta espécie. Desta forma, os conhecimentos destes dados poderão 
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contribuir para uma melhor compreensão sobre o metabolismo e a conservação dos 

espermatozóides de caprinos.  
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4. HIPÓTESE 

 

1. O nível de frutose inicial no ejaculado caprino não interfere na qualidade do sêmen 

no estado fresco, e/ou conservado a 5oC por até 48 horas. 

2. O tipo de diluidor utilizado na conservação do sêmen caprino não é influenciado 

pelo nível de frutose no plasma seminal. 

3. A atividade de PLA2 não interfere na escolha do diluidor 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. OBJETIVO GERAL 

 

• Verificar a qualidade do ejaculado caprino conservado em três diferentes 

diluidores, cujo nível de frutose inicial no plasma seminal é conhecido. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Observar por meio do teste de termorresistência (TTR), ou seja, do vigor e da 

motilidade, a viabilidade do sêmen diluído no estado fresco (0 h) ou conservado 

por 2, 24 e 48 h a 5oC, nos diluidores Citrato-Gema, Tris-Gema ou Água de 

Coco Industrializada - Gema; 

• Avaliar a morfologia espermática do sêmen diluído e conservado nos diluidores 

acima citados após 5 e 120 minutos de incubação a 38oC no estado fresco (0 h) 

ou conservado por 2, 24 e 48 h a 5oC; 

• Determinar o nível de frutose e fosfolipase A2 no sêmen caprino e sua possível 

influencia sobre o vigor, motilidade, TDM e morfologia espermática, nos 

diluidores citados anteriormente; 

• Constatar se o nível inicial de frutose seminal exige diluidores diferenciados; 

• Determinar a presença de atividade da PLA2 no PS de caprinos. 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Local do experimento 

 

O experimento foi conduzido nas instalações do Departamento de Zootecnia da 

Universidade Federal do Ceará (Fortaleza, Ceará), situado a 3° 45’ 02’’ de Latitude Sul, 38° 

32’ 35’’ de Longitude Oeste, a 15,5m acima do nível do mar, e com um clima do tipo AW, 

quente e úmido, segundo a classificação de Koeppen. O experimento foi realizado durante os 

meses de junho e julho de 2007, apresentando neste período, temperatura média de 27,28 ± 

0,54°C e umidade relativa do ar 75,75 ± 4,88%. Os dados climatológicos foram cedidos pela 

estação metereológica da FUNCEME/Campus do Pici. 

 

6.2 Animais experimentais 

 

Foram utilizados seis (6) machos caprinos Sem Padrão Racial Definido (SPRD), com 

idade média de 32,41 ± 5,91 meses, peso vivo médio de 36,22 ± 6,91Kg e circunferência 

escrotal (CE) média de 24,73 ± 1,53cm, criados sob condições intensivas e alimentados 

segundo NRC(1981) para caprinos. A mineralização foi incorporada à ração e a água 

fornecida ad libidum. O controle sanitário (anti-helmíntico e suplementação vitamínica) foi 

realizado conforme critérios pré-estabelecidos pela Embrapa/ Cnpc.  

 

6.3 Diluidores utilizados 

 

Os diluidores Citrato-gema (2,37g de citrato de sódio; 0,80g de glicose e 2,5% de gema 

de ovo em 100mL de água destilada q.s.p.) e Tris-gema (3,634g de TRIS; 0,50g de frutose, 

1,99g de ácido cítrico e 2,5% de gema de ovo em 100ml de água destilada q.s.p.) foram 

preparados segundo EVANS & MAXWELL (1991) e conservados a 5oC até sua utilização. O 

diluidor Água de Coco-gema (50mL de água de coco, 50mL solução citrato de sódio a 2,5%, 

2,5% gema de ovo em 100mL de água destilada q.s.p) foi preparado segundo NUNES (1998) 

com modificações, visto que utilizou-se água de coco industrializada envasada em sistema 

UHT (SOCOCO S/A) e não in natura. 
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TDM = 

6.4 Colheitas e tratamento do sêmen 

 

Os ejaculados foram colhidos por meio de vagina artificial com intervalo de uma 

semana entre colheita, sendo colhidos três animais por dia, duas vezes por semana. Ao final do 

período experimental foram realizadas 24 colheitas, perfazendo um total de 288 observações. 

Após a colheita, o volume de cada ejaculado foi mensurado individualmente e a concentração 

espermática determinada por espectrofotometria (Spectophotometer 1105, Bell photonics). O 

sêmen de cada animal foi dividido em quatro alíquotas: as três primeiras foram diluídas a uma 

concentração de 200 x 106 espermatozóides/ mL, nos diluidores Citrato-gema (CG), Tris-gema 

(TG) e Água de coco Industrializada-gema (ACI). Uma amostra de 300 µL de cada uma 

dessas alíquotas foi imediatamente incubada em banho- maria a 38oC (T0) e avaliada por meio 

do TTR quanto ao vigor e motilidade aos 5, 60 e 120 minutos. O sêmen diluído foi conservado 

em tubos de ensaio imersos em água, na geladeira a 5oC por 2, 24 e 48 h e submetido ao TTR 

em cada tempo de conservação citado (T2, T24 e T48, respectivamente). Ao final de cada 

incubação foi calculada a Taxa de Degradação da Motilidade (TDM) por meio da seguinte 

fórmula: 

 

                      Vigor 5 min - Vigor 120 min        

                                Vigor 5 min 

 

 

A quarta alíquota foi centrifugada (4°C/ 4000 g/20 min). Em seguida, o sobrenadante 

(PS) foi mensurado e acondicionado em tubos “eppendorfs”, mantidos sob refrigeração a          

-18°C até que fossem realizadas as análises de frutose e atividade de fosfolipase A2. Para a 

determinação dos níveis de frutose foram utilizados os kits ESPERMOTESTE da In Vitro 

Diagnóstico S/A®. De acordo com esses resultados os animais foram divididos em dois 

grupos: no grupo I os animais apresentaram média da concentração inicial de frutose igual a 

787,98 ± 52,56 mg/dl e no grupo II esta média foi de 497,70 ± 121,03 mg/dl. A atividade da 

PLA2 foi avaliada com a técnica de pHmetro utilizando a lecitina da gema de ovo como 

substrato (HAAS et al., 1968; SIAS, 2005). 

 

 

 

 

X 100 
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6.5 Morfologia Espermática 

 

 Aos 120 min de incubação em banho-maria e nos diferentes tempos de conservação e 

diluidores, foram confeccionados esfregaços de sêmen corados com azul de bromofenol 

(MEDEIROS, 2004) e 200 células foram observadas por meio de microscopia óptica de 

imersão (1000 X) para identificação de possíveis alterações da morfologia espermática 

(COLAS, 1980), provocadas pelos diluidores e nível de frutose. 

 

6.6 Análise estatística 

 

Para a análise dos dados utilizou-se o programa estatístico SAS@. O delineamento 

experimental empregado foi em bloco inteiramente casualizado. Os animais foram blocados de 

acordo com o nível de frutose presente no PS. Para os dados expressos em percentagem 

procedeu-se primeiramente, a transformação angular com o objetivo de atender a condição de 

normalidade necessária a este tipo de análise. Posteriormente, os dados foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) para a avaliação dos efeitos do tipo de diluidor e dos níveis de 

frutose (bom > 740 mg/dL e ruim < 600 mg/dL) sobre os parâmetros seminais. Foram 

calculadas as médias dos parâmetros vigor, motilidade, TDM e morfologia espermática. As 

mesmas foram comparadas pelo teste de Tukey, com uma probabilidade de 5% de erro. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Efeito do tempo de conservação 

 

Foi observada diminuição significativa (P<0,05) do vigor a partir de 24h de 

conservação no diluidor ACI e às 48h nos diluidores CG e TG. A motilidade diminuiu 

significativamente (P<0,05) com 48h de conservação no diluidor ACI e a partir de 24h nos 

diluidores CG e TG. No entanto a TDM não apresentou diferença significativa (P>0,05) entre 

os tempos de conservação (tabela 1). 

 

7.2 Efeito do diluidor  

 

 Foi observada diferença significativa entre os diluidores ACI e CG (P<0,05) às 0, 2, 24 

e 48h de conservação, de modo que os melhores índices de vigor foram encontrados no CG. O 

diluidor ACI diferiu significativamente do TG às 24 e 48h de conservação (P<0,05) e as 

maiores médias foram observadas no TG (tabela 1). Não foram constatadas diferenças 

significativas entre estes diluidores nos demais tempos de conservação (P>0,05). Também, 

não foi encontrada diferença entre os diluidores CG e TG (P>0,05). No que se refere à 

motilidade, verificou-se que o diluidor ACI diferiu dos diluidores CG e TG (P<0,05), e as 

melhores médias de motilidade foram observadas nestes diluidores com 24h de conservação, 

que por sua vez não diferiram entre si (P>0,05).  Nos demais tempos de conservação não foi 

encontrada diferença entre os diluidores (P>0,05) (tabela 1).  

 Quanto à TDM, a 0 h de conservação foi encontrada diferença significativa (P<0,05) 

entre os três diluidores e a menor TDM foi observada no CG, seguida pelo TG (tabela 1). 

Após 2, 24 e 48h de conservação, os diluidores CG e TG apresentaram resultados similares 

(P>0,05), porém diferiram da ACI (P<0,05) e apresentaram também, uma menor degradação.  

  

7.3. Efeito de grupo (nível de frutose seminal) 

 

Foi encontrada diferença do nível de frutose seminal entre os animais (P<0,0001), de 

modo que foram divididos em dois grupos: grupo I, animais com alto nível de frutose (787,98 

± 52,56 mg/ dL) no plasma seminal e grupo II, animais com baixo nível (497,70 ± 121,03 mg/ 

dL), totalizando três animais em cada grupo. Os resultados do agrupamento estão expressos na 

tabela 2. 
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 Uma diferença entre os grupos foi observada no diluidor ACI para os parâmetros 

motilidade e TDM, onde os melhores resultados foram encontrados no grupo I (P<0,05). Nos 

diluidores CG e TG não foi observado efeito de grupo para o vigor, motilidade, TDM e AMT 

(P>0,05). 

 No grupo I, não foi encontrada diferença entre os diluidores para o parâmetro de 

motilidade (P>0,05). No que se refere ao vigor, este foi melhor nos diluidores CG e TG, que 

por sua vez não diferiram entre si (P>0,05), entretanto o CG diferiu significativamente do ACI 

(P<0,05). O mais baixo valor de vigor foi observado no ACI. No tocante à TDM, foi 

constatada diferença entre todos os diluidores (P<0,05), de modo que a menor degradação foi 

observada no CG e a maior no ACI. No AMT foi verificada diferença significativa (P<0,05) 

entre o ACI e o CG, com um menor índice sendo encontrado no ACI. 

 No grupo II, uma diferença significativa foi encontrada entre ACI e CG (P<0,05), com 

uma melhor motilidade ocorrendo no CG. O vigor diferiu significativamente entre os três 

diluidores (P<0,05), o maior índice de vigor ocorreu no CG e o menor no ACI. Quanto a TDM 

e o AMT, não houve diferença entre estes parâmetros no CG e TG (P>0,05), mas ambos 

diluidores diferiram do ACI, que por sua vez apresentou os resultados inferiores. 

 A atividade da fosfolipase A2 foi determinada em ambos os grupos. No grupo I foi de 

10,02 ± 2,43 U/ mL e no grupo II de 12,09 ± 3,55 U/ mL, não sendo constatada diferença 

significativa entre os grupos (P>0,05).  
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Tabela 1: Médias ± desvio-padrão dos parâmetros vigor, motilidade e TDM do sêmen caprino diluído em três diferentes diluidores  
 

Diluidor ACI Diluidor Citrato-gema Diluidor TRIS-gema Tempo de 

conservação 

(horas) Vigor Motilidade TDM Vigor Motilidade TDM Vigor Motilidade TDM 

0 2,87 ± 0,46 Ab 
67,91 ± 11,95 

Aa 
61,81 ± 20,79 

Aa 
3,53 ± 0,55 Aa 

78,75 ± 12,58 
Aa 

19,87 ±  22,7 
Ac 

3,26 ± 0,60 Aab 
76,60 ± 12,68 

Aa 
34,78±22,46  Ab 

2 2,84 ± 0,49Ab 
66,45 ± 11,79 

Aa 
57,38 ± 23,86 

Aa 
3,39 ± 0,72 

ABa 
70,07 ± 14,92 

ABa 
25,27 ± 23,46 

Ab 
3,10 ± 0,62 

ABab 
70,00 ± 17,80 

ABa 
28,47 ± 17,65 

Ab 

24 2,20 ± 0,69 Bb 
57,57 ± 19,95 

ABb 
53,87 ± 26,77 

Aa 
2,99 ± 1,07 BCa 

62,36 ± 24,59 
BCa 

23,86 ± 25,57 
Ab 

2,64 ± 0,97 BCa 
60,21 ± 26,59 

BCa 
27,32 ± 22,47 

Ab 

48 1,76 ± 0,88 Bb 
50,82 ± 25,42 

Ba 
57,85 ± 24,41 

Aa 
2,57 ± 1,38 Ca 

58,69 ± 30,42 
Ca 

26,96 ± 25,59 
Ab 

2,35 ± 1,15 Ca 
54,93 ± 26,23 

Ca 
37,76 ± 27,18 

Ab 

 

Letras Maiúsculas: comparação entre linhas / Letras minúsculas: Comparação entre colunas 

 
Tabela 2: Médias ± desvio-padrão dos parâmetros vigor, motilidade e TDM do sêmen caprino diluído em três diferentes diluidores após 
a divisão em grupos de animais com alto ou baixo nível de frutose seminal. 
 

ACI CG TG GRUPO 
MOT VIG TDM AMT MOT VIG TDM AMT MOT VIG TDM AMT 

I 
64,86 ± 
15,42 

Aa 

2,59 ± 
0,62 

Ab 

53,12 ± 
19,95 

Ac 

15,77 ± 
10,67 

Ab 

68,99 ± 
22,90 

Aa 

3,12 ± 
1,00 

Aa 

22,80 ± 
22,98 

Aa 

20,10 ± 
13,23 

Aa 

68,40 ± 
20,15 

Aa 

2,95 ± 0,80 
Aab 

31,48 ± 
17,48 

Ab 

16,69 ± 8,47 
Aab 

II 
56,51 ± 
21,77 

Bb 

2,25 ± 
0,91 

Ac 

62,95 ± 
26,71 

Bb 

14,62 ± 
7,58 

Ab 

65,93 ± 
22,95 

Aa 

3,11 ± 
1,09 

Aa 

25,15 ± 
25,07 

Aa 

19,77 ± 
11,02  

Aa 

62,54 ± 
25,25 

Aab 

2,72 ± 1,04 
Ab 

33,35 ± 
27,48 

 Aa 

19,84 ± 
12,32  

Aa 

Letras Maiúsculas: comparação entre linhas / Letras minúsculas: Comparação entre colunas 
AMT – Alterações morfológicas Totais 
Grupo I: alto nível de frutose no PS, Grupo II: baixo nível de frutose no PS  
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8. DISCUSSÃO 

 

8.1 Efeito do tempo de conservação  

  

Neste experimento foi observado um efeito significativo do tempo de conservação 

sobre os parâmetros seminais avaliados, pois a refrigeração causou diminuição significativa na 

qualidade espermática, independente do diluidor utilizado. Resultados similares foram 

encontrados por MILCZEWSKI et al. (2000), no sêmen ovino, também utilizando diferentes 

diluidores, como o citrato-gema e o TRIS-gema. O efeito do tempo de conservação também 

foi observado por CAMPOS et al. (2004), em caprinos. Os estudos têm mostrado que à 

medida que a duração de incubação a 37oC prossegue, há o acúmulo de ácido láctico e o valor 

de pH tende a diminuir, acidificando o meio, levando consequentemente, a um declínio 

gradual na atividade metabólica. No estudo de SINGH et al. (1982), o tipo de diluidor não 

pareceu afetar significativamente o acúmulo de ácido láctico, mas sim o tempo de 

conservação. Estas mudanças no acúmulo de ácido láctico podem ser atribuídas à presença de 

flora microbiana no meio diluidor (SINGH et al., 1982). Entretanto, MANN (1946) afirmou 

que o metabolismo espermático aumenta a conversão de frutose em ácido láctico, diminuindo 

assim o pH do meio. No presente estudo, o vigor e a motilidade foram melhores nos diluidores 

CG e TG do que na ACI. Estes resultados são similares aos encontrados por ROCA et al. 

(1997) com o diluidor tris-gema em caprinos Murciana–granadina. A despeito do diluidor, da 

taxa de diluição, da temperatura ou das condições de armazenamento, o espermatozóide se 

deteriora à medida que a duração do armazenamento aumenta (SALAMON & MAXWELL, 

2000). Outros estudos têm mostrado que as propriedades lipídicas da membrana espermática 

são alteradas durante o resfriamento em condições aeróbicas, pois durante o processo de 

conservação há uma perda substancial de plasmalógeno dos espermatozóides (HARTREE & 

MANN, 1959). 

As principais mudanças que ocorrem durante o armazenamento incluem redução na 

motilidade e integridade morfológica dos espermatozóides (SALAMON & MAXWELL, 

2000), e acidificação do meio diluidor (MANN, 1946). Estudos têm sugerido necessidade da 

troca do meio diluidor a cada 24h como forma de melhorar a qualidade do sêmen diluído e 

prolongar a sobrevida dos espermatozóides (VISHWANATH & SHANNON, 2000). 
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8.2 Efeito do diluidor  

Às 0, 2 e 48 horas de conservação não foi encontrada diferença entre os diluidores 

para a motilidade, todavia o efeito do diluidor pode ser visto sobre o vigor, a partir de 0 hora 

(fresco). Estes resultados sugerem que o vigor é muito sensível à manipulação do sêmen, 

podendo ser, portanto, o parâmetro que mais sofre influência das condições de diluição. A 

TDM apresentou seus menores índices de degradabilidade nos diluidores CG e TG. Os 

resultados encontrados demonstram que os diluidores que melhor preservaram as qualidades 

seminais avaliadas do sêmen caprino foram o CG e o TG. Em ovinos, alguns estudos, 

utilizando diluidor à base de citrato-gema, foi observado 55,22% de motilidade progressiva 

após 8h de armazenamento a 5oC, sendo superior ao TRIS-gema (42,17%). Após 4h de teste 

de termo-resistência (TTR), a motilidade dos espermatozóides diluídos em CG caiu para 50% 

enquanto que para os espermatozóides diluídos em TG, a motilidade chegou a 35% e em leite-

UHT-gema, a 2,2% (MILCZEWSKI et al., 2000).  Os bons resultados encontrados com a 

conservação do sêmen caprino podem ser atribuídos à capacidade tamponante e à 

concentração de açúcar de ambos diluidores (MCDONALD, 1947; CUNHA & LOPES, 2000, 

VERSTEGEN et al., 2005). 

 

8.3. Efeito do grupo de animais (tabela 2) 

 

Segundo CORTEEL (1981), a motilidade e o vigor são os parâmetros mais comumente 

utilizados para mensurar a qualidade do sêmen. A motilidade dos espermatozóides, segundo 

MIES FILHO (1986), é uma das principais características que devem ser levadas em conta no 

exame de sêmen para avaliação de sua capacidade fecundante. Visto que a motilidade é 

importante para ultrapassar a barreira cervical, após inseminação artificial por via 

transcervical, sendo portanto, um parâmetro importante para se alcançar boas taxas de 

concepção em ovelhas (COLAS, 1980).  

A diferença entre os grupos de animais foi encontrada apenas no diluidor ACI para os 

parâmetros de motilidade e TDM. Nos demais diluidores não foi encontrado diferença. Na 

elaboração dos diluidores CG e TG entram na composição glicose (0,8%) e frutose (0,5%), 

respectivamente (EVANS & MAXWELL, 1990), e na água de coco industrializada (tetra pak) 

encontram-se altos níveis de carboidratos (2,5%). Os resultados encontrados sugerem que, na 

composição água de coco industrializada, o carboidrato presente pode não estar disponível ou 

pode não ser utilizado pelos espermatozóides. Além disso, não se tem perfeito controle dos 
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constituintes presentes na água de coco industrializada. Acredita-se que tenham ocorrido 

alterações das características originais da água de coco natural, inclusive, dos níveis de 

carboidrato. Segundo MANN (1946), a taxa de frutólise no sêmen conservado a 5oC após 1h é 

de 4%, todavia, após incubação a 30 – 37oC é de 96%, ou seja, o desaparecimento da frutose 

éocorre em questão de horas. Segundo o mesmo autor, somente quando os espermatozóides 

depletam a própria reserva de açúcar do plasma seminal, o efeito benéfico da adição exógena 

de açúcar torna-se mais aparente (glicose, frutose ou manose). Desse modo, acredita-se que a 

depleção do açúcar em animais com baixo nível de frutose seja mais rápida, e os resultados 

encontrados sugerem que o diluidor ACI não supriu adequadamente os espermatozóides com 

energia para manter sua atividade metabólica, conforme observado no grupo II, onde no 

diluidor ACI foram encontrados os piores valores de motilidade e TDM. O mesmo não foi 

observado nos diluidores CG e TG que foram capazes de suprir as necessidades energéticas 

das células espermáticas durante a conservação a 5oC in vitro. No touro e no carneiro, a 

sobrevivência anaeróbica do espermatozóide é intimamente dependente da presença de 

frutose, pois ele torna-se imóvel se o sêmen for lavado para remoção do plasma seminal, e 

então privado da frutose. Mas esta sobrevivência pode ser prolongada pela adição de açúcar 

glicolizável (MANN & LUTWAK-MANN, 1948). Por outro lado, sob condições aeróbicas, os 

espermatozóides podem sobreviver temporiamente,mesmo após a remoção do plasma seminal. 

Todavia, no sêmen ovino lavado a capacidade de captação de oxigênio é de duração 

relativamente curta, mas que pode ser mantida por um certo período de tempo pela adição de 

certas substâncias, tais como, a frutose e o lactato. Estes achados levaram os autores a concluir 

que o metabolismo da frutose desempenha um importante papel não somente na ausência de 

oxigênio, mas também em condições aeróbicas (MANN & LUTWAK-MANN, 1948). No 

presente experimento, a concentração inicial de frutose no plasma seminal de caprinos é 

importante para que se obtenha uma boa qualidade seminal durante o resfriamento a 5oC. 

Nos dois grupos, os melhores índices de motilidade, vigor e TDM foram encontrados 

nos diluidores CG e TG, confirmando a qualidade dos mesmos como conservantes do sêmen 

caprino no estado líquido, por suprirem as necessidades energéticas dos espermatozóides (MC 

DONALD, R., 1947; ROCA et al., 1997; MILCZEWSKI et al., 2000). MANN (1946) afirmou 

que os espermatozóides utilizam frutose como fonte energética, mas que os mesmos são 

capazes de utilizar outros açúcares como a glicose e a manose, que podem agir como 

poupadores de frutose seminal. Isto explica porque tem sido possível, na prática, empregar 

com sucesso a glicose como nutriente no diluidor para armazenamento do sêmen utilizado na 

inseminação artificial (MANN, 1946). A habilidade do espermatozóide em utilizar igualmente 
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a frutose, a glicose ou manose deve-se ao fato de que estes três açúcares entram no ciclo da 

glicólise por meio da reação da hexoquinase com o ATP, seguido pela formação do 

monofosfatohexose até ácido láctico (MANN, 1945b; MANN, 1946; KING et al. 2006). Com 

respeito a este processo no sêmen íntegro, tem sido constatado que o mesmo ocorre no sêmen 

lavado onde há adição de açúcar artificial (MANN, 1945a; 1945b). Além disso, o progresso da 

frutólise no sêmen depende de vários fatores, tais como a concentração real de frutose no 

plasma seminal, a concentração espermática, pH e temperatura (MANN, 1946).  Outros 

estudos têm demonstrado que os espermatozóides podem utilizar ácidos graxos como substrato 

para o metabolismo aeróbico, se privados da frutose (LOVERN et al., 1957; HARTREE & 

MANN, 1959; HARTREE & MANN, 1961). 

No que se refere à AMT, não houve diferença entre os grupos I e II, entretanto no 

grupo I, o menor índice de anormalidades foi encontrado no diluidor ACI. Porém, no grupo II 

e no mesmo diluidor, foi encontrada a maior proporção de alterações espermáticas. Alguns 

estudos têm indicado que a lesão primária associada com o choque térmico é na membrana 

plasmática, levando a consideráveis alterações morfológicas. Além disso, mudanças 

importantes na permeabilidade também resultam desta injúria. Todavia, algumas proteínas 

presentes no plasma seminal podem reparar os danos de membrana causados pelo choque 

térmico quando adsorvidas à membrana plasmática (BARRIOS et al., 2000) e aumentar a 

resistência ao dano e preservar a integridade da membrana (BARRIOS et al., 2005). Além 

disso, foi demonstrado que o resfriamento a 5oC estabilizou os microtúbulos dos 

espermatozóides humanos, mas o processo de resfriamento pode alterar algumas propriedades 

físicas da membrana plasmática, bem como outros aspectos da função espermática podem ser 

afetados pelo resfriamento (CHANTLER et al., 2000). No presente experimento, acredita-se 

que no diluidor ACI, foi possível identificar diferenças morfológicas que não foram 

observadas nos outros diluidores (CG e TG), pois no grupo I foi encontrado o menor índice de 

AMT entre os diluidores e no grupo II o maior. Acredita-se que no plasma seminal do grupo I 

existam substâncias que protegeram a membrana espermática dos danos da conservação, e que 

possivelmente estejam correlacionadas com a concentração de frutose seminal. Todavia, mais 

estudos precisam ser realizados para comprovar esta hipótese. 

No tocante à fosfolipase A2, não foi encontrada diferença quanto à atividade da mesma 

entre os grupos experimentais, de modo que a fosfolipase A2 não foi a responsável pela baixa 

qualidade do sêmen caprino no grupo II deste experimento. Entretanto, estudos mais 

profundos e com maior número de animais precisam ser realizados acerca da atividade da 

fosfolipase A2, em caprinos criados em clima tropical, pois nenhuma correlação pode ser 
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estabalecida devido ao tamanho da amostra utilizada neste experimento. Alguns estudos 

conduzidos em clima temperado mostraram que houve variação estacional no comportamento 

reprodutivo, esta atividade foi de 15 U/mL (junho) e a 60 U/mL (setembro), quando se utilizou 

a mesma metodologia para determinação da atividade enzimática da FLA2 (SIAS et al., 2005). 

Os mesmos autores observaram que outra enzima com atividade deletéria sobre os 

espermatozóides caprinos foi identificada, a GoPLRP2, cuja atividade mensurada nas amostras 

de plasma seminal sugere que a atividade da lipase e da fosfolipase origina-se da mesma 

enzima (SIAS et al., 2005). Vários estudos têm demonstrado que a FLA2 presente no PS de 

caprinos exerce efeito deletério sobre a viabilidade dos espermatozóides conservados em meio 

à base de leite desnatado ou contendo gema de ovo constituindo um problema específico para 

conservação do sêmen caprino (LEBBOEUF et al., 2003; PELLICER-RUBIO et al., 1997). 
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9. CONCLUSÕES 

 

Concluiu-se que, independente do diluidor utilizado, os parâmetros seminais tendem a 

cair conforme aumenta o tempo de conservação. Porém, verificaram-se melhores índices no 

sêmen diluído com CG e TG, quando comparados com ACI. O CG e o TG são diluidores 

preparados em laboratório para esta finalidade enquanto que a ACI sofre modificações em sua 

composição devido ao processo de industrialização. 

A concentração inicial de frutose não interferiu na qualidade espermática quando os 

diluidores CG e TG foram utilizados, todavia, quando os níveis deste componente no plasma 

seminal foram superiores a 740 mg/dL ocorreu um aumento na sobrevida dos espermatozóides 

conservados a 5oC, quando se utilizou ACI. Este diluidor apresenta os níveis energéticos 

inadequados, favorecendo o espermatozóide exposto a plasma seminal que apresenta níveis de 

frutose mais elevados, quando comparado àqueles expostos a PS com baixo nível de frutose. 

Desse modo, o diluidor água de coco industrializada (ACI) não deverá ser utilizado para 

conservação do sêmen caprino. 
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