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RESUMO 
 

CARVALHO, F. M. de. Criopreservação de sêmen de primatas não-humanos. 
[Cryopreservation of non-human primate sperm]. 2016. 173 f. Tese (Doutorado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2016. 
 
O presente trabalho foi composto de dois estudos distintos. O Estudo I, com um foco 

conservacionista, teve como objetivo a avaliação e comparação de diferentes 

métodos de criopreservação de sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya). Para tanto, 

o estudo foi dividido em dois experimentos: Experimento I – composto de dois 

ensaios – no primeiro ensaio foram comparados dois diluidores comerciais – 

BotuBOV e Test-yolk buffer (TYB) e no segundo ensaio foram comparados dois 

métodos de criopreservação de sêmen – congelação lenta e vitrificação; 

Experimento II – avaliação dos efeitos da adição de DHA e de Trolox (análogo da 

vitamina E) ao diluidor para criopreservação de sêmen. O diluidor TYB apresentou 

melhores resultados quando comparados ao BotuBOV. A congelação lenta 

apresentou melhores resultados quando comparada à vitrificação. Não houve 

diferença entre o diluidor controle e os diluidores com Trolox, DHA ou combinação 

dos dois (DHAT), com exceção da integridade de acrossoma, que foi 

significativamente menor para o diluidor DHAT. Conclui-se que são necessários mais 

estudos, com utilização de outras doses de DHA e Trolox, além de outros 

antioxidantes. O Estudo II, com foco em pesquisa biomédica, teve como objetivo a 

criopreservação de sêmen de macaco-rhesus (Macaca mulatta) e avaliação da 

qualidade pós-descongelação por meio de fecundação in vitro (FIV). Para tanto, o 

estudo foi dividido em três experimentos: Experimento I – avaliação e comparação 

de dois métodos de criopreservação de sêmen – congelação lenta e vitrificação; 

Experimento II – avaliação e comparação de quatro métodos de preparação do 

sêmen pós-descongelação – lavagem simples (LS), swim-up (SU), separação por 

gradiente de densidade (SGD) e filtragem em lã de vidro (FLV); Experimento III – 

avaliação da qualidade seminal pós-descongelação por meio de FIV. A congelação 

lenta apresentou melhores resultados que a vitrificação (p<0,05). LS apresentou os 

melhores resultados, seguido por SGD e SU, enquanto FLV apresentou os piores 

resultados. LS e SGD foram utilizados para avaliação da qualidade seminal por meio 

de FIV, utilizando sêmen fresco como controle. As taxas de fecundação 



 

 

(média±EPM%) para oócitos MI inseminados com sêmen fresco (43.5±16.4) foram 

significativamente maiores (p<0,05) que LS (2.0±2.0), mas não diferiram de SGD 

(25.1±14.2). Não houve diferença na taxa de blastocistos (média±EPM%) entre os 

tratamentos (variação de 0 a 11.9±7.9). As taxas de fecundação para oócitos MII 

inseminados com sêmen fresco (41.4±3.6) também foram significativamente maiores 

que SGD e LS (18.4±6.9 e 12.7±7.7, respectivamente), assim como a taxa de 

blastocistos (64.7±13.6; 4.7±4.7; 30.9±13.8, respectivamente). Conclui-se que, 

espermatozoides criopreservados foram capazes de fertilizar oócitos e os embriões 

atingiram o estágio de blastocisto. A SGD selecionou espermatozoides pós-

descongelação de melhor qualidade para FIV em macacos-rhesus, quando 

comparada à LS. 

 
Palavras-chave: Congelação. DHA. Espermatozoide. FIV. Vitamina E. Trolox 

Vitrificação. 



 

 

ABSTRACT 
 
CARVALHO, F. M. de. Cryopreservation of non-human primate sperm. 
[Criopreservação de sêmen de primatas não-humanos]. 2016. 173 f. Tese 
(Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 
This work was divided in two studies. The objective of Study I was to test and 

compare different cryopreservation methods for sperm from black-and-gold howler 

monkeys (Alouatta caraya), with a focus on species conservation. The study was 

divided in two experiments. Experiment I – composed of two trials – the first trial 

compared two commercial extenders – BotuBOV and Test-yolk buffer (TYB), and the 

second trial compared two cryopreservation methods – slow freezing and vitrification; 

Experiment II – evaluation of the effects of DHA and Trolox (vitamin E analog) as 

additives to the freezing extender. TYB had better results when compared to 

BotuBOV. Slow freezing had better results when compared to vitrification. There was 

no difference between control extender (TYB) and extender containing Trolox, DHA 

or a combination of both (DHAT), except for acrosome integrity, which was 

significantly lower for DHAT. In conclusion, more studies are necessary, using other 

doses of DHA and Trolox, as well as other antioxidants. The objective of Study II was 

to assess the quality of frozen-thawed sperm from rhesus macaques (Macaca 

mulatta) by in vitro fertilization (IVF). The study was divided in three experiments. 

Experiment I – evaluation and comparison of two cryopreservation methods – slow 

freezing and vitrification; Experiment II – evaluation and comparison of four 

preparation methods for frozen-thawed sperm – simple wash (SW), swim-up (SU), 

density gradient centrifugation (DGC), and glass wool filtration (GWF); and 

Experiment III – evaluation of frozen-thawed sperm quality by IVF. Slow freezing had 

better results when compared to vitrification (p<0,05). SW had better results, followed 

by DGC and SU, while GWF had the worse results. SW and DGC were further 

evaluated by IVF. Fertilization rates (mean±SEM%) with MI oocytes using fresh 

sperm were significantly higher (43.5±16.4) than with SW (2.0±2.0) and did not differ 

from DGC (25.1±14.2). There was no difference in blastocyst rates between 

treatments (range 0 to 11.9±7.9). Fertilization rates with MII ova were also 

significantly higher with fresh sperm (41.4±3.6) than DGC and SW (18.4±6.9 and 

12.7±7.7, respectively), and more blastocysts developed from MIIs fertilized with 



 

 

fresh sperm (64.7±13.6) than SW and DGC (4.7±4.7 and 30.9±13.8, respectively). In 

conclusion, frozen-thawed sperm were able to fertilize oocytes and embryos reached 

the blastocyst stage. DGC yielded better frozen-thawed sperm for IVF in rhesus 

macaques, when compared with SW. 

 
Keywords: DHA. Freezing. IVF. Spermatozoa. Vitamin E. Trolox. Vitrification. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Primatas são mamíferos arborícolas ou não, que habitam principalmente as 

regiões tropicais, mas que podem também ocupar algumas regiões temperadas ou 

subtropicais (WOLFENSOHN; HONESS, 2005). Os primatas fazem parte da Ordem 

Primates, a qual é dividida em duas Subordens, Strepsirrhini e Haplorrhini. A 

primeira compreende as Infraordens Lemuriformes (lêmures), Chiromyiformes (aie-

aie) e Lorisiformes (lóris e galagos). A segunda compreende as Infraordens 

Tarsiiformes (társios) e Simiiformes (símios ou macacos). O presente trabalho irá 

abordar alguns aspectos da reprodução de primatas pertencentes à Infraordem 

Simiiformes. 

A Infraordem Simiiformes é dividida em duas Parvordens, Catarrhini e 

Platyrrhini (GROVES, 2005). A primeira compreende as espécies de macacos 

conhecidas como Primatas do Velho Mundo (PVM), as quais habitam regiões da 

África e Ásia, enquanto a segunda compreende as espécies conhecidas como 

Primatas do Novo Mundo ou Primatas Neotropicais (PN), que habitam regiões do 

México e das Américas Central e do Sul. Atualmente, são conhecidas 17 famílias, 76 

gêneros e 695 espécies e subspécies de primatas no mundo todo (PRIMATE 

SPECIALIST GROUP, 2014).  

Essa grande diversidade de primatas não-humanos que habita nosso planeta, 

vem sofrendo diversas ameaças que levam à diminuição das populações, com risco 

cada vez maior de extinção. Aproximadamente 50,4% das espécies de primatas no 

mundo estão classificadas sob algum tipo de ameaça de extinção, de acordo com a 

classificação proposta pela International Union for Conservation of Nature (IUCN) 

Red List of Threatened Species (2014) (PRIMATE SPECIALIST GROUP, 2014). As 

principais ameaças à sobrevivência de primatas não-humanos em vida livre são a 

perda de habitat e a caça, tanto para alimento como para tráfico (MITTERMEIER et 

al., 2009).  

Somando-se a isso, os primatas não-humanos são importantes modelos para 

pesquisas biomédicas devido à similaridade com os seres humanos (WOLF, 2009). 

Consequentemente, tanto sob o ponto de vista conservacionista (MORRELL; 

HODGES, 1998), como sob o ponto de vista prático (WOLF et al., 2004), existe uma 
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crescente necessidade de estudos na área de tecnologias de reprodução assistida 

(ARTs, do inglês Assisted Reproductive Technologies) em primatas não-humanos. 

Esses estudos se fazem necessários para garantir a propagação, tanto de indivíduos 

de espécies ameaçadas, visando à conservação das mesmas, como de indivíduos 

essenciais para o desenvolvimento de pesquisas biomédicas. Dentre as ARTs, 

incluem-se criopreservação de gametas, inseminação artificial, fecundação in vitro 

(FIV) e injeção intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI, do inglês, 

Intracytoplasmic Sperm Injection). 

A criopreservação de gametas é uma técnica importantíssima, pois, a partir 

do domínio da mesma, torna-se mais viável e prático o estudo e a execução das 

demais técnicas, tanto em termos de pesquisa, como em termos práticos. Tendo 

isso em vista, os objetivos deste trabalho foram desenvolver (no caso dos bugios) e 

aprimorar (no caso dos macacos-rhesus) técnicas de criopreservação de 

espermatozoides de duas espécies de primatas não-humanos, o bugio-preto 

(Alouatta caraya) e o macaco-rhesus (Macaca mulatta). 

Mais especificamente, o Estudo I, com um foco conservacionista, teve como 

objetivo desenvolver um protocolo efetivo de criopreservação de sêmen, que possa, 

no futuro, servir como base para o desenvolvimento de protocolos de 

criopreservação de sêmen em outras espécies de bugios ameaçadas de extinção. 

Isso seria apenas um primeiro passo para a aplicação de ARTs nessas espécies. 

Dessa forma, o Estudo I consistiu, inicialmente, na avaliação de diferentes 

protocolos de criopreservação de sêmen de bugio-preto e, posteriormente, na 

avaliação do efeito da adição de ácido docosahexaenoico (DHA) e Trolox™ (análogo 

da vitamina E) ao meio de criopreservação, na qualidade pós-descongelação dos 

espermatozoides. 

Já o Estudo II, com um foco de pesquisa biomédica, teve como objetivo o 

aprimoramento da criopreservação e preparo pós-descongelação dos 

espermatozoides de macacos-rhesus, o que traria um grande avanço para a 

realização da FIV, visto que apesar desta técnica estar bem desenvolvida na 

espécie, ainda se faz necessário o uso de sêmen recém-colhido. Isso requer a 

manutenção de vários machos treinados e a presença de pessoal treinado para 

colheita do sêmen imediatamente antes da FIV. A manutenção de um banco de 

sêmen com amostras viáveis, permitiria o acesso imediato a amostras de sêmen de 
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qualidade sempre que necessário, o que seria um grande avanço em termos de 

logística. Dessa forma, o Estudo II consistiu na comparação de protocolos de 

criopreservação e preparo dos espermatozoides pós-descongelação para realização 

de FIV.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Por se tratarem de espécies de animais selvagens, inicialmente, será feita a 

apresentação de cada espécie. Em seguida, será apresentada uma revisão, na qual 

serão abordados tópicos que incluem (1) quais espécies de primatas não-humanos 

já foram estudadas com relação à caracterização, processamento e conservação de 

sêmen; (2) quais os métodos de colheita de sêmen utilizados em primatas não-

humanos; (3) particularidades do sêmen de primatas não-humanos e implicações 

técnicas; (4) qual a situação atual do conhecimento em relação à colheita, análise e 

criopreservação do sêmen das duas espécies envolvidas no presente trabalho; (5) 

técnicas para avaliação da qualidade seminal utilizadas no presente trabalho e (6) 

uso de ácidos graxos poli-insaturados e antioxidantes no meio de criopreservação. 

 

 

2.1  BUGIO-PRETO (Alouatta caraya) 

 

 

O Brasil possui exemplares das cinco famílias de PN descritas por Rylands e 

Mittermeier (2009), com um total de 19 gêneros, 119 espécies e 139 espécies e 

subespécies (RYLANDS; MITTERMEIER; SILVA, 2012; CPB-ICMBio, 2014). Dentre 

os 19 gêneros, encontra-se o Alouatta, único gênero da subfamília Alouattinae, a 

qual pertence à família Atelidae. O gênero Alouatta é composto por 19 espécies e 

subespécies (RYLANDS; MITTERMEIER, 2009), das quais 11 têm ocorrência no 

Brasil, onde é conhecido popularmente por guariba ou bugio (GREGORIN; 

KUGELMEIER; VALLE, 2008). Conforme a classificação de acordo com o risco de 

ameaça de extinção proposta pela IUCN (2014), das 19 espécies e subespécies de 

bugio, nove estão sob algum tipo de ameaça, conforme segue. Alouatta belzebul, A. 

discolor, A. palliata equatorialis e A. p. coibensis são consideradas “Vulneráveis”; A. 

ululata e A. pigra são consideradas “Ameaçadas”; e A. guariba guariba, A. p. 

mexicana e A. p. trabeata são consideradas “Criticamente Ameaçadas”. As demais 

espécies estão classificadas como “Pouco Preocupante”. 
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Os bugios são animais robustos, com peso corporal entre 5 e 12 kg, o que os 

coloca entre os maiores primatas das Américas. Como todos atelídeos, possuem 

cauda preênsil, ou seja, a cauda atua como um quinto membro, com habilidade para 

“agarrar” galhos e objetos (Figuras 1 e 3). Apesar de também serem braquiadores, 

possuem braços proporcionalmente mais curtos e cabeça grande, quando 

comparados aos outros braquiadores da mesma família, Ateles e Brachyteles. Todas 

as espécies de bugios apresentam dimorfismo sexual quanto ao tamanho – machos 

maiores que as fêmeas – e algumas espécies – Alouatta clamitans, A. caraya, A. 

puruensis e A. ululata – apresentam dimorfismo sexual quanto à cor da pelagem 

(dicromatismo sexual). Nestas, a coloração de cada sexo difere de acordo com a 

espécie, mas, invariavelmente, os jovens de ambos os sexos têm a mesma 

coloração da fêmea (Figura 2) e os machos mudam de coloração (Figura 3) ao 

atingirem maturidade sexual. O gênero Alouatta apresenta osso hioide bem 

desenvolvido, o que possibilita vocalização audível a uma distância de até 5 km. 

Com relação à dieta, são considerados folívoros-frugívoros (AURICCHIO, 1995; 

GREGORIN; KUGELMEIER; VALLE, 2008). 

 

 
Figura 1 -  Fêmea de bugio-preto (Alouatta caraya)  

 
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2009). 
Legenda: Notar a cauda preênsil (seta) enrolada no galho. 
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Figura 2 - Mãe e infante macho de bugio-preto (Alouatta 

caraya) 

 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2009). 
Legenda: Notar que, mesmo sendo macho, possui a mesma 

coloração da mãe. 
 

 

Figura 3 - Macho subadulto (à esquerda) de 
bugio-preto (Alouatta caraya)  

 
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2009). 
Legenda: Notar início da mudança de coloração 

para coloração de adulto. Notar 
também a cauda preênsil (seta). 
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Como citado anteriormente, Alouatta caraya possui dicromatismo sexual, 

sendo o macho adulto de coloração negra (Figura 4a) e a fêmea de coloração 

castanho-amarelado claro (Figura 4b), tendendo ao palha (AURICCHIO, 1995; 

GREGORIN; KUGELMEIER; VALLE, 2008). 

 

 

Figura 4 - Macho (A) e fêmea (B) de bugio-preto (Alouatta caraya) 

  
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2009). 
Legenda: Observar o dicromatismo sexual, característico da espécie. 

 

 

Com relação à reprodução, esta espécie apresenta maturidade sexual aos 24 

a 37 meses para machos e 35 a 42 meses para fêmeas (CROCKETT; EISENBERG, 

1987). Acredita-se que as fêmeas tenham um ciclo ovariano do tipo menstrual 

(KUGELMEIER et al., 2011). A gestação dura cerca de seis meses e o filhote é 

amamentado por um período de 9 a 12 meses. Com relação à sazonalidade 

reprodutiva, os bugios de vida-livre não apresentam sazonalidade estrita, devido à 

flexibilidade alimentar desse gênero, o que permite que ajustem a atividade 

reprodutiva de acordo com a oferta de alimento (CROCKETT; RUDRAN, 1987; DI 

BITETTI; JANSON, 2000; STRIER; MENDES; SANTOS, 2001; KOWALEWISKI; 

ZUNINO, 2004). Além disso, dados reprodutivos de cativeiro obtidos ao longo de 

sete anos, indicam que bugios-pretos mantidos em cativeiro na região da Amazônia 

se reproduzem durante o ano todo (VALLE et al., 2004). A espécie vive em grupos 

de dois até 21 indivíduos, geralmente compostos por um ou mais machos adultos, 

uma ou mais fêmeas adultas e seus filhotes jovens e infantes (GREGORIN; 

KUGELMEIER; VALLE, 2008; OKLANDER; KOWALEWSKI; CORACH, 2014). Um 
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trabalho recente sugere que, apesar de haver um macho alfa que é responsável pela 

maior parte das cópulas, ocorrem cópulas tanto com outros machos residentes, 

como com machos de outros grupos (OKLANDER; KOWALEWSKI; CORACH, 

2014). Isso sugere um sistema de acasalamento do tipo poligínico-poliândrico. 

De acordo com as listas regionais da fauna ameaçada de extinção, Alouatta 

caraya é categorizada como “Ameaçada” no estado do Paraná (MIKICH; BÉRNILS, 

2004) e “Vulnerável” nos estados de São Paulo (PERCEQUILLO; KIERULFF, 2009) 

e Rio Grande do Sul (MARQUES et al., 2002). Embora esteja ameaçada nestes 

estados, a espécie apresenta ampla distribuição, habitando regiões do Brasil, 

Argentina, Paraguai, leste da Bolívia e norte do Uruguai. No Brasil, ocorre nos 

estados do Rio Grande do Sul, Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do 

Sul, Mato Grosso, Goiás, Tocantins, Maranhão, Bahia e Pará. Sua ampla 

distribuição associada ao fato de apresentar algum tipo de ameaça somente em três 

listas estaduais, fazem com que não conste no Livro Vermelho da Fauna Brasileira 

Ameaçada de Extinção (MACHADO; DRUMMOND; PAGLIA, 2008) e seja 

considerada “Pouco Preocupante” na IUCN Red List (FERNANDEZ-DUQUE; 

WALLACE; RYLANDS, 2008; IUCN, 2014). Devido à disponibilidade de indivíduos e 

sucesso reprodutivo em cativeiro, esta espécie pode ser considerada como espécie 

modelo no que se refere ao desenvolvimento de técnicas de reprodução assistida 

destinadas a outras espécies de bugios sob maior risco de extinção (MORELAND et 

al., 2001). 

 

 

2.2 MACACO-RHESUS (Macaca mulatta) 

 

 

Os PVM são divididos em duas Superfamílias, Hominoidea e 

Cercopithecoidea. A primeira contém duas famílias, Hylobatidae (gibões ou “lesser 

apes”) e Hominidae (“great apes” e seres humanos). Enquanto a segunda contém 

apenas uma família, Cercopithecidae. Esta última é subdividida nas Subfamílias 

Cercopithecinae (gêneros Cercopithecus, Miopithecus, Erythrocebus, Allenopithecus, 

Cercocebus e Macaca) e Colobine (gêneros Colobus, Pillocolobus, Procolobus, 

Nasalis, Presbytis, Pygathrix, Rhinopithecus, Semnopithecus, Simias e 
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Trachypithecus) (ITIS, 2015). O gênero Macaca é composto por cerca de 22 

espécies (ITIS, 2015), sendo que o número exato varia de acordo com o taxonomista 

(WHITNEY, 1995). Os primatas do gênero Macaca são os mais amplamente 

distribuídos geograficamente. São animais médios a grandes, robustos, com 

grandes bolsas jugais (Figura 5; bolsas na parte interna das bochechas para 

armazenar alimentos) e calosidades isquiáticas (adaptação cutânea para sentar, 

localizada na região das tuberosidades isquiáticas). Além disso, possuem 

dimorfismo sexual de tamanho e, assim como outros PVM, apresentam os 

fenômenos conhecidos como “pele sexual” (tradução livre do inglês sex skin), 

caracterizada por coloração avermelhada na região perigenital e na face, tanto de 

fêmeas como de machos; e “intumescimento sexual” (tradução livre do inglês sexual 

swelling) caracterizado por coloração avermelhada e intumescimento da região 

perigenital, podendo atingir inclusive os membros pélvicos, com extensão variável, 

ocorrendo apenas nas fêmeas (WHITNEY, 1995; FORTMAN; HEWETT; BENNET, 

2002; DIXSON; MARTIN, 2012). 

 

 

Figura 5 - Família de macaco-rhesus (Macaca 
mulatta) 

 
Fonte: (WARREN, V., 2015). 
Legenda: Notar bolsas jugais repletas de alimento 

(setas). 
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O macaco-rhesus (Macaca mulatta) é, juntamente com o macaco-cynomolgus 

(Macaca fascicularis), um dos primatas não-humanos mais utilizados em pesquisa 

(WHITNEY, 1995). A coloração do pelo, tanto dos machos como das fêmeas de 

macacos-rhesus, varia do marrom-claro ao ruivo, sendo a face de coloração rósea-

avermelhada, com pouco ou nenhum pelo (Figuras 6 e 7). A região perigenital possui 

a mesma coloração da face e a cauda tem tamanho médio (LANG, 2005). As fêmeas 

pesam de 4-9 kg e atingem maturidade sexual por volta de 2,6-3,5 anos de idade. Já 

os machos, pesam de 6-11 kg e atingem maturidade sexual por volta de 3-4 anos de 

idade.  

Assim como em outros PVM, as fêmeas de macaco-rhesus possuem um ciclo 

ovariano do tipo menstrual. O período de gestação é de 5,5 a 6 meses e o desmame 

ocorre entre 7 e 14 meses de idade (FORTMAN; HEWETT; BENNET, 2002). Essa 

espécie é tipicamente sazonal em vida-livre, de forma que a maioria dos ciclos 

férteis das fêmeas ocorram nos meses de outono/inverno (outubro a dezembro), 

enquanto que nos meses de primavera/verão (maio a agosto), as fêmeas se tornam 

acíclicas ou apresentam fertilidade reduzida (HENDRICKX; DUKELOW, 1995). O 

mesmo ocorre com os machos de vida livre, que diminuem a resposta à 

eletroestimulação e, mesmo quando respondem, o sêmen apresenta volume e 

qualidade reduzidos fora da estação reprodutiva (ZAMBONI; CONWAY; PELT, 

1974). Isso se deve a mudanças no epitélio seminífero, com diminuição significativa 

na população de células germinativas (BANSODE; CHOWDHURY; DHAR, 2003). 

Entretanto, um estudo demonstrou que animais mantidos em condições de luz 

controladas (12 h de luz e 12 h de escuro) por mais de quatro anos, apresentaram 

quebra da sazonalidade (HERNDON et al., 1985). Nesse estudo, as fêmeas 

mantidas em condições controladas ciclaram o ano todo, sendo que três das cinco 

fêmeas, ficaram prenhas fora da estação reprodutiva. Além disso, os machos 

mantidos nas mesmas condições controladas, mantiveram concentrações de 

testosterona elevadas até o início da primavera, ao contrário dos machos mantidos 

em recinto externo. 

Os rhesus são primatas sociais e vivem em grupos multimacho-multifêmea, 

com tamanhos que podem variar desde 8 até 85 indivíduos (LUTZ; NOVAK, 2005). 

O sistema de acasalamento é do tipo poligínico-poliândrico ou multimacho-

multifêmea (DIXSON; MARTIN, 2012). A espécie tem ampla distribuição geográfica, 
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ocorrendo em diversos países do sul asiático, incluindo Afeganistão, Bangladesh, 

Butão, Paquistão, Índia, China, Tailândia, Laos, Myanmar, Nepal e Vietnã. É 

considerada “Pouco Preocupante” pela IUCN Red List of Threatened Species 

(TIMMINS et al., 2008; IUCN, 2014). 

 

 

Figura 6 - Macaco-rhesus (Macaca mulatta) 

  
Fonte: (ONPRC, 2015 - Foto A); (WARREN, V., 2015 - Foto B). 
Legenda: A. Fêmea adulta com infante. B. Macho adulto.  

 

 

Figura 7 - Macaco-rhesus (Macaca mulatta) 

  
Fonte: (WARREN, V., 2015). 
Legenda: A. Macho idoso. B. Juvenil. 
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2.3 ESTUDO DO SÊMEN DE PRIMATAS NÃO-HUMANOS 
 

 

Das 204 espécies e subespécies de PN reconhecidas no mundo todo 

(RYLANDS; MITTERMEIER; SILVA, 2012), apenas 15 (7%) foram estudadas com 

relação à caracterização, processamento e conservação de sêmen (Quadro 1).  

 

 

Quadro 1 - Espécies de Primatas Neotropicais cujo sêmen foi estudado com relação à 
caracterização, processamento e conservação 

 
Espécie Referência 

Alouatta caraya MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004; CARVALHO, 2012; 
CARVALHO et al., 2012; VALLE et al., 2013b; CARVALHO et al., 2014 

Ateles geoffroyi HERNANDÉZ-LÓPEZ et al., 2002a, 2002b, 2008; CERDA-MOLINA et 
al., 2009; FLORES-HERRERA et al., 2012 

Ateles marginatus SILVA, 2005; SILVA et al., 2013 

Ateles paniscus SILVA, 2005; SILVA et al., 2013 

Callimico goeldii ARAKAKI et al., 2011a, 2011b; ARAKAKI et al., 2012; VALLE et al. 
2013a 

Callithrix jacchus DAVIS, 1982; CUI et al., 1991; WILTON et al., 1993; CUI, 1996; 
KUEDERLING; MORRELL; NAYUDU, 1996; MORRELL; KÜDERLING; 
HODGES, 1996; YEUNG et al., 1996; GILCHRIST; NAYUDU; 
HODGES, 1997; KUEDERLING et al., 2000; PUDRITZ, 2000; GRUPEN; 
SCOTT; GILCHRIST, 2004; SCHNEIDERS; SONKSEN; HODGES, 
2004; HERNÁNDEZ-LOPEZ et al., 2005; O’BRIEN et al., 2003; 2005; 
VALTONEN-ANDRÉ et al., 2005; VALLE, 2007; VALLE et al., 2008; 
VERONA et al., 2009; VALLE et al., 2012; ARAKAKI et al., 2013; 
TAKAHASHI et al., 2014; VALLE et al., 2014 

Callithrix penicillata MASSAROTTO et al., 2010; ARAKAKI et al., 2013 

Cebus (Sapajus) apella ACKERMAN; ROUSSEL, 1968; BUSH et al., 1975; GUIMARÃES, 1994; 
BARNABE et al., 2002; PAZ; TEIXEIRA; GUIMARÃES, 2006, PAZ et al., 
2006; ARAÚJO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010, 2011; LEÃO et al., 
2015 

Leontopithecus 
chrysomelas 

VIDAL et al, 2007; HENRIQUE et al., 2013; HENRIQUE et al., 2014 

Saguinus labiatus SANKAI et al., 1997 

Saguinus leucopus POCHES, 2012; POCHES; BRIEVA; JIMÉNEZ, 2013 

Saguinus mystax HARRISON; WOLF, 1985 

Saimiri boliviensis YEOMAN et al., 1997a, 1997b, 1998; ROUDEBUSH; MATHUR, 1998; 
STEINBERG et al., 2009 

Saimiri collinsi OLIVEIRA et al., 2015 

Saimiri sciureus BENNETT, 1967; LANG, 1967; ACKERMAN; ROUSSEL, 1968; DENIS 
et al., 1976; KUGELMEIER, 2011 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 

 

 

Com relação aos PVM, são reconhecidas 183 espécies e subespécies de 

primatas asiáticos (BRANDON-JONES et al., 2004) e 174 espécies e subespécies 



38 
 

 

de primatas africanos (GRUBB et al., 2003), totalizando 357 espécies e subespécies 

de PVM. Dessas, apenas 25 (7%) foram estudadas quanto à caracterização, 

processamento ou conservação de sêmen (Quadro 2). 

A porcentagem de espécies de PN e PVM estudadas (7%) é a mesma, 

entretanto o número de trabalhos publicados, ou seja, a quantidade de 

conhecimento disponível em relação às espécies de PN é bem menor quando 

comparada às espécies de PVM. Apesar da pouca quantidade de informação 

disponível, sabe-se que a fisiologia reprodutiva dos PVM difere daquela dos PN. Por 

exemplo, as concentrações séricas dos hormônios sexuais são bem maiores em PN, 

quando comparados aos PVM; poucas espécies de PN apresentam ciclo menstrual, 

enquanto que esse é o padrão para PVM; na maioria das espécies de PN não 

ocorrem alterações morfológicas externas ciclo-dependentes (sinais visuais) ou 

essas são imperceptíveis, ao contrário do que ocorre em PVM; em contraste, os PN 

dependem muito mais de sinais olfatórios, tais como glândulas de cheiro e urina, o 

que não ocorre em PVM (DIXSON, 2012). Por este motivo, nem sempre é possível 

adaptar protocolos desenvolvidos para PVM, o que gera a necessidade de 

desenvolvimento de protocolos e técnicas específicas para PN. 
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Quadro 2 - Espécies de Primatas do Velho Mundo cujo sêmen foi estudado com relação à 
caracterização, processamento e conservação 

 
Cercopithecus 
(Chlorocebus) aethiops 

ROUSSEL; AUSTIN, 1967a; 1967b; SEIER et al., 1989; HIYAOKA; 
CHO, 1990; HORST et al., 1999; SPARMAN et al., 2007; SKERGET 
et al., 2013 

Erythrocebus patas ROUSSEL; AUSTIN, 1967a, b 

Gorilla gorilla gorilla WARNER; MARTIN; KEELING, 1974; PLATZ et al., 1980; BEEHLER 
et al., 1982; BADER, 1983; SCHAFFER; JEYENDRAN; BEEHLER, 
1991; POPE et al., 1997; BROWN; LOSKUTOFF, 1998; O’BRIEN et 
al., 2005 

Hylobates moloch ASTUTI et al., 2008 

Macaca arctoides GRANADOS et al., 2014 

Macaca assamensis SHANGCHUAN et al., 1994; LI; GAO; JI, 2004 

Macaca fascicularis CROSS et al., 1989; YEUNG; WEINBAUER; NIESCHLAG, 1989; 
TOLLNER et al., 1990; SARASON et al., 1991; MAHONY et al., 
1993; FOSTER; MCMAHON; RICE, 1996; YEUNG et al., 1996; 
TORII; NIGI, 1998; LUETJENS; WEINBAUER, 2012; NG et al., 2002; 
MAHONY et al., 1996; OKADA et al., 2001; LI et al., 2005a; LI et al., 
2005b; LI et al., 2006; MORICHIKA et al., 2012 

Macaca fuscata TORII; NIGI, 1998; TORII et al., 2000; OKADA et al., 2001; 
KAWASE; CAO; XUAN, 2015 

Macaca fuscata yakui THOMSEN, 2014 

Macaca irus SCHAFFER et al., 1989b 

Macaca mulatta MASTROIANNI; MANSON, 1963; WEISBROTH; YOUNG, 1965; 
HOSKINS; PATTERSON, 1967; ROUSSEL; AUSTIN, 1967a, b; 
SETTLAGE; HENDRICKX, 1974; BAVISTER et al., 1984; 
BOATMAN; BAVISTER, 1984; WOLF et al., 1989; LANZENDORF et 
al., 1990; SARASON et al. 1991; SHANGCHUAN et al., 1994; 
SCHRAMM; BAVISTER, 1996, 1999; SCHRAMM; PAPROCKI; 
VANDEVOORT, 2003; VANDEVOORT, 2004; WOLF, 2004; WOLF 
et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2008; GOFF; LIUKKONEN; 
KUBISCH, 2009; WOLF, 2009; MCCARTHY et al., 2010; SITZMANN 
et al., 2010; SKERGET et al., 2013. Para estudos de criopreservação 
de sêmen, ver Tabelas 1 e 2. 

Macaca nemestrina REZNICHECK et al., 1968; SCHAFFER et al., 1989b 

Macaca nigra THOMSON et al., 1992 

Macaca radiata KALLA et al., 1986; KINGER et al., 1995; RAMESH et al., 1998  

Macaca silenus SCHAFFER et al., 1989a, b 

Macaca speciosa ROUSSEL; AUSTIN, 1967a, b 

Macaca tibetana SHANGCHUAN et al., 1994 

Pan troglodytes ROUSSEL; AUSTIN, 1967a, b; WARNER; MARTIN; KEELING, 1974; 
BADER, 1983; MARSON et al., 1988; MARSON et al., 1989; 
GOULD; YOUNG, 1990; YOUNG; SMITHWICK; GOULD, 1995; 
AGCA et al., 2005; O’BRIEN et al., 2003; 2005 

Pan paniscus BADER, 1983 

Papio anubis SCHAFFER et al., 1992; CSEH et al., 2000; AMBOKA; MWETHERA, 
2003; LUIS et al.; 2009; NYACHIEO et al., 2010 

Papio hamadryas 
hamadryas 

O’BRIEN et al., 2003; 2005; MATSON; KAPELLE; MALECKI, 2009 

Papio sp. KRAEMER; VERA-CRUZ, 1969 

Papio ursinus BORNMAN et al., 1988 

Pongo pygmaeus WARNER; MARTIN; KEELING, 1974; VANDEVOORT et al., 1993 

Presbytis entellus entellus 
Dufresene 

LOHIYA; ANSARI; BARCELLONA, 1991; LOHIYA; MANIVANNAN; 
MISHRA, 1998; MISHRA et al., 2003; LOHIYA et al., 2008; 
SRIVASTAVA, 2014 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
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2.3.1 Métodos de colheita de sêmen em primatas não-humanos 

 

 

Existem diversos métodos de colheita de sêmen descritos para primatas não-

humanos, incluindo eletroejaculação (várias espécies – FUSSEL; ROUSSEL; 

AUSTIN, 1967), vibroestimulação peniana (Saimiri boliviensis – YEOMAN et al., 

1997b); (Callithrix jacchus – KUEDERLING et al., 2000); (Callithrix penicillata – 

MASSAROTTO et al., 2010); e Leontopithecus chrysomelas (HENRIQUE et al., 

2013), lavagem vaginal (Callithrix jacchus – KUEDERLING; MORRELL; NAYUDU, 

1996), vagina artificial (Pongo pygmaeus – VANDEVOORT et al., 1993; Pan 

troglodytes – YOUNG; SMITHWICK; GOULD, 1995), masturbação ou 

autoestimulação (THOMSEN, 2014), estimulação manual realizada por um técnico 

(Pan troglodytes – MARSON et al., 1988; Chlorocebus aethiops – HIYAOKA; CHO, 

1990; Gorilla gorila gorilla – BROWN; LOSKUTOFF, 1998), punção do epidídimo in 

vivo (Chlorocebus aethiops – SPARMAN et al., 2007) e extração de 

espermatozoides do epidídimo (Callithrix jacchus e Macaca fascicularis – YEUNG et 

al., 1996) ou duto deferente (Macaca mulatta – GOFF; LIUKKONEN; KUBISCH, 

2009) post-mortem ou pós-castração. Sem dúvida, o método mais utilizado é a 

eletroejaculação. Este método é seguro e efetivo para a colheita de sêmen de 

animais selvagens em geral, incluindo primatas não-humanos (GOULD; WARNER; 

MARTIN, 1978; BUTLER et al., 1995). A eletroejaculação pode ser feita por meio de 

sonda retal ou eletrodos penianos (FUSSEL; ROUSSEL; AUSTIN, 1967). Em PVM 

ambas as técnicas foram descritas. Já para PN, apenas a técnica de probe retal foi 

descrita. 

O método de colheita a ser utilizado depende da praticidade e viabilidade do 

método, de acordo com a espécie e a situação. No caso de trabalhos pontuais, com 

espécies de médio a grande porte, como é o caso dos bugios, é comum a utilização 

da eletroejaculação com probe retal, pois a mesma não exige treinamento prévio do 

animal e tem altas taxas de sucesso (MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004; 

CARVALHO et al., 2014). Já para espécies pequenas, como é o caso dos 

calitriquídeos, pode-se utilizar a técnica de vibroestimulação peniana (YEOMAN et 

al., 1997b; KUEDERLING et al., 2000; MASSAROTTO et al., 2010; HENRIQUE et 

al., 2013). No caso de grandes centros de pesquisa, onde se realizam estudos 
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frequentes na área de reprodução, especificamente, ou estudos que dependam da 

realização de técnicas de reprodução assistida, é comum a manutenção de 

indivíduos treinados para colheita de sêmen por eletroejaculação peniana, como é o 

caso dos macacos-rhesus (VANDEVOORT, 2004). 

 

 

2.3.2 Particularidades do sêmen de primatas não-humanos e implicações 

técnicas 

 

 

As técnicas para preservação de espermatozoides são extremamente 

importantes para uso em manejo genético, principalmente para compor bancos de 

germoplasma, para propagação de informação genética de um indivíduo por longos 

períodos ou várias gerações futuras (VALLE, 2007). Entretanto, um dos principais 

problemas para se obter sucesso com biotécnicas da reprodução, é a baixa 

qualidade do sêmen, o que tem limitado o uso destas técnicas em espécies 

ameaçadas (ROTH, 1993). Em se tratando de primatas, a coagulação do sêmen 

durante ou após a ejaculação da maioria das espécies, resulta em qualidade seminal 

variável e dificuldade na análise (VALLE et al., 2004). A seguir será apresentada 

uma teoria evolutiva para a formação do coágulo seminal e as técnicas utilizadas 

para processamento do sêmen de primatas não-humanos, de forma a tentar obter 

amostras viáveis. 

 

 

2.3.2.1 Teoria evolutiva para formação do coágulo seminal 

 

 

A coagulação do sêmen é descrita em diversas espécies, desde artrópodes 

(PARKER, 1988), até répteis (DEVINE, 1984) e mamíferos, incluindo roedores, 

(ARBOR, 1979) e primatas (DIXON; ANDERSON, 2002). De acordo com Dixson e 

Anderson (2002), existem algumas teorias para a formação do coágulo seminal ou 

tampão copulatório (do inglês, copulatory plug). Uma delas seria a formação de uma 

barreira física para o sêmen de outros machos que venham a copular com aquela 
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fêmea, enquanto outra possibilidade seria evitar a perda de espermatozoides a partir 

do trato reprodutivo da fêmea após a ejaculação, ou a proteção desses 

espermatozoides até que consigam ascender em direção ao local de fecundação 

dos oócitos. Qualquer uma dessas “estratégias” seriam benéficas com relação à 

competição espermática. 

De acordo com Parker (1998, p. 4), pode-se definir competição espermática 

como “competição entre espermatozoides de dois ou mais machos, para a 

fecundação de um dado conjunto de oócitos”. Ou seja, a competição espermática 

ocorre em todas as espécies em que a fêmea copula com mais de um macho 

durante o período fértil. Isso implica que o espermatozoide capaz de fecundar um 

determinado oócito, confere vantagem adaptativa para o macho que gerou esse 

espermatozoide (PARKER, 1970). A partir disso, foram geradas diversas teorias 

relacionadas à seleção sexual por meio da competição espermática. 

Dessa forma, a formação do coágulo seminal pode ter sido selecionada 

evolutivamente, como uma vantagem adaptativa com relação à competição 

espermática. Para comprovar essa teoria, um estudo verificou que, de modo geral, 

espécies que apresentam maior competição espermática (sistemas poliândrico e 

poligínico-poliândrico), apresentam maior grau de coagulação, enquanto que 

espécies que possuem menor competição espermática (sistemas monogâmico e 

poligínico), possuem menor grau de coagulação (DIXSON; ANDERSON, 2002). 

Além da formação do coágulo seminal, outras características foram 

relacionadas à competição espermática e seleção sexual. Essas características 

incluem tanto características seminais, tais como qualidade seminal (MOLLER, 

1988) e motilidade espermática (NASCIMENTO et al., 2008), como características 

anatômicas dos machos, tais como tamanho testicular (DIXSON, 1987; MOLLER, 

1988) morfologia peniana (DIXSON, 1987) e tamanho das vesículas seminais 

(DIXSON, 1998). 

As características seminais das espécies utilizadas no presente estudo, 

incluindo a formação ou não de coágulo seminal, serão descritas em separado. 
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2.3.2.2 Processamento do sêmen 

 

 

Em geral, em PVM, a incubação da amostra de sêmen por 30 minutos em 

temperatura ambiente (VANDEVOORT et al., 2004) ou a 37°C (WARNER; MARTIN; 

KEELING, 1974; SI et al., 2000), permite a obtenção de uma fração líquida, rica em 

espermatozoides. Em PN, as características do coágulo variam de acordo com a 

espécie, indo desde a ausência de coagulação, como no caso de Alouatta caraya 

(MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004; CARVALHO, 2012), até a formação 

de um coágulo firme com ou sem a presença de uma fração líquida, como ocorre em 

Ateles spp. (HERNÁNDEZ-LOPES et al., 2002a; SILVA et al., 2013) Cebus 

(Sapajus) apella (BUSH et al., 1975) e Saimiri spp. (BENNETT, 1967; YEOMAN et 

al., 1997b), entre outros. Outra dificuldade encontrada é o volume pequeno de 

sêmen obtido em alguns casos. Em PVM o volume varia desde uma média de 300 µl 

(intervalo de variação de 200 a 600 µl) para Gorilla gorilla (WARNER; MARTIN; 

KEELING, 1974) até 7800 ± 6400 µl para Papio sp. (KRAEMER; VERA-CRUZ, 

1969). Já em PN o volume varia desde 7,02 ± 0,54 µl para Callithrix penicillata 

(MASSAROTO et al., 2010) até 4000 ± 600 µl para Ateles geoffroyi (HERNÁNDEZ-

LOPES et al., 2002a). Dessa forma, o processamento da amostra varia de acordo 

com as características seminais de cada espécie. 

 

 

2.3.3 Estudo do sêmen de Alouatta caraya 

 

 

Os estudos de sêmen de Alouatta caraya são bem mais recentes e escassos 

em relação aos de Macaca mulatta (descrito no item 2.3.4). Um trabalho pioneiro 

avaliou aspectos da fisiologia reprodutiva de seis machos Alouatta caraya mantidos 

no Riverbanks Zoological Park and Botanical Garden, nos Estados Unidos (EUA). Os 

objetivos foram avaliar a qualidade do sêmen e concentração de metabólitos fecais 

de testosterona, ao longo de um ano e meio, além de comparar a qualidade do 

sêmen de animais adultos e subadultos, e avaliar o efeito do plasma seminal na 

longevidade do sêmen. Para o procedimento, os animais foram anestesiados com 10 



44 
 

 

mg/kg de quetamina e mantidos em plano anestésico com isofluorano. Após a 

anestesia, os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre uma cunha de 

espuma. O sêmen foi coletado por meio de eletroejaculação por sonda retal, 

utilizando-se de sonda de 1,3 a 1,6 cm de diâmetro, com três eletrodos longitudinais. 

Os estímulos foram aplicados com um padrão de voltagem crescente, de 2 a 6 V, 

sendo 10 a 20 estímulos por voltagem. De modo geral, a amostra era obtida quando 

a voltagem atingia 5 a 6 v, pelo menos 10 minutos após o início da estimulação. A 

concentração de metabólitos de testosterona foi constante ao longo do ano para a 

maioria dos indivíduos. Os maiores volumes foram obtidos no verão e as 

concentrações foram muito variáveis ao longo do ano. Os parâmetros motilidade, pH 

e osmolalidade, foram constantes ao longo do período. As características seminais 

dos subadultos foram semelhantes às dos adultos. Entretanto, os subadultos 

apresentaram porcentagem maior de espermatozoides anormais e baixa 

longevidade espermática in vitro. Já os adultos, apresentaram longevidade maior 

que 5 horas, quando da remoção do plasma seminal (MORELAND et al., 2001). 

Posteriormente, em outro trabalho com nove machos Alouatta caraya, 

mantidos no Centro Nacional de Primatas, no Brasil, foram avaliados volume, 

concentração, motilidade, integridade de membrana plasmática e morfologia 

espermática. Neste estudo, utilizou-se protocolo anestésico, modelo de sonda, e 

protocolo de estimulação diferentes do estudo anterior, o que resultou em 100% de 

sucesso nas colheitas, além de nenhuma amostra contaminada por urina, contra 

28% de contaminação no trabalho anterior. Os animais foram anestesiados com uma 

associação de 7,5 mg/kg de quetamina e 0,5 mg/kg de xilazina e posicionados em 

decúbito ventral sobre um suporte de madeira. O sêmen também foi colhido por 

eletroejaculação por sonda retal, porém a sonda utilizada tinha um diâmetro de 1,2 

cm e o eletrodo era composto por duas folhas de metal que envolviam toda a 

circunferência da sonda, ao invés de três eletrodos longitudinais. Os estímulos foram 

aplicados com padrão de voltagem crescente, de 2 a 8 V, sendo cada série de 

estímulos composta por 30 estímulos, com duração de 2 a 3 s e intervalo de 1 a 2 s 

(VALLE et al., 2004). 

Recentemente, um terceiro trabalho avaliou o efeito de colheitas sucessivas 

sobre algumas características seminais de seis machos Alouatta caraya. O método 

de colheita utilizado foi o mesmo utilizado por Valle et al. (2004). Foram avaliados 



45 
 

 

motilidade total e progressiva, pH, concentração, integridade de membrana 

plasmática, integridade de acrossoma e atividade citoquímica mitocondrial. O estudo 

mostrou que houve melhora geral da qualidade do sêmen da primeira à quinta 

colheita, com destaque para concentração, motilidade total e progressiva e 

integridade de acrossoma (CARVALHO et al., 2014). 

Com relação ao volume de sêmen dessa espécie foram relatados volumes de 

10 a 203 µl (MORELAND et al., 2001), 90 ± 50 µl (VALLE et al., 2004) e 86,8 ± 10,4 

(CARVALHO et al., 2014). Este pequeno volume pode, eventualmente, ser 

compensado por concentrações de 7 a 583 x 106 sptz/ml (MORELAND et al., 2001), 

649,5 ± 926,7 x 106 sptz/ml (VALLE et al., 2004) e 726,0 ±129 x 106 sptz/ml 

(CARVALHO et al., 2014). 

Como mencionado anteriormente, ao contrário do que ocorre na maioria dos 

primatas, não foi observado formação de coágulo em nenhuma das amostras de 

Alouatta caraya, de acordo com os estudos disponíveis na literatura (MORELAND et 

al., 2001; VALLE et al., 2004; CARVALHO et al., 2014), mesmo em amostras não 

diluídas (MORELAND et al., 2001). O primeiro trabalho (MORELAND et al., 2001) 

avaliou as amostras tanto frescas e sem diluição prévia, como após lavagem com 

uma solução comercial para lavagem de sêmen com 5 mg/ml de albumina sérica 

humana (Sperm Washing Medium - SWM, Irvine Scientific). Para lavagem, as 

amostras foram diluídas na proporção de 1:1 com SWM e centrifugadas a 300 g por 

10 minutos. Como mencionado anteriormente, para os machos adultos, a remoção 

do plasma seminal proporcionou maior longevidade espermática in vitro. Os outros 

dois trabalhos (VALLE et al., 2004; CARVALHO et al., 2014) utilizaram a solução de 

Ringer com lactato para diluição imediata das amostras de sêmen e não 

submeteram as amostras à centrifugação, ou seja, não houve remoção do plasma 

seminal. 

Como mencionado anteriormente, segundo trabalho recente (OKLANDER; 

KOWALEWSKI; CORACH, 2014), o sistema de acasalamento do bugio-preto é 

poligínico-poliândrico. Portanto, a ausência do coágulo seminal nessa espécie 

contraria a teoria evolutiva para formação do coágulo que diz que espécies com 

maior competição espermática, apresentam maior grau de coagulação (DIXSON; 

ANDERSON, 2002). Isso ressalta a necessidade de estudos com relação aos 

aspectos reprodutivos dessa espécie. 
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2.3.4 Estudo do sêmen de Macaca mulatta 

 

 

Os estudos de sêmen de Macaca mulatta datam desde 1963 

(MASTROIANNI; MANSON, 1963). Neste primeiro estudo o sêmen foi colhido por 

eletroejaculação peniana, utilizando-se de eletrodos metálicos. Em 1965, Weisbroth 

e Young descreveram uma técnica de eletroejaculação por meio de sonda retal, 

baseada em uma técnica descrita anteriormente para colheita de sêmen de 

ruminantes domésticos. Já em 1991, Sarason et al. descreveram uma nova técnica 

de eletroejaculação peniana utilizando-se de eletrodos não metálicos, obtidos a 

partir de eletrodos descartáveis para desfibrilador cardíaco, cortados em tiras. Este 

novo método reduziu em muito o risco de lesões, principalmente durante o período 

de adaptação. A eletroejaculação peniana permite a obtenção de amostras com 

volume e concentração maiores quando comparada à eletroejaculação com sonda 

retal. Entretanto, requer treinamento dos indivíduos para o procedimento, visto que o 

animal se encontra acordado durante a colheita (VANDEVOORT, 2004). O volume 

de sêmen dessa espécie varia de 20 a 1200 μl (média de 387 μl) e a concentração 

varia de 6 x 106 a 1260 x 106 espermatozoides/ml (média de 136 x 106 

espermatozoides/ml) (VANDEVOORT, 2004). 

Assim como na maioria dos primatas não-humanos, o sêmen desta espécie 

coagula durante ou logo após a ejaculação (SETTLAGE; HENDRICKX, 1974), o que 

corrobora a teoria evolutiva para formação do coágulo seminal (DIXSON; 

ANDERSON, 2002). Quando se iniciaram os estudos de sêmen de Macaca mulatta, 

houve preocupação com relação à dissolução ou eliminação do coágulo. Alguns 

estudos testaram o uso de enzimas (proteolíticas ou hidrolíticas) na tentativa de 

dissolução do coágulo. As enzimas tripsina a 1% (ROUSSEL; AUSTIN, 1967a) e α-

quimiotripsina a 2% (HOSKINS; PATTERSON, 1967) apresentaram os melhores 

resultados, dentre as enzimas testadas. Um estudo posterior testou o uso da enzima 

α-quimiotripsina a 5% e obteve resultados insatisfatórios (SETTLAGE; HENDRICKX, 

1974). Na tentativa de evitar o uso de enzimas de forma a não interferir nos estudos 

bioquímicos, um estudo avaliou a remoção cirúrgica da porção cranial da próstata, 

como forma de evitar a formação do coágulo, visto que a substância responsável 
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pela coagulação do sêmen é proveniente desta região (GREER; ROUSSEL; 

AUSTIN, 1968). A técnica foi bem-sucedida em dois animais e não houve diferença 

notável no volume da amostra e na concentração e motilidade dos espermatozoides. 

Apesar dos resultados positivos obtidos com essas técnicas (digestão enzimática do 

coágulo e remoção cirúrgica da próstata cranial), as mesmas não foram 

incorporadas na rotina. Segundo revisão de VandeVoort (2004), para obtenção de 

sêmen de alta qualidade para uso em ARTs, devem-se seguir os seguintes passos: 

(1) o sêmen deve ser colhido por eletroejaculação peniana de animais previamente 

treinados para o procedimento, preferencialmente pela manhã; (2) após a colheita, a 

amostra deve ser mantida à temperatura ambiente por 30 minutos para que ocorra a 

separação da fração líquida; (3) a fração líquida deve ser separada do coágulo e 

lavada três vezes em 15 ml de meio de Tyrode modificado com albumina, lactato e 

piruvato, associado a Hepes, conhecido como TALP-Hepes. A centrifugação deve 

ser realizada a no máximo 400 g, devido à sensibilidade dos espermatozoides à 

força centrífuga. Desta forma, não se faz necessário o uso de enzimas digestivas ou 

a remoção cirúrgica da próstata cranial. 

 

 

2.4 TÉCNICAS PARA AVALIAÇÃO DO SÊMEN 

 

 

Existem diversas técnicas descritas para avaliação da qualidade seminal. A 

seguir será apresentada uma revisão das técnicas utilizadas para avaliação das 

características seminais que serão utilizadas neste trabalho, que incluem (1) 

avaliação da integridade de membrana plasmática, (2) avaliação da integridade de 

acrossoma, (3), avaliação da atividade mitocondrial, (4) avaliação do estresse 

oxidativo, e (5) avaliação do índice de fragmentação de DNA. 
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2.4.1 Integridade de membrana plasmática 

 

 

A avaliação da vitalidade espermática (termo antigo) ou integridade de 

membrana plasmática é importante, pois permite a diferenciação entre 

espermatozoides imóveis vivos e espermatozoides imóveis mortos (BJÖRNDAHL; 

SÖDERLUND; KVIST, 2003). Dessa forma, essa técnica se apresenta como uma 

forma de controle da avaliação da motilidade, pois o número de células mortas não 

deve exceder o número de células imóveis (WHO, 2010). 

A avaliação pode ser feita por meio do teste hiposmótico ou de corantes 

(método de exclusão de corante) (WHO, 2010). O teste hiposmótico se baseia no 

estresse osmótico provocado por uma solução hiposmótica em relação ao 

espermatozoide, ou seja, os espermatozoides com membrana plasmática íntegra 

irão absorver água e aumentar de volume, com consequente enrolamento da cauda, 

enquanto os espermatozoides com membrana lesada não irão absorver água 

(MATSON; KAPELLE; MALECKI, 2009). Este teste foi descrito apenas para sêmen 

de PVM, Papio hamadryas hamadryas (MATSON; KAPELLE; MALECKI, 2009) e 

Macaca silenus (SCHAFFER et al., 1989b). 

O método de exclusão de corante se baseia no princípio de que membranas 

plasmáticas lesadas permitem a entrada de determinados corantes, enquanto 

membranas plasmáticas íntegras não permitem a entrada desses corantes (WHO, 

2010). O uso de corantes foi descrito para várias espécies de primatas não-

humanos. A maioria dos estudos utilizam corantes à base de eosina, isolada ou em 

combinação com anilina azul (SHAFFER; ALMQUIST, 1948), nigrosina (BLOM, 

1950), fast green (MAYER et al., 1951), entre outros. Estes corantes foram utilizados 

para sêmen de Macaca mulatta (HOSKINS; PATTERSON, 1967), Macaca fuscata 

(WEISBROTH; YOUNG, 1965), Macaca nemestrina (WEISBROTH; YOUNG, 1965; 

REZNICHECK et al., 1968), Pan troglodytes, Pongo pygmaeus e Gorilla gorilla 

(WARNER; MARTIN; KEELING, 1974) Papio ursinus (BORNMAN et al., 1988), 

Papio anubis (SCHAFFER et al., 1992), Saimiri boliviensis (BENNETT, 1967), 

Callithrix jacchus (KUEDERLING; MORRELL; NAYUDU, 1996; MORRELL; 

KÜDERLING; HODGES, 1996; KUEDERLING et al., 2000; VALLE, 2007; VALLE et 

al., 2008), Cebus apella (BUSH et al., 1975; ARAÚJO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 
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2010, 2011), Callithrix penicillata (MASSAROTO et al., 2010), Callimico goeldii 

(ARAKAKI et al., 2011a), Alouatta caraya (VALLE et al., 2004; CARVALHO et al., 

2014), Ateles geoffroyi (HERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2002a,b; FLORES-HERRERA 

et al., 2012) e Leontopithecus chrysomelas (HENRIQUE et al., 2013, 2014). 

Também é possível a avaliação da integridade da membrana plasmática por 

meio de corantes fluorescentes. Nesta técnica, a contagem pode ser feita por um 

observador ao microscópio (técnica subjetiva) ou por meio de citometria de fluxo 

(técnica objetiva). Ambas as técnicas foram descritas para sêmen de Macaca 

fascicularis. A técnica subjetiva foi feita com o corante Hoechst 33258 (TOLLNER et 

al., 1990; LI et al., 2005b), enquanto a técnica objetiva foi feita com a combinação 

dos corantes Hoechst 33342 e iodeto de propídio (LI et al., 2005a). 

 

 

2.4.2 Integridade de acrossoma 

 

 

O acrossoma contém enzimas envolvidas no processo de fecundação, 

responsáveis pela penetração do espermatozoide no oócito (GARNER; HAFEZ, 

2004). Existem técnicas para averiguar a presença ou ausência do acrossoma nos 

espermatozoides, as quais já foram descritas para sêmen de primatas não-humanos. 

Dentre estas técnicas encontra-se a coloração com sondas fluorescentes, tais como 

o isotiocianato de fluoresceína conjugado à aglutinina de Pisum sativum (FITC-PSA) 

ou a aglutinina do amendoim (FITC-PNA), descritas para sêmen de Callithrix jacchus 

(O’BRIEN et al., 2003; PUDRITZ, 2000; VALLE et al., 2008) e Macaca fascicularis (LI 

et al., 2005a; 2005b). Outras técnicas utilizadas em PN incluem a coloração com kit 

comercial Spermac®, descrita para sêmen de Callithrix jacchus (VALLE, 2007) e 

Alouatta caraya (MORELAND et al., 2001; CARVALHO et al., 2014); além da 

coloração com corante simples para acrossoma, desenvolvida por Pope, Zhang e 

Dresser (1991) para sêmen de felinos, validada para sêmen de Callithrix jacchus 

(VALLE et al., 2008) e utilizada em Cebus apella (PAZ; TEIXEIRA; GUIMARÃES, 

2006; PAZ et al., 2006), Callithrix penicillata (MASSAROTO et al., 2010), Callimico 

goeldii (ARAKAKI et al., 2011a), Alouatta caraya (CARVALHO et al., 2014) e 

Leontopithecus chrysomelas (HENRIQUE et al., 2013, 2014). Adicionalmente, pode-
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se utilizar a microscopia eletrônica de transmissão, como descrito para sêmen de 

Ateles geoffroyi (FLORES-HERRERA et al., 2012). 

 

 

2.4.3 Atividade mitocondrial 

 

 

De acordo com Motta, Nichi e Serafini (2011), existem vários testes para 

avaliação da função mitocondrial, dentre os quais incluem-se sondas fluorescentes 

tais como rodamina 123, JC-1 e Mitotracker vermelho, verde ou laranja, além da 

coloração com 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Ainda segundo esses autores, para 

utilização de sondas fluorescentes é necessário microscópio de fluorescência ou 

citômetro de fluxo. Isso limita essas técnicas a centros de pesquisa especializados e 

inviabiliza sua utilização a campo. Já a técnica de coloração com DAB, descrita por 

Hrudka (1987), exige apenas um microscópio de contraste de fase, o que a torna 

mais viável para utilização em várias situações. A técnica se baseia na análise 

quantitativa e qualitativa da atividade da enzima citocromo c oxidase (CCO) – 

enzima da cadeia respiratória responsável pela produção de energia mitocondrial – 

por meio da enzima 3,3’-diaminobenzidina. A atividade mitocondrial está envolvida 

no processo de respiração celular e produção de energia do espermatozoide, 

principalmente quando ocorre alteração do metabolismo energético sem alterar a 

membrana (KATO et al., 2002). Esta técnica ainda não foi descrita para PVM, mas 

foi descrita para alguns PN, incluindo Callithrix jacchus (VALLE, 2007), Callithrix 

penicillata (MASSAROTO et al., 2010) Alouatta caraya (CARVALHO et al., 2014) e 

Leontopithecus chrysomelas (HENRIQUE et al., 2014). 

 

 

2.4.4 Estresse oxidativo 

 

 

Um dos fatores reconhecidamente responsáveis pela diminuição da qualidade 

espermática pós-descongelação é o estresse oxidativo (BANSAL; BILASPURI, 

2010). Segundo revisão recente, a produção de adenosina trifosfato (ATP) gera 
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intermediários relativamente instáveis conhecidos como espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species). Quando ocorre distúrbio entre 

os sistemas pró-oxidante e antioxidante das células, estas ROS se acumulam e 

causam estresse oxidativo. A membrana celular é um dos principais alvos do 

estresse oxidativo, por ser formada por grande quantidade de ácidos graxos poli-

insaturados (PUFAs, do inglês Polyunsaturated Fatty Acids), que sofrem a chamada 

peroxidação lipídica. Esta gera o acúmulo de hidroperóxidos e a formação de 

produtos citotóxicos, como o malondialdeído (MDA), que alteram a membrana 

celular e geram transtornos de permeabilidade com consequentes alterações de 

DNA, proteínas e componentes da matriz extracelular (LUZ et al., 2011). A reação do 

ácido tiobarbitúrico (TBA, do inglês Thiobarbituric acid) com o MDA gera um 

pigmento vermelho que pode ser quantificado por espectrofotometria, com 

comprimento de onda de 532 nm (OHKAWA; OHISH; YAGI, 1979). A reação de 

peroxidação lipídica pode ser espontânea (OHKAWA; OHISH; YAGI, 1979) ou 

induzida (AITKEN et al., 1993). A reação induzida é desencadeada por um promotor 

e mede a disponibilidade de hidroperóxidos lipídicos na membrana plasmática para 

iniciar a reação de peroxidação e a habilidade do espermatozoide de inibir a 

continuidade do processo. A avaliação da formação de espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, do inglês Thiobarbituric acid reactive species) pela 

peroxidação lipídica de espermatozoides, já foi descrita em algumas espécies, 

incluindo o homem (AITKEN et al., 1993), touro (NICHI, 2009), rato (SÖNMEZ; 

TÜRK; YÜCE, 2005), cão (HATAMOTO et al., 2006), gato-do-mato-pequeno 

(BARROS, 2007), perdiz (GÓES, 2008), cavalo (MORTE et al., 2008), suíno (PIPAN 

et al., 2014) e coelho (GLIOZZI et al., 2009). Recentemente, foi descrita, pela 

primeira vez, para sêmen de um primata não-humano, Alouatta caraya (CARVALHO, 

2012; CARVALHO et al., 2012). 

 

 

2.4.5 Fragmentação de DNA 

 

 

Existem várias técnicas disponíveis para avaliação da estrutura da cromatina 

espermática e da integridade do DNA, as quais incluem o ensaio de eletroforese em 
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gel de célula única (Cometa), o ensaio Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

Nick End Labeling (TUNEL), o ensaio Nick Translation in situ (NT), o teste de laranja 

de acridina (AOT, do inglês Acridine Orange Test) e o teste de estrutura da 

cromatina espermática, conhecido pela sigla em inglês, SCSA (EVENSON; 

LARSON; JOST, 2002). Contudo, o SCSA, desenvolvido por Evenson, 

Darzynkiewicz e Melamed (1980) é o teste com maior poder estatístico, praticidade e 

eficiência, por avaliar de 5.000-10.000 células em poucos minutos, ao invés de 100-

200 células, como os outros métodos. O SCSA mede a susceptibilidade do DNA à 

desnaturação ácida e é capaz de predizer tanto subfertilidade ou infertilidade de 

machos, como a possibilidade de desenvolvimento embrionário após aplicação de 

técnicas de reprodução assistida (EVENSON; JOST, 2000; EVENSON; LARSON; 

JOST, 2002; D'OCCHIO; HENGSTBERGER; JOHNSTON, 2007). Esta técnica já foi 

descrita para sêmen humano (EVENSON; LARSON; JOST, 2002) e de diversos 

animais tais como rato (EVENSON et al., 1993), cachaço (EVENSON; THOMPSON; 

JOST, 1994), garanhão (MORRELL et al., 2008), touro (BALLACHEY; EVENSON; 

SAACKE, 1988), carneiro (KASIMANICKAM et al., 2006), peixe (Clarias gariepinus), 

peru e hamster (LEWIN et al., 1999). Com relação aos primatas não-humanos, a 

técnica foi descrita para quatro espécies, Macaca mulatta (SITZMANN et al., 2010), 

Macaca fascicularis (FOSTER; MCMAHON; RICE, 1996; LEWIN et al., 1999), 

Alouatta caraya (CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2012), e Callimico goeldii 

(ARAKAKI et al., 2012). 

 

 

2.5 CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN DE PRIMATAS NÃO-HUMANOS 

 

 

No que se refere à criopreservação de sêmen, diluidores à base de gema de 

ovo têm sido usados amplamente. Segundo revisão realizada por Morrell e Hodges 

(1998), as concentrações de gema de ovo para criopreservação de sêmen de 

primatas não-humanos, variam de 5 a 30%, sendo que a maioria dos trabalhos 

utilizaram a concentração de 20%. Trabalhos posteriores à referida revisão 

utilizaram concentrações de 10% (SI et al., 2000; SI et al., 2004a,b; LI et al., 2005a; 

SI et al., 2006), 20% (FERADIS et al., 2001; LI; GAO; JI, 2004, 2005a; SILVA, 2005; 
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VALLE, 2007; DONG et al., 2008a; GAGLIARDI; MYERS; KUBISCH, 2008; 

OLIVEIRA et al., 2011; YANG et al., 2011a,b; LEÃO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 

2015) ou 30% de gema de ovo (SI et al., 2000; LI, et al., 2005a; LEIBO et al., 2007; 

DONG et al., 2008b; GAGLIARDI; MYERS; KUBISCH, 2008; GOFF; LIUKKONEN; 

KUBISCH, 2009 ). 

Dentre os diversos crioprotetores existentes, o mais utilizado para 

criopreservação de sêmen é o glicerol. Trata-se de um crioprotetor penetrante que 

pode ser tóxico e causar lesão ao deixar a célula após a descongelação. A 

sensibilidade celular ao efeito tóxico do glicerol varia de acordo com a espécie 

(ROYERE et al., 1996; MORRELL; HODGES, 1998; LEIBO; PICTON; GOSDEN, 

2001; LI et al., 2005a; VALLE, 2007). A concentração de glicerol utilizada para 

criopreservação de sêmen de primatas não-humanos em geral varia de 1,5% 

(OLIVEIRA et al., 2015) até 14% (MORRELL; HODGES, 1998). Para PN, as 

concentrações utilizadas tendem a estar entre as mais baixas, de acordo com os 

trabalhos realizados até o momento, sendo 4% para Saimiri sciureus (DENIS et al., 

1976), 8% para Saimiri boliviensis (YEOMAN et al., 1997a), 5% para Saguinus 

labiatus (SANKAI et al., 1997), 4 e 5% para Callithrix jacchus (MORRELL; HODGES, 

1998; VALLE, 2007), 2,5 a 7% para Cebus (Sapajus) apella (OLIVEIRA et al., 2011; 

LEÃO et al., 2015), 7% para Ateles paniscus e Ateles marginatus (SILVA, 2005), 3 e 

4% para Alouatta caraya (CARVALHO, 2012) e 1,5 e 3% para Saimiri collinsi 

(OLIVEIRA et al., 2015). 

 

 

2.5.1 Criopreservação de sêmen de Alouatta caraya 

 

 

Existe apenas um trabalho sobre criopreservação de sêmen de Alouatta 

caraya. O referido estudo avaliou diluidores à base de gema de ovo e de lecitina de 

soja com glicerol a 3 ou 4% para criopreservação de sêmen desta espécie 

(CARVALHO, 2012). Concluiu-se que o diluidor à base de gema de ovo com glicerol 

a 4% apresentou melhores resultados que os demais, apesar de também não ter tido 

resultados satisfatórios. Ainda, este trabalho apontou que os principais problemas 

observados após a criopreservação foram queda brusca da motilidade e da 
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integridade de membrana plasmática e aumento da suscetibilidade do 

espermatozoide ao estresse oxidativo e à desnaturação ácida da cromatina.  

 

 

2.5.2 Criopreservação de sêmen de Macaca mulatta 

 

 

Ao contrário do que ocorre para Alouatta caraya, existem muitos estudos que 

avaliaram diferentes aspectos da criopreservação de sêmen de Macaca mulatta 

(Quadros 3 e 4). As concentrações de gema de ovo utilizadas variam de 0 a 50%. 

Entretanto, de acordo com alguns estudos, a presença da gema de ovo é essencial 

(DONG; CORREA; VANDEVOORT, 2009; DONG; HILL; VANDEVOORT, 2009; 

DONG; VANDEVOORT, 2009; MCCARTHY; MEYERS, 2011) e as concentrações de 

20-30% parecem ser as ideais (DONG; CORREA; VANDEVOORT, 2009). 

Adicionalmente, um estudo revelou que as lipoproteínas de baixa densidade (LDL, 

do inglês, low density lipoproteins) são as principais responsáveis pela proteção dos 

espermatozoides durante a criopreservação, enquanto as lipoproteínas de alta 

densidade (HDL, do inglês, high density lipoproteins), exercem um papel neutro 

(DONG et al., 2011). Apesar disso, o uso de LDL isolada não trouxe nenhuma 

vantagem em relação ao uso de gema de ovo integral. Os autores ressaltam ainda, 

que a gema de ovo integral contém outros fatores, tais como antioxidantes e 

aminoácidos que podem ser benéficos para a criopreservação de espermatozoides. 

Com relação aos açúcares, foram testados diversos tipos e concentrações, 

incluindo glicose, sacarose, lactose, rafinose e dextrose. De acordo com Si et al. 

(2006), glicose e lactose foram mais adequados quando comparados à rafinose, 

visto que esta teve um efeito deletério sobre a integridade do acrossoma e da 

membrana plasmática. 

Além da gema de ovo e dos açúcares, também foram avaliados diferentes 

crioprotetores, incluindo glicerol, dimetilssulfóxido (DMSO), etilenoglicol e 

propilenoglicol. Propilenoglicol e DMSO não são apropriados para criopreservação 

de sêmen desta espécie, ao passo que glicerol e etilenoglicol tiveram resultados 

semelhantes (SI et al., 2004a,b; DONG et al., 2008a; DONG; CORREA; 

VANDEVOORT, 2009). 
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Com relação às curvas de congelação, o mais comum é a utilização de uma 

fase de equilíbrio de 1,5 a 2 horas a 4°C, seguida de congelação em vapor de 

nitrogênio por 10 minutos, com velocidades variáveis (29 a 400°C/minuto). 

Apesar da grande quantidade de estudos realizados, ainda não se chegou a 

um protocolo ideal. O maior problema observado é a rápida perda de motilidade pós-

descongelação, o que torna a FIV inviável (WOLF et al., 2004). Faz-se necessário, 

portanto, o desenvolvimento de um protocolo de criopreservação que permita a 

realização de FIV, ou seja, um protocolo que permita a manutenção da motilidade 

espermática pós-descongelação por um período prolongado. 
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Quadro 3 - Composição dos diluidores utilizados para criopreservação de sêmen de macaco-rhesus (Macaca mulatta) 
 

(continua) 

Gema de ovo Açúcar Tampão Crioprotetor Outros 
Motilidade pós-
descongelação 

Referência 

20% - 
Solução de glutamato de sódio 

a 3% 
Glicerol 14% 
(diluído 1:11)  

27% 
ROUSSEL; AUSTIN, 

1967b 

20% - 
Citrato de sódio 1,3%, 

Bicarbonato de sódio 0,55%, 
Fosfato de potássio 0,032% 

Glicerol 7% - 0 a ≈39% 
LEVERAGE et al., 

1972 

- Sacarose 80 mM TALP-Hepes Glicerol 5% 
 

31,2 + 8,3% 
YEOMAN et al., 2000 

12% Glicose 60 mM Tes-Tris Glicerol 3% Leite desnatado 8% 55,4 + 7,4% 

20% 

Glicose 111 mM, 
Lactose 5,6 mM, 

Rafinose 0,34 
mM 

Tes-Tris Glicerol 5% 
- 

56 ± 5% 
SI et al., 2000 

30% Glicose 42,7 mM Tes-Tris Glicerol 3% 17 ± 2% 

10% 
Glicose 0,15 

mol/L, Lactose 
0,15 mol/L 

- 

Glicerol 

- 

47,3 ± 5,7% 

SI et al., 2004a 
DMSO 22,09 ± 0,9 

Etilenoglicol 44,8 ± 6,7% 

Propilenoglicol 0 ± 0% 

10% 
Glicose 1%, 
lactose 10% 

Tris 

Glicerol 2% 

- 

28,3 ± 4,8% 

SI et al., 2004b 

Glicerol 5% 45,5 ± 4,0% 

Glicerol 10% 32,4 ± 5,3% 

Glicerol 15% 16,1 ± 4,6% 

DMSO 2% 26,2 ± 3,8% 

DMSO 5% 25,6 ± 4,4% 

DMSO 10% 7,5 ± 1,3% 

DMSO 15% 3,3 ± 1,1% 

- Sacarose 0,1 M TALP-Hepes Glicerol 6% - 17 ± 6% 

YEOMAN et al., 2005 30% Glicose 0,06 M Tes-Tris Glicerol 3% Leite desnatado 20% 24 ± 5% 

30% Glicose 0,06 M Tes-Tris Glicerol 3% Leite desnatado 20% 49 ± 5% 
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(continuação) 

Gema de ovo Açúcar Tampão Crioprotetor Outros 
Motilidade pós-
descongelação 

Referência 

20% 
Lactose 2 g/ml, 
Glicose 2 g/ml, 

Rafinose 0,2 g/ml 
Tes-Tris Glicerol 5% - 48,74 ± 6,90% 

LI et al., 2006 

20% Lactose 11 g/ml - Glicerol 4% - 49,00 ± 5,53% 

10% 
Lactose 10 g/ml, 
Glicose 1 g/ml  

Glicerol 4% - 49,14 ± 7,99% 

10% 
Lactose 5,5 g/ml, 
Glicose 2,75 g/ml 

- Glicerol 4% - 48,84 ± 6,48% 

10% Glicose 5,5 mg/ml - Glicerol 4% - 47,79 ± 6,10% 

20% Glicose 0,5 mg/ml Tris Glicerol 5% - 50,03 ± 6,78% 

10% 

- Solução salina – Controle 

Glicerol 5% 

NaCl 0,57 M 18,5 ± 3,9% 

SI et al., 2006 

Glicose 0,3 M 

- - 

41,2 ± 4,6% 

Lactose 0,3 M 38,1 ± 6,0% 

Rafinose 0,3 M 16,0 ± 3,1% 

Glicose 0,15 M, 
Lactose 0,5 M 

39,7 ± 5,6% 

Glicose 0,15 M, 
Rafinose 0,15 M 

38,1 ± 3,6% 

Lactose 0,15 M, 
Rafinose 0,15 M 

28,1 ± 5,9% 

Glicose 0,1 M, 
Lactose 0,1M, 
Rafinose 0,1 M 

42,3 ± 8,1% 

30% Dextrose 1 g/100 ml Tes-Tris Glicerol 3% Leite desnatado 20% 55% LEIBO et al., 2007 

30% Dextrose 1 g/100 ml Tes-Tris 

Glicerol 3%, 
6%, 9%, 12% 

- 

Média geral com 
glicerol a 3%=42% 

DONG et al., 2008a 
Etilenoglicol 

3%, 6% 
- 

20% Glicose 10 g/ L Tes-Tris Glicerol 3% - 40 a 50% DONG et al., 2008b 
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(continuação) 

Gema de ovo Açúcar Tampão Crioprotetor Outros 
Motilidade pós-
descongelação 

Referência 

20% 

Glicose 10 g/L Tes-Tris 

Glicerol 3% 

- 

46,4 ± 4,8% 

DONG; CORREA; 
VANDEVOORT, 2009 

- 

36,1 ± 5,0% 

30% 37,1 ± 6,5% 

40% <30% 

50% <10% 

0% 

- 

10,6 ± 5,0% 

20% 43,0 ± 9,7% 

30% ≈40% 

20% 
Glicerol 3% 55,4 ± 9,3% 

Etilenoglicol 2% 56,4 ± 16,0 

30% Dextrose 1 g/100 ml Tes-Tris Glicerol 3% - 42,4% 
GOFF; LIUKKONEN; 

KUBISC, 2009 

20% 
Glicose 10 g/L Tes-Tris 

Glicerol 3% 

- 

23,6 a 62,4% 

DONG; HILL; 
VANDEVOORT, 2009 

Etilenoglicol 2% 6,1 a 68,6% 

- 0 a 55,1% 

- Glicerol 3% 7,9 a 34,9% 

10% 

Glicose 10 g/L Tes-Tris Glicerol 3% - 

40,4 a 44,0% 

DONG; 
VANDEVOORT; 2009 

20% 38,5 a 43,1% 

30% 38,5 a 42,3% 

40% 36,5 a 43,1% 

50% 36,5 a 37,5% 

2, 4, 8, 10 ou 
20% 

52,9 a 58,4% 

0% 27,2 e 33,9% 

20% 45,6 e 54,6% 

20% 

Glicose 2%, 
Lactose 2%, 

Rafinose 0,2% 
Glicose 2%, 
Lactose 2%, 

Rafinose 0,2% 

Tes-Tris 

Glicerol 2% 

- 

40,3 e 39,4% 

SI et al., 2010 

Glicerol 5% 53,9 e 63,7% 
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(conclusão) 

Gema de ovo Açúcar Tampão Crioprotetor Outros 
Motilidade pós-
descongelação 

Referência 

30% 
Dextrose 1% Tes-Tris Glicerol 3% 

Leite desnatado 
20% 

≈50% 

MCCARTHY; 
MEYERS, 2011 

SOD 200 U/ml ≈70% 

CAT 200 U/ml ≈50% 

α-tocoferol 100 µM ≈30% 

0% - <10%  

20% 
Glicose 111mM, 
Lactose 55,5mM, 
Rafinose 3,4mM 

Tes-Tris Glicerol 5% - 

43,6% (sem 
plasma seminal) 

45% (com 
plasma seminal) 

YANG et al.; 2011a 

20% 
Glicose 2%, 
Lactose 2%, 

Rafinose 0,2% 
Tes-Tris 

Glicerol 0,7 M 

- 

42,7 ± 12,5% 

YANG et al., 2011b 

Etilenoglicol (EG) 0 M 8,6 ± 2,5% 

EG 0,175 M 23,1 ± 6,6% 

EG 0,35 M 32,3 ± 6,1% 

EG 0,7 M 48,1 ± 9,2% 

EG 1,4 M 25,4 ± 11,1% 

EG 2,1M 11,3 ± 5,7% 

20% Glicose 10 g/L Tes-Tris Glicerol 3% - 
49,0 ± 8% e  
52,5 ± 14% 

TOLLNER; DONG; 
VANDERVOORT, 

2011 

20% 

Glicose 10 g/L Tes-Tris 

Glicerol 0 ou 3% - 40 a 60% 

DONG et al., 2011 - Glicerol 0 ou 3% LDL 8 ou 10% 45 a 60% 

- Glicerol 0 ou 3% HDL 1, 2, ou 4% 15 a 45% 

20% Dextrose 1 g Tes-Tris Glicerol 3% - 15 a 55% 
MARTORANA; 
KLOOSTER; 

MEYERS, 2014 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: TALP= Meio de Tyrode com albumina, lactato e piruvato; DMSO=dimetilssulfóxido; SOD=superóxido dismutase; CAT=catalase; 
LDL=lipoproteínas de baixa densidade; HDL=lipoproteínas de alta densidade 
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Quadro 4 -  Curvas de congelação utilizadas para criopreservação de sêmen de macaco-rhesus 
(Macaca mulatta) 

 
(continua) 

Fase de 
Equilíbrio 

Fase de Congelação 
Motilidade Pós-
descongelação 

Referência 

- 8 min vapor LN2 
27% ROUSSEL; AUSTIN, 

1967b 

(1) 4°C/4 h (sem 

glicerol) + 18 h 
com glicerol LN2 

0 

LEVERAGE et al., 1972 

(2) 37°C/30 min 
≈39% 

4°C/90 min 30 min vapor LN2 Ver Quadro 3 YEOMAN et al., 2000 

4°C/2,5 h 
10 min vapor LN2 

56 ± 5% 
SI et al., 2000 

4°C/2 h 17 ± 2% 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 SI et al., 2004a 

4°C/2h 10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 SI et al., 2004b 

4°C/90 min 2 min vapor LN2 17 ± 6% 

YEOMAN et al., 2005 4°C/90 min 2 min vapor LN2 24 ± 5% 

4°C/90 min Gelo seco 49 ± 5% 

4°C/3 h  10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 LI et al., 2006 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 SI et al., 2006 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 55% LEIBO et al., 2007 

4°C/2 h 
-29°C/min - 

DONG et al., 2008a 
-220°C/min 55,8 ± 7,3% 

Temperatura 
ambiente/30 min 

10 min vapor LN2 40 a 50% DONG et al., 2008b 

4°C/30 min 

4°C/1 h 

4°C/2 h 

4°C/3 h 

4°C/4 h 

4°C/2 h -29°C/min ou -220°C/min 

Curva mais rápida 
melhor na 

ausência de 
glicerol 

DONG; CORREA; 
VANDEVOORT, 2009 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 42,4% 
GOFF; LIUKKONEN; 

KUBISC, 2009 

4°C/2 h ou 
0°C/10 min 

-5, -29, -220 ou -400°C/min Ver Quadro 3 
DONG; HILL; 

VANDEVOORT, 2009 

4°C/2 h 
-220 ou -400°C/min 

Ver Quadro 3 
DONG; VANDEVOORT; 

2009 -220°C/min 

4°C/2 h 

10 min vapor LN2 40,3 a 53,9% 

SI et al., 2010 Direcional (gradiente de 
congelação em aparelho 

automático) 
39,4 a 63,7% 
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(conclusão) 
Congelador automático Ver Quadro 3 MCCARTHY; MEYERS, 2011 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 YANG et al.; 2011a 

Fase de 
Equilíbrio 

Fase de Congelação 
Motilidade Pós-
descongelação 

Referência 

4°C/2 h 

-10 ºC/min por 10 min 24,6 ± 4,2% 

YANG et al.; 2011b 

-69 por 10 min 34,7 ± 5,4% 

-183ºC/min por 10 min 45,8 ± 6,6%% 

-435ºC/min por 10 min 36,3 ± 5,7% 

-183ºC/min por 5 min  44,9 ± 4,2% 

-183ºC/min por 10 min 51,4 ± 4,2% 

-183ºC/min por 15 min 36,7 ± 3,5% 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 
49,0 ± 8% e 
52,5 ± 14% 

TOLLNER; DONG; 
VANDERVOORT, 2011 

4°C/2 h 10 min vapor LN2 Ver Quadro 3 DONG et al., 2011 

Vários 15 a 55% 
MARTORANA; KLOOSTER; 

MEYERS, 2014 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: LN2=nitrogênio líquido 

 

 

2.6 USO DE ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS (PUFAs) E 

ANTIOXIDANTES NO MEIO DE CRIOPRESERVAÇÃO 

 

 

Estudos anteriores indicam que o ácido docosahexaenoico (DHA) é o PUFA 

mais importante para o espermatozoide, por atuar na fluidez da membrana 

espermática e na regulação da espermatogênese (OLLERO; POWERS; ALVAREZ, 

2000). No entanto, a presença de grandes quantidades de DHA na membrana 

espermática, torna o espermatozoide mais susceptível ao ataque das ROS (NICHI, 

2009). Com base nesta informação, o referido autor sugere que um tratamento que 

alterasse o perfil lipídico seminal ou espermático poderia causar impactos 

significativos conforme descrito a seguir. Caso os PUFAs fossem incorporados à 

membrana espermática, isto a tornaria ainda mais suscetível ao ataque das ROS, o 

que talvez pudesse ser evitado pelo tratamento com antioxidantes, tal como a 

vitamina E (α-tocoferol). Por outro lado, se os PUFAs não fossem incorporados, 

permanecendo no meio extracelular, haveria uma maior quantidade de substrato 

para o ataque das ROS, o que provavelmente pouparia as células espermáticas. 

Poucos são os estudos que relacionam o tratamento do sêmen com PUFAs a um 

possível efeito em relação à suscetibilidade ao ataque das ROS. Não foram 
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encontradas publicações que relatem tal correlação para o tratamento de amostras 

espermáticas em primatas não-humanos. 

O tratamento do sêmen com vitamina E, combinada ou não com o DHA foi 

descrito para algumas espécies domésticas, tais como bode (ANSARI et al., 2012), 

touro (NASIRI; TOWHIDI; ZEINOALDINI, 2012), suíno (JEONG et al., 2009), cão 

(MICHAEL et al., 2007), carneiro (TOWHIDI et al., 2013) e uma espécie de primata 

não-humano, Macaca mulatta (MCCARTHY et al., 2010; MCCARTHY; MEYERS, 

2011). Não foram encontrados trabalhos com sêmen de PN. 

O Trolox™1 é um análogo hidrossolúvel da vitamina E (WU; HASHIMOTO; AU, 

1991) e, portanto, de mais fácil dissolução em relação à vitamina E propriamente 

dita. O tratamento do sêmen com Trolox™ foi descrito para algumas espécies, 

incluindo equino (SILVA et al., 2009), ovino (MAIA et al., 2010), caprino (SOARES et 

al., 2015) e humano (MINAEI et al., 2012). Não foram encontrados trabalhos com 

sêmen de PNH. 

 

 

2.7 FOLICULOGÊNESE E MATURAÇÃO OOCITÁRIA 

 

 

Durante a vida fetal são produzidas as oôgonias por divisão mitótica e estas 

se dividem por divisão meiótica para produzir oócitos primários. A divisão meiótica é 

interrompida, antes do nascimento, na Prófase I. Ao nascimento, os oócitos são 

circundados por uma única camada de células, compondo os folículos primordiais 

(HAFEZ; HAFEZ, 2004a). Segundo Zeleznik e Pohl (2006), a foliculogênese se inicia 

a partir do momento em que os folículos primordiais iniciam a transição para folículos 

primários. Para que isso ocorra, é necessário que as células da granulosa se tornem 

cúbicas e passem a se multiplicar (folículo pré-antral) até que formem de seis a sete 

camadas, momento em que se inicia a formação da cavidade antral e o 

desenvolvimento das células da teca (folículo antral). Paralelamente, inicia-se o 

crescimento do oócito. Os eventos que ocorrem até que o folículo atinja o estágio de 

folículo antral não dependem da ação de gonadotropinas – hormônio folículo-

estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) – e duram cerca de 85 dias. 

                                            
1 F. Hoffman-La Roche Ltd 
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A partir do estágio de folículo antral, é necessário FSH para terminar o 

desenvolvimento do folículo como um todo, incluindo o oócito (ZELINSKI-WOOTEN 

et al., 1995; ZELEZNIK; POHL, 2006). O FSH produz mudanças significativas nos 

folículos, as quais permitem que estes passem a produzir hormônios esteroides e 

que se tornem responsivos ao LH, culminando com a ovulação (ZELEZNIK; POHL, 

2006). 

A maturação oocitária compreende duas fases – uma fase de crescimento, 

que acompanha o crescimento do folículo; e uma fase de maturação nuclear e 

citoplasmática, que ocorre momentos antes da ovulação e é dependente do pico de 

gonadotropinas (HAFEZ; HAFEZ, 2004b). A maturação nuclear se caracteriza pela 

retomada da meiose, com extrusão do primeiro corpúsculo polar, seguida de nova 

interrupção da meiose, desta vez na Metáfase II (HAFEZ; HAFEZ, 2004b). Já a 

maturação citoplasmática, se caracteriza por alterações na expressão de algumas 

moléculas tais como o receptor de inositol trifosfato (IP3R), a glutationa e a proteína 

quinase II dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII), entre outras (FLORMAN; 

DUCIBELLA, 2006). Essas alterações tornam o oócito competente para ativação 

oocitária, caracterizada pela capacidade de secreção de grânulos corticais, formação 

dos pronúcleos e término da meiose, com extrusão do segundo corpúsculo polar, 

após a fecundação pelo espermatozoide (MENG; WOLF, 1997; FLORMAN; 

DUCIBELLA, 2006). Consequentemente, falhas na maturação citoplasmática se 

caracterizam pela incapacidade de realizar diversas funções, tais como elevação do 

Ca2+ intracelular, secreção dos grânulos corticais, descondensação da cromatina 

espermática e formação dos pronúcleos (FLORMAN; DUCIBELLA, 2006). 

 

 

2.8 IMPORTÂNCIA DESTE TRABALHO 

 

 

A presente revisão permite concluir que ainda há muito o que se estudar em 

relação a todos os aspectos do sêmen de primatas não-humanos. Sabe-se muito 

pouco sobre algumas espécies e nada sobre a grande maioria das espécies. Dentre 

os PN, as espécies mais estudadas são Cebus (Sapajus) apella, Saimiri sciureus e 

Callithrix jacchus, com grande destaque para a última. Já em PVM, as espécies mais 
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estudadas são Gorilla gorilla gorilla, Pan troglodytes, Macaca fascicularis e Macaca 

mulatta, com grande destaque para as duas últimas. Ainda assim, há lacunas a 

serem preenchidas, mesmo nessas espécies mais estudadas. 

Certamente, a utilização da maioria dessas espécies em pesquisas 

biomédicas foi o que impulsionou a realização de estudos nas mesmas, com 

consequentes avanços no conhecimento. Em se tratando de conservação de 

espécies, o número de espécies estudadas é menor ainda, destacando-se as 

supracitadas Cebus (Sapajus) apella e Gorilla gorilla gorilla. Isso destaca a 

importância do presente trabalho, como forma de contribuir para a tão escassa 

literatura nessa área. 
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3 ESTUDO I - AVALIAÇÃO DE DIFERENTES MÉTODOS DE 

CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN E DO EFEITO DO TRATAMENTO COM 

DHA E TROLOX™ NAS CARACTERÍSTICAS PÓS-DESCONGELAÇÃO DOS 

ESPERMATOZOIDES DE BUGIO-PRETO (ALOUATTA CARAYA)  

 

 

Mais de 50% dos primatas não-humanos estão sob algum tipo de ameaça de 

extinção (PRIMATE SPECIALIST GROUP, 2014). As ARTs podem auxiliar na 

propagação de indivíduos de espécies ameaçadas, tanto in situ como ex situ (HOLT; 

PICKARD, 1999; ANDRABI; MAXWELL, 2007). Apesar do bugio-preto não ser 

considerado ameaçado de extinção pela IUCN (2014), acredita-se que, devido à 

disponibilidade e sucesso reprodutivo em cativeiro, essa espécie possa ser usada 

como modelo para outras espécies de bugio sob maior risco de extinção 

(MORELAND et al., 2001). 

Existem apenas três estudos com a relação às características seminais de 

bugio-preto (MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004; CARVALHO et al., 2014). 

Com relação à criopreservação de sêmen dessa espécie, existe apenas um estudo 

(CARVALHO, 2012) que comparou diferentes diluidores – Test-gema de ovo com 

glicerol a 3 (G3) ou 4% (G4) e Test-lecitina de soja com glicerol a 3 (L3) ou 4% (L4). 

As motilidades total e progressiva pós-descongelação foram, respectivamente, 

15,59±1,43% e 5,12±0,85% para L3; 16,29±1,18% e 5,12±0,62% para L4; 

17,68±1,31% e 9,23±1,04% para G3; e 19,08±1,55% e 9,76±1,21% para G4. 

Concluiu-se que o diluidor à base de gema de ovo com glicerol a 4% apresentou 

melhores resultados, apesar de também não ter sido eficiente. Com base nesse 

último estudo, elaborou-se o presente estudo de forma a tentar sanar os problemas 

apresentados no estudo anterior. 

A seguir serão descritos (1) os objetivos, (2) o delineamento experimental, (3) 

os animais que serão utilizados e a forma de obtenção das amostras, e (4) como 

serão processadas e analisadas as amostras do Estudo I. 
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3.1 OBJETIVOS 

 

 

A) Objetivo geral: comparar protocolos de criopreservação de sêmen de 

Alouatta caraya. 

B) Objetivos específicos 

• Avaliar e comparar os efeitos da criopreservação com os diluidores 

Freezing Medium with Gentamicin Test Yolk Buffer (TYB)2 (para sêmen 

humano) e BotuBOV®3 (para sêmen bovino), sobre a motilidade e a 

integridade de membrana plasmática. 

• Avaliar e comparar os efeitos da adição do glicerol em um ou dois 

passos sobre a motilidade e a integridade de membrana plasmática. 

• Avaliar e comparar os efeitos da vitrificação e da congelação lenta 

sobre a motilidade e a integridade de membrana plasmática. 

• Avaliar os efeitos da adição de ácido docosahexaenoico (DHA) e de 

Trolox™ sobre a motilidade, a integridade de membrana plasmática, a 

integridade de acrossoma, a atividade citoquímica mitocondrial, o índice de 

fragmentação de DNA e a suscetibilidade ao estresse oxidativo em 

espermatozoides dessa espécie. 

 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

A seguir será descrita a metodologia do Estudo I, incluindo o delineamento 

experimental, animais utilizados e protocolos para colheita, avaliação e 

criopreservação do sêmen. 

 

 

 

                                            
2 Product Number 90128; Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA 
3 Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil 
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3.2.1 Delineamento experimental 

 

 

O Estudo I foi dividido em dois experimentos (Quadro 5), de forma que o 

Experimento II era dependente dos resultados obtidos no Experimento I, conforme 

descrito a seguir. 

 

Quadro 5 - Experimentos de criopreservação do sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya) 
realizados no Estudo I 

 

Experimento Diluidor Crioprotetor 
Adição do 

crioprotetor 
Aditivo Descongelação 

1.1 

Test-yolk 
buffer 

Glicerol 4% 
1 passo - 

37°C/15 s 2 passos - 

BotuBOV Glicerol 3,5% 1 passo - 

1.2 

Test-yolk 
buffer 

Glicerol 5% 1 passo 
- 

37°C/15 s 

HTF-HSA 
Sacarose 0,5 

M 
1 passo 

- 
Em 1 ml de RL a 

37°C 

- 
Placa aquecedora 

a 37°C 

2 
Test-yolk 

buffer 
Glicerol 4% 2 passos 

- 

37°C/15 s 

DHA 

Trolox 

DHA + 
Trolox 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: HTF-HSA=Human Tubal Fluid-Human Serum Albumin; DHA=Ácido docosahexaenoico 

 

 

3.2.1.1 Experimento I – Comparação de diluidores e métodos de congelação 

 

 

O Experimento I foi dividido em dois ensaios. No primeiro ensaio foram 

comparados os efeitos dos diluidores BotuBOV® e TYB para congelação lenta de 

sêmen de Alouatta caraya. No segundo ensaio, comparou-se a técnica de 

congelação lenta com a técnica de vitrificação. Para a técnica de congelação lenta 

foi utilizado o diluidor com melhores resultados no primeiro ensaio. Para a técnica de 

vitrificação foi utilizado o diluidor Human Tubal Fluid4 com Human Serum Albumin5 e 

sacarose 0,25 M (HTF-HSA, ISACHENKO et al., 2011).  

                                            
4 Modified HTF Medium and Gentamicin – HEPES, Product Number 90126; Irvine Scientific, Santa 
Ana, California, USA 
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3.2.1.2 Experimento II – Avaliação dos efeitos da adição de DHA e de Trolox™ ao 

sêmen 

 

 

Após o estabelecimento do diluidor e método de congelação por meio do 

Experimento I, foram testados os efeitos da adição de um ácido graxo essencial da 

família ômega 3 – ácido docosahexaenoico (DHA; DHA vs. controle) e de um 

antioxidante – Trolox™ (Trolox vs. controle) ao sêmen de Alouatta caraya, com 

relação às características seminais após a criopreservação, num arranjo fatorial 2x2. 

 

 

3.2.2 Animais e obtenção da amostra 

 

 

Foram utilizados dois Alouatta caraya, machos, adultos, mantidos em cativeiro 

na Fundação Parque Zoológico de São Paulo, São Paulo – SP e seis Alouatta 

caraya, machos, adultos, mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas 

(CENP), Ananindeua - PA, Brasil (Quadro 6). Os machos acasalados eram 

separados das fêmeas no dia anterior à colheita, para evitar que copulassem 

durante este período. As amostras de sêmen foram obtidas por meio de 

eletroejaculação com sonda retal conforme descrito anteriormente (VALLE et al., 

2004; CARVALHO et al., 2014). Para tanto utilizou-se aparelho eletroejaculador6 

adaptado para a espécie (Figura 8). O eletrodo foi lubrificado com KY® gel7 e 

introduzido no reto do animal (Figura 9A). Os estímulos iniciaram-se com 2,0 volts, 

com aumentos suscetivos de 0,5 volts a cada série de estímulos, até a obtenção da 

amostra (Figura 9B) ou até alcançar um máximo de 8,0 volts. Cada série consistiu de 

30 estímulos de 2 a 3 segundos de duração, aplicados a intervalos de 1 a 2 

segundos. O sêmen foi colhido com auxílio de um tubo de vidro estéril encaixado em 

frasco com água a 37ºC (Figuras 9C e 9D), mantido em banho-maria até o momento 

                                                                                                                                        
5 Product Number 9988; Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA 
6 DUBOI – Campo Grande, MS 
7 Johnson & Johnson do Brasil Indústria e Comércio de Produtos para a Saúde Ltda 
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da colheita (VALLE et al., 2004). As colheitas foram realizadas com intervalos de 15 

dias e as amostras foram avaliadas imediatamente após a colheita para 

determinação da qualidade inicial da amostra. Para viabilizar a avaliação dos 

diferentes protocolos de criopreservação, somente foram incluídas as amostras com 

motilidade total superior a 30% (aqui denominadas amostras viáveis). 

 

 
Quadro 6 - Características dos machos de bugio-preto (Alouatta caraya) utilizados no Estudo I 
 

Instituição Identificação Idade (anos) Peso (Kg) Agrupamento 

FPZSP Edson 7 8,95 Sozinho 

FPZSP Hudson 7 9,90 Sozinho 

CENP BAC 10 11,78 Casal 

CENP BAE 8 6,73 Casal 

CENP BAA 11 11,08 Casal 

CENP BAB 8 10,00 Casal 

CENP BAI 8 9,19 Casal 

CENP BAG 8 10,10 Casal 

Fonte: (Fundação Parque Zoológico de São Paulo, 2014; Centro Nacional de Primatas, 2014) 
Legenda: FPZSP=Fundação Parque Zoológico de São Paulo; CENP=Centro Nacional de 
Primatas 

 

 

Figura 8 - Aparelho eletroejaculador DUBOI 

  
Fonte: (VALLE, R. R., 2002). 
Legenda: (A) com probe (B) adaptada para bugio (Alouatta 

caraya). 
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3.2.3 Processamento e análise do sêmen 
 

 

As amostras recém-colhidas foram avaliadas imediatamente quanto ao 

volume, com pipeta automática, e ao pH, com fita reagente para pH8. Em seguida, 

foram diluídas em solução de Ringer com lactato pré-aquecido a 37ºC (VALLE et al., 

2004; CARVALHO, 2012).  

 

 

Figura 9 -  Colheita de sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya) por meio de eletroejaculação com 
probe retal 

  
 

 

 

 
Fonte: (Centro Nacional de Primatas, 2014). 
Legenda: A. Posicionamento da probe retal (seta). B. Início da ejaculação. C. Sistema para 

manutenção da temperatura do tubo de colheita a 37ºC. D. Ejaculado. 

 

 

No Experimento I, após a diluição inicial as amostras foram avaliadas em 

relação à motilidade total e motilidade progressiva, concentração espermática 

(Câmara de Neubauer improved), e integridade da membrana plasmática (coloração 

com eosina-nigrosina). No Experimento II, além desses parâmetros, também foram 

                                            
8 Merck, Darmstadt, Alemanha 
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avaliados integridade do acrossoma (coloração simples para acrossoma), atividade 

citoquímica mitocondrial (coloração com DAB), índice de fragmentação de DNA 

(Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA), avaliação do índice de resistência ao 

estresse oxidativo (concentração de TBARS). 

 

 

3.2.3.1 Experimento I 
 

 

Para o primeiro ensaio foram utilizadas duas amostras viáveis de sêmen de 

cada macho (n=8) das duas instituições, totalizando 16 amostras. As amostras foram 

colhidas no período de janeiro a junho de 2014. Após a colheita, as amostras foram 

(1) diluídas com solução de Ringer com lactato para um volume final de 500 µl (2) 

avaliadas quanto aos parâmetros citados anteriormente, (3) diluídas com diluidores 

comerciais à base de gema de ovo e glicerol, BotuBOV® e TYB e (4) congeladas e 

armazenadas em nitrogênio líquido para análise pós-descongelação. 

Já para o segundo ensaio foram utilizadas duas amostras viáveis de cada um 

dos machos do CENP (n=6), totalizando 12 amostras. As amostras foram colhidas 

no período de outubro a novembro de 2014. Assim como no primeiro ensaio, as 

amostras foram imediatamente diluídas com solução de Ringer com lactato. 

Entretanto, neste ensaio as amostras foram diluídas na proporção de 1:1, apenas 

para aumentar o volume da amostra de forma a permitir a avaliação e divisão da 

amostra restante para diluição com os diferentes diluidores. Após avaliação inicial, 

as amostras foram diluídas com TYB e HTF-HSA, congeladas e armazenadas em 

nitrogênio líquido para análise pós-descongelação. O procedimento de congelação 

será descrito no item “3.2.3.10 Tratamentos”. 

 

 

3.2.3.2 Experimento II 
 

 

Foram utilizadas duas amostras de cada um dos machos do CENP (n=6), 

totalizando 12 amostras. As amostras foram colhidas no período de outubro a 

dezembro de 2014. Após a colheita, as amostras foram imediatamente diluídas com 
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solução de Ringer com lactato na proporção de 1:1. Quarenta microlitros da amostra 

foram diluídos com 80 µl de solução de Ringer com lactato para realização das 

análises iniciais. O restante da amostra foi dividido em quatro alíquotas para diluição 

com os diferentes diluidores a serem testados. O procedimento de congelação será 

descrito no item “3.2.3.10 Tratamentos”. 

 

 

3.2.3.3 Motilidade espermática 

 

 

Para avaliação da motilidade espermática (Figura 10), 10 µl do sêmen diluído 

foram colocados entre lâmina e lamínula e observados ao microscópio de luz com 

aumento de 400x. Os espermatozoides foram classificados quanto à presença ou 

não de motilidade e se a motilidade era progressiva ou não. A motilidade total é a 

porcentagem de espermatozoides com qualquer tipo de movimento de cauda, 

enquanto a motilidade progressiva é a porcentagem de espermatozoides com 

movimento ativo, seja linear ou em círculos grandes (WHO, 2010). 

 

 

3.2.3.4 Concentração 

 

 

Para avaliação da concentração espermática, 10 µl do sêmen diluído foram 

adicionados a 90 µl de formol salina a 10%, pré-aquecido em banho-maria a 37°C. 

Para determinação da concentração espermática, os espermatozoides foram 

contados em câmara de Neubauer. 
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Figura 10 - Avaliação da motilidade espermática 
em amostra de sêmen de bugio-preto 
(Alouatta caraya) 

 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2014) 
Notas: Aumento de 400X. 

 

 

3.2.3.5 Integridade de membrana plasmática 

 

 

Para avaliação da integridade de membrana plasmática (Figura 11) foi 

utilizado o corante eosina-nigrosina. Para realização da coloração, 5 l de solução 

de eosina-nigrosina foram adicionados a 5 l de sêmen em um tubo do tipo 

Eppendorf. Após 30 segundos foi realizado esfregaço em lâmina de vidro. Foram 

avaliados 200 espermatozoides em microscópio de luz com aumento de 1000x 

(objetiva de imersão). 
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Figura 11 - Avaliação da integridade de membrana plasmática em 
amostra de sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya) 

 
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2010) 
Legenda: A. Membrana plasmática íntegra (não corada). B. 

Membrana plasmática lesada (corada). Coloração com 
eosina-nigrosina. Aumento de 1000X (imersão).  

 

 

3.2.3.6 Integridade de acrossoma 

 

 

A integridade de acrossoma (Figura 12) foi avaliada por meio da coloração 

simples para acrossoma (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991), previamente validada 

para a espécie (CARVALHO et al., 2014). Foi utilizada uma alíquota de 5 L da 

amostra para 5 L de corante simples para acrossoma. A mistura foi incubada por 

120 segundos na ausência de luz e, em seguida, foi realizada uma extensão em 

lâmina de vidro para avaliação em microscopia de luz, com aumento de 1000x 

(objetiva de imersão). Foram avaliados 200 espermatozoides por lâmina. Para o 

sêmen criopreservado, foi utilizado tempo de incubação de 140 segundos conforme 

descrito em trabalho anterior (CARVALHO, 2012). 

 

 

 

 

A 

B 



75 

 

Figura 12 - Avaliação da integridade de acrossoma em amostra 
de sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya) 

 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2010) 
Legenda: A. Acrossoma íntegro (corado). B. Acrossoma lesado 

(não corado). Coloração com corante simples para 
acrossoma. Aumento de 1000X (imersão).  

 

 

3.2.3.7 Atividade citoquímica mitocondrial 

 

 

Para avaliação da atividade citoquímica mitocondrial (Figura 13), foi utilizada 

a enzima 3,3' diaminobenzidina (DAB). Para realização da técnica de coloração, 10 

l da amostra foram adicionados a 10 l de DAB (a 37°C), homogeneizados e 

incubados em banho-maria a 37ºC, durante 90 minutos, na ausência de luz. Em 

seguida, foi feita uma extensão em lâmina de vidro e secagem na ausência de luz 

(em caixa de isopor fechada) e em temperatura ambiente. Após a secagem, foi feito 

fixação em formol a 10% por 10 minutos e secagem na ausência de luz, novamente. 

Foram contados e classificados 200 espermatozoides em microscópio de contraste 

de fase, com aumento de 1000x (objetiva de imersão). Os espermatozoides foram 

classificados em quatro classes, de acordo com a atividade mitocondrial da peça 

intermediária dos espermatozoides, segundo escala proposta por Hrudka (1987), ou 

seja, classe I – 100% das mitocôndrias ativas; classe II – mais do que 50% das 

mitocôndrias ativas; classe II – menos do que 50% das mitocôndrias ativas; e classe 

IV – nenhuma mitocôndria ativa. 

A 

B 
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3.2.3.8 Avaliação do índice de resistência ao estresse oxidativo (TBARS) 

 

 

Esta técnica foi baseada no estudo feito por Ohkawa, Ohish e Yagi (1979), em 

que o malondialdeído (MDA), um subproduto da peroxidação lipídica, reage com o 

ácido tiobarbitúrico (TBA), gerando um pigmento de coloração vermelha que pode 

ser quantificado por meio de espectrofotometria, com um comprimento de onda de 

532 nm. Para este trabalho, foi utilizado o teste induzido descrito por Aitken et al. 

(1993). 

 

 

Figura 13 - Avaliação da atividade citoquímica mitocondrial em amostra de sêmen 
de bugio-preto (Alouatta caraya) 

  

  
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2010) 
Legenda: A. Classe I – 100% das mitocôndrias ativas. B. Classe II – mais do que 

50% das mitocôndrias ativas. C. Classe III – menos do que 50% das 
mitocôndrias ativas. D. Classe IV – nenhuma mitocôndria ativa. 
Coloração com 1,3’ diaminobenzidina. Aumento de 1000X (imersão). 
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3.2.3.8.1 Protocolo de indução para o sêmen fresco 

 

 

Uma alíquota de 20 µl do sêmen foi colocada em um tubo do tipo Eppendorf 

ao qual foram adicionados 180 µl de solução de Ringer com lactato, 50 µl de solução 

de sulfato de ferro 4mM e 50 µl de solução de ácido ascórbico 20mM. A solução foi, 

então, incubada em banho-maria a 37°C por 90 minutos com a tampa do tubo 

aberta, para permitir a entrada de oxigênio. 

Após o término dos 90 minutos, foi adicionado ácido tricloro acético a 10% 

(TCA) gelado (4°C) na proporção de 1:2 (300 µl de solução + 600 µl de TCA). Em 

seguida, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 3370 g. O sobrenadante (800 

µl) foi colocado em um criotubo e armazenado a -20°C até o momento da análise. 

 

 

3.2.3.8.2 Protocolo de indução para o sêmen criopreservado 

 

 

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 15 segundos. 

O conteúdo da palheta (100 µl) foi transferido para um tubo do tipo Eppendorf e 

foram adicionados 1800 µl de PBS. A solução foi centrifugada duas vezes a 19.700 

g por 10 minutos para lavagem do sêmen e remoção do diluidor. O sobrenadante 

(1800 µl) foi descartado e a amostra ressuspendida com mais 100 µl de PBS, 

totalizando 200 µl de solução. A partir daqui foi utilizado o mesmo protocolo descrito 

para indução do sêmen fresco. 

 

 

3.2.3.8.3 Protocolo para quantificação de TBARS 

 

 

As análises foram realizadas no Laboratório de Andrologia (LA) da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ/USP). As 

amostras induzidas foram descongeladas em temperatura ambiente e foi adicionado 

ácido tiobarbitúrico a 1% (TBA) na proporção de 1:1 (800 µl de amostra + 800 µl de 

TBA). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 100°C por 15 
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minutos com o criotubo fechado hermeticamente. Após o término dos 15 minutos, as 

amostras foram colocadas em caixa de isopor contendo gelo, para interromper a 

reação. As amostras foram, então, transferidas para cubetas para leitura em 

espectrofotômetro9. Os dados de absorbância foram comparados com uma curva 

padrão previamente estabelecida e calculou-se o índice de peroxidação lipídica em 

mg de TBARS/106 espermatozoides. 

 

 

3.2.3.9 Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) adaptado 
 

 

O SCSA, técnica inicialmente descrita por Boe-Hansen et al. (2005), foi 

adaptado pelo Laboratório de Fecundação in vitro, Clonagem e Transgenia Animal 

da FMVZ/USP, o qual utiliza o citômetro de fluxo Guava EasyCyte™ Mini System10 e 

o programa FlowJo®11, para análise dos dados. Este teste foi previamente validado 

para sêmen de Alouatta caraya (CARVALHO, 2012). 

Para realização desse teste, foi utilizada uma alíquota de sêmen com 250.000 

espermatozoides. A alíquota foi transferida para um criotubo, congelada direto em 

nitrogênio líquido (snap freezing) e armazenada em botijão criogênico até o 

momento da análise. No momento da análise, as amostras foram descongeladas em 

banho-maria a 37°C e lavadas duas vezes com 500 µl de PBS. Para isso, após 

adição do PBS, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. As 

amostras foram, então, acrescidas de 50 µl de solução tampão TNE e de 100 µl de 

detergente ácido (Apêndice A) e incubadas por 30 segundos. Em seguida, foram 

adicionados 300 µl de laranja de acridina (Apêndice A) e após dois minutos feita a 

leitura por citometria de fluxo, com o citômetro Guava EasyCyte™. Após a leitura das 

amostras, os dados foram exportados e analisados no programa FlowJo®, com base 

nos pontos de corte estabelecidos por meio da validação. O resultado foi 

apresentado como índice de fragmentação de DNA (IFD) que é a porcentagem de 

espermatozoides com estrutura de cromatina anormal. 

 

                                            
9 Ultrospec 3300 pro, Amersham Pharmacia (GE Healthcare UK Limited), Buckinghamshire, England 
10 Guava Technologies, Inc., Hayward, California, USA 
11 Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, USA 
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3.2.3.10 Tratamentos 
 

 

A seguir serão descritos os diferentes diluidores e protocolos de 

criopreservação utilizados nos Experimentos I e II. 

 

 

3.2.3.10.1 Experimento I – Comparação de diluidores e métodos de congelação 

 

 

No primeiro ensaio do Experimento I, após as análises iniciais a amostra 

restante foi dividida em três partes iguais. Cada alíquota foi submetida a um 

tratamento diferente, conforme descrito abaixo. 

 Tratamento 1 – BotuBOV 

 Tratamento 2 –TYB em um passo (TYB1) 

 Tratamento 3 –TYB em dois passos (TYB2) 

 

Para tanto, a alíquota a ser diluída com BotuBOV® foi pré-diluída com solução 

de Ringer com lactato pré-aquecida a 37°C, de forma a se obter concentração final 

de espermatozoides de 50 x 106 sptz/ml. Em seguida, foi adicionado BotuBOV® (pré-

aquecido a 37°C) na proporção de 1:1, de forma a se obter concentração final de 

espermatozoides de 25 x 106 sptz/ml. Já as alíquotas que foram diluídas com TYB, 

foram pré-diluídas com solução de Ringer com lactato (pré-aquecido a 37°C) de 

forma a se obter concentração final de 75 x 106 sptz/ml. Para a parte que foi diluída 

em um passo, foi adicionado TYB (com glicerol a 12%; pré-aquecido a 37°C), na 

proporção de 1:2 (sêmen:diluidor) de forma a se obter concentração final de 25 x 106 

sptz/ml e 4% de glicerol. Para a parte que foi diluída em dois passos, foi adicionado 

o Refrigeration Medium with Gentamicin Test Yolk Buffer12 (RM-TYB; pré-aquecido a 

37°C), na proporção de 1:1 (sêmen:diluidor) antes da curva de refrigeração. Após a 

curva de refrigeração, adicionou-se o TYB (com glicerol a 12%; pré-resfriado a 4°C) 

em volume igual ao do RM-TYB, de forma que a proporção final ficasse 1:2 

(sêmen:diluidor), como foi feito na diluição em fração única. Para tentar evitar o 

                                            
12 Product Number 90129, Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA 
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estresse osmótico, a adição da fração 2 (com glicerol) foi feita em quatro etapas, 

com intervalo de 1 minuto entre as etapas (GAO et al., 1995). 

As amostras foram, então, congeladas com protocolo de congelação manual, 

baseado no trabalho de Valle (2007), conforme descrito a seguir. Após adição dos 

diferentes diluidores, as amostras foram transferidas para uma caixa acrílica com 

150 ml de água. A caixa acrílica foi mantida em geladeira a 4°C por duas horas. Ao 

término das duas horas, as amostras foram transferidas para palhetas de 100 µl 

(palhetas de 250 µl cortadas; CARVALHO, 2012) mantidas a 4ºC, vedadas com 

álcool polivinílico, as quais foram mantidas a 10 cm do vapor de nitrogênio por 10 

minutos. As palhetas foram, então, mergulhadas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em botijão criogênico até o momento da análise. Para análise pós-

descongelação, as amostras foram descongeladas a 37°C por 15 segundos e 

avaliadas segundo os mesmos parâmetros avaliados no sêmen fresco. 

Já no segundo ensaio, a amostra foi submetida aos seguintes tratamentos: 

 Tratamento 4 – Congelação lenta com TYB (TYB3) 

 Tratamento 5 – Vitrificação com o diluidor HTF-HSA e descongelação 

em 2 ml de Ringer com lactato a 37°C (HTF1) 

 Tratamento 6 – Vitrificação com o diluidor HTF-HSA e descongelação 

em placa aquecedora a 37°C (HTF2) 

 

 

Para tanto, a amostra obtida foi pré-diluída com solução de Ringer com 

lactato pré-aquecida a 37°C na proporção de 1:1 (sêmen:diluidor). Vinte microlitros 

da amostra pré-diluída foram novamente diluídos com solução de Ringer com lactato 

na proporção de 1:1 (sêmen:diluidor) e mantidos a 37°C para realização da análise 

inicial da amostra. O restante da amostra foi dividido em duas alíquotas e mantido 

em temperatura ambiente. Uma alíquota foi diluída com RM-TYB, enquanto a outra 

alíquota foi diluída com HTF-HSA, ambos à temperatura ambiente, de forma a se 

obter concentração final de 50 x 106 sptz/ml. Na sequência, as amostras foram 

diluídas com a fração dois de cada diluidor. Para a congelação lenta, foi adicionado 

TYB com glicerol a 10% na proporção de 1:1 de forma a se obter concentração final 

de 5% de glicerol (SI et al., 2004b) e 25 x 106 sptz/ml. A amostra foi envasada em 

palhetas de 100 μl e submetida à fase de refrigeração em caixa acrílica, conforme 
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descrito para o primeiro ensaio. A fase de vapor foi realizada conforme descrito por 

Dong, Hill e VandeVoort (2009), ou seja, as palhetas foram mantidas em vapor de 

nitrogênio por 10 minutos, sobre uma placa de isopor de 1 cm de espessura em uma 

caixa de isopor com nitrogênio líquido a uma altura de 4 cm. Após 10 minutos no 

vapor, as amostras foram mergulhadas em nitrogênio líquido e armazenadas até o 

momento da análise pós-descongelação. 

Para a vitrificação, a amostra foi diluída com HTF-HSA com sacarose a 0,5 M 

na proporção de 1:1 (amostra:diluidor), de forma a se obter concentração final de 

sacarose de 0,25 M e 25 x 106 sptz/ml. As amostras foram envasadas em palhetas 

de 100 µl (palhetas de 250 µl cortadas para um tamanho de 8 cm), as quais foram 

inseridas dentro de palhetas de 500 µl (cortadas para um tamanho de 10 cm). 

Apenas as palhetas externas (500 µl) foram vedadas nas duas extremidades, 

utilizando uma seladora elétrica de forma a se obter um Straw Packaging System 

(SPS; Sistema de Embalagem de Palheta em tradução livre), semelhante ao descrito 

por Isachenko et al. (2011). Em seguida, o SPS foi mergulhado diretamente em 

nitrogênio líquido e armazenado até o momento da análise pós-descongelação. 

As amostras congeladas por meio de congelação lenta foram descongeladas 

em banho-maria a 37°C por 15 segundos. Já as amostras congeladas por meio de 

vitrificação foram descongeladas de duas formas diferentes. A primeira forma foi 

semelhante ao descrito por Isachenko et al. (2011), ou seja, a palheta interna foi 

removida com o auxílio de uma ponteira e mergulhada imediatamente em 2 ml de 

solução de Ringer com lactato a 37°C. A palheta foi agitada constantemente até que 

o conteúdo descongelasse e se misturasse ao Ringer com lactato. Na sequência, a 

amostra foi centrifugada a 300 g por 5 minutos e o sobrenadante (2 ml) foi 

descartado. A segunda forma de descongelação foi feita na tentativa de evitar a 

necessidade de centrifugação, visto que os espermatozoides são sensíveis à 

mesma. Para tanto, a palheta interna foi removida com auxílio de uma ponteira e 

colocada sobre uma placa aquecedora a 37°C. Realizou-se movimento de rolagem 

com a palheta de forma a distribuir o calor da forma mais homogênea possível até 

que a amostra estivesse totalmente descongelada. Em seguida, a amostra foi 

transferida para um tubo do tipo Eppendorf e mantida em banho-maria a 37°C para 

realização das análises pós-descongelação.  
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3.1.3.10.2 Experimento II – Avaliação dos efeitos da adição de DHA e de Trolox™ ao 

sêmen 

 

 

Para este experimento foram utilizadas 12 amostras viáveis. Após as análises 

descritas no item “3.1.3. Processamento e análise do sêmen”, as amostras foram 

divididas em quatro partes iguais. Cada alíquota foi submetida a um tratamento 

diferente, conforme descrito abaixo. 

 Tratamento 1 – Controle 

 Tratamento 2 – DHA 

 Tratamento 3 – Trolox 

 Tratamento 4 – DHA + Trolox (DHAT) 

 

 

O Tratamento 1 (Controle) consistiu no melhor tratamento obtido no 

Experimento I – TYB em dois passos, com algumas alterações. Os demais 

tratamentos consistiram no Tratamento Controle com adição de DHA13 (10 ng/ml; 

ANSARI et al., 2012; NASIRI; TOWHIDI; ZEINOALDINI, 2012) ou Trolox™14 (40 μM; 

MINAEI et al., 2012), isolados ou combinados. As alterações foram baseadas nos 

resultados do Experimento I e serão descritas a seguir. Os motivos que levaram a 

essas alterações serão abordados nos resultados. 

 Volume de Ringer com lactato – Ao invés de adicionar quantidade 

suficiente para volume final de 0,5 ml, o Ringer com lactato foi adicionado 

na proporção de 1:1, conforme descrito no item “3.1.3. Processamento e 

análise do sêmen”. 

 Volume de diluidor – A fração 1 foi adicionada para uma concentração final 

de 50 x 106 sptz/ml e a fração 2 foi adicionada na proporção de 1:1. 

 Temperatura – Ao invés de manter a amostra a 37°C, a amostra foi 

mantida à temperatura ambiente, assim como a fração 1 do diluidor. 

 

                                            
13 Cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid. Referência do produto D2534, Sigma-Aldrich Brasil 
Ltda, São Paulo, SP, Brasil 
14 Ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico. Referência do produto 238813, Sigma-
Aldrich Brasil Ltda, São Paulo, SP, Brasil 
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3.2.4 Análise estatística  

 

Os dados foram analisados pelo programa SAS System for Windows15, por 

meio de análise de variância (ANOVA) e teste de comparação de médias LSD (least 

significant difference). O nível de significância utilizado para rejeitar H0 (hipótese de 

nulidade) foi de 5%, isto é, para um nível de significância menor que 0,05, 

considerou-se que houve diferenças significativas entre as variáveis classificatórias 

para uma determinada variável resposta. 

 

 
3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

Inicialmente serão apresentados dados relativos à análise descritiva do 

sêmen fresco. Na sequência serão apresentados e discutidos os dados de cada 

experimento, separadamente. 

 

 

3.3.1 Análise descritiva do sêmen fresco de bugio-preto (Alouatta caraya) 

 

 

Os dados referentes à análise descritiva do sêmen fresco encontram-se na 

Tabela 1. Como esperado, houve grande variação tanto inter como intraindivíduo. Os 

valores de volume variaram de 28 a 490 μl, com média de 146,31 ± 19,75 μl, valores 

superiores aos obtidos em trabalhos anteriores que variaram de 10 a 210 μl 

(MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004; CARVALHO et al., 2014). Os valores 

de pH variaram de 7,3 a 8,7, com média de 7,98 ± 0,07, a qual difere das médias de 

8,9 ± 0,1 (MORELAND et al., 2001) e 7,45 ± 0,06 (CARVALHO et al., 2014), porém 

se aproxima da média de 8,1 ± 0,5 (VALLE et al., 2004). Conforme discutido em 

trabalho anterior (CARVALHO et al., 2014), as diferenças de pH podem ser devidas 

a diferenças no tamanho e posicionamento dos eletrodos, o que levaria a diferenças 

na composição do plasma seminal, assim como diferenças nutricionais ou 

                                            
15 SAS Institute Inc. – Cary, North Carolina, USA, 2000 
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ambientais que poderiam alterar o balanço ácido-básico, com consequentes 

alterações do pH seminal. 

A concentração espermática variou de 32,80 a 2436,00 x 106 sptz/ml, com 

média de 646,68 ± 101,30 x 106 sptz/ml, valores dentro dos relatados anteriormente 

que variaram de 7,00 x 106 a 5400 x 106 sptz/ml (MORELAND et al., 2001; VALLE et 

al., 2004; CARVALHO et al., 2014). 

A motilidade total variou de 1 a 90%, com média de 71,11 ± 4,20%. A grande 

maioria (88%) das amostras tiveram motilidade total ≥ 50%. Apesar da grande 

variação, a média foi semelhante às médias de 73,00 ± 2,30% (MORELAND et al., 

2001) e 75,70 ± 18,10% (VALLE et al., 2004), e superior à média de 60 ± 5,57% 

(CARVALHO et al., 2014). A motilidade progressiva variou de 0 a 80%, com média 

de 58,57 ± 4,50%, superior à média de 47,15 ± 5,47% obtida em estudo anterior 

(CARVALHO et al., 2014). Nos demais estudos a motilidade progressiva foi avaliada 

de acordo com recomendações mais antigas do manual WHO (1999), que 

classificava a motilidade progressiva em uma escala de 0 a 5, o que impossibilita a 

comparação dos resultados. 

A integridade de membrana plasmática variou de 24 a 94%, com média de 

62,62 ± 3,65%, valores superiores à média de 47,38 ± 3,21% (CARVALHO et al., 

2014), porém mais próximos de 68,3 ± 15,00% (VALLE et al., 2004). 
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Tabela 1 - Resultados (média ± erro padrão) da análise descritiva do sêmen fresco (n=33 amostras) de bugio-preto (Alouatta caraya; n=8), colhido por 
eletroejaculação com probe retal, com intervalo de 15 dias entre as colheitas 

 

Variável 
Indivíduo Média 

geral BAA BAB BAC BAE BAG BAI Edson Hudson 

Volume (μl) 
181,40 ± 

62,76 
109,40 ± 

9,92 
230,60 ± 

33,34 
202,33 ± 
145,20 

155,20 ± 
44,35 

65,60 ± 
8,16 

75,50 ± 
15,50 

106,50 ± 
78,50 

146,31 ± 
19,75 

pH 7,84 ±0,23 8,02 ± 0,52 8,02 ± 0,11 8,10 ± 0,30 
7,98 ± 
0,12 

8,18 ± 0,16 7,45 ± 0,15 -* 7,98 ± 0,07 

Concentração (x106 
sptz/ml) 

249,29 ± 
66,54 

1205,10 ± 
162,12 

620,05 ± 
244,38 

1047,17 ± 
704,90 

369,47 ± 
55,32 

457,93 ± 
186,31 

676,44 ± 
188,94 

766,07 
646,68 ± 
101,30 

Número de sptz (x106) 
35,59 ± 

8,83 
135,59 ± 

25,81 
149,51 ± 

75,30 
103,37 ± 

63,72 
60,62 ± 

6,66 
30,90 ± 
14,14 

54,00 ± 
24,75 

21,45 
81,34 ± 
16,18 

Motilidade total (%) 
52,20 ± 
14,79 

74,00 ± 8,72 
85,00 ± 

5,00 
56,57 ± 
17,64 

70,00 ± 
7,07 

86,00 ± 
2,45 

70,00 ± 
10,00 

-* 
71,11 ± 

4,20 
Motilidade progressiva 
(%) 

38,00 ± 
12,81 

62,00 ± 
10,68 

75,00 ± 
5,00 

43,33 ± 
20,28 

55,00 ± 
8,66 

76,00 ± 
2,45 

55,00 ± 
15,00 

-* 
58,57 ± 

4,50 
Integridade de membrana 
plasmática (%) 

51,20 ± 
5,21 

65,40 ± 4,07 
76,00 ± 

4,42 
31,67 ± 5,78 

56,25 ± 
8,98 

82,60 ± 
2,40 

82,00 ± 
12,00 

32,00 
62,62 ± 

3,65 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*dado perdido 
Legenda: sptz=espermatozoides 
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3.3.2 Experimento I – Comparação de diluidores e métodos de congelação 

 

 

O Experimento I foi realizado em dois ensaios, conforme descrito no item “3.1 

MATERIAL E MÉTODOS”. No primeiro ensaio foram realizadas 23 colheitas de 

sêmen, das quais 17 (74%) foram consideradas viáveis para congelação. Das 

amostras consideradas inviáveis, cinco foram contaminadas com urina e uma 

apresentou volume insuficiente para realização de todas as avaliações e tratamentos 

propostos neste experimento. No segundo ensaio foram realizadas 11 colheitas de 

sêmen, das quais 10 (91%) foram consideradas viáveis para congelação. A amostra 

não viável consistiu apenas de líquido prostático e não continha espermatozoides.  

A Tabela 2 apresenta os resultados da comparação entre sêmen fresco e 

criopreservado com diferentes protocolos, em relação à motilidade total e 

progressiva, assim como integridade de membrana plasmática. O sêmen 

criopreservado teve a qualidade espermática significativamente inferior (p<0,05) 

para todas as variáveis avaliadas, independente do protocolo utilizado. Ou seja, 

nenhum protocolo de criopreservação foi capaz de proteger os espermatozoides de 

forma adequada. A Tabela 3 apresenta os resultados da comparação do 

desempenho pós-descongelação dos diferentes protocolos utilizados. 

Com relação à motilidade total, o protocolo HTF2 foi significativamente melhor 

(p<0,05) que todos os outros. O protocolo TYB3 foi significativamente inferior 

(p<0,05) a todos os outros com exceção do BotuBOV. Os demais protocolos não 

diferiram entre si. 

Já com relação à motilidade progressiva, os resultados foram diferentes. HTF 

1 apresentou o pior desempenho (p<0,05), não diferindo apenas de BotuBOV. Os 

demais protocolos não diferiram entre si. 

Com relação à integridade de membrana plasmática, TYB3 apresentou o 

melhor desempenho (p<0,05), não diferindo significativamente apenas de TYB2. 

BotuBOV teve o pior desempenho (p<0,05), não diferindo significativamente de 

TYB1, HTF1 e HTF2. 
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Tabela 2  -  Resultados (média ± erro padrão da média) da análise do sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya) fresco versus criopreservado com diferentes 
diluidores 

 

Variável Fresco 
Criopreservado/Diluidor* 

ANOVA 
BotuBOV TYB1 TYB2 TYB3 HTF1 HTF2 

Motilidade Total (%) 
74,17 ± 
3,24A 

3,29 ± 1,04C 4,56 ± 1,18BC 4,64 ± 0,98BC 0,56 ± 0,24C 4,78 ± 1,16BC 11,44 ± 2,95B <0,0001 

Motilidade Progressiva (%) 
61,25 ± 
3,92A 

2,00 ± 0.72B 3,31 ± 0,84B 3,06 ± 0,77B 0,22 ± 0,15B 0B 2,67 ± 1,13B <0,0001 

Integridade de membrana  
Plasmática (%) 

66,00 ± 
3,27A 

29,18 ± 3,20D 37,13 ± 2,67CD 40,94 ± 3,30BC 49,11 ± 5,47B 29,67 ± 4,45CD 30,11 ± 5,65CD <0,0001 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016)] 
*Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes, são significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste LSD 
Legenda: BotuBOV=diluidor comercial para sêmen bovino; TYB1=Test-yolk buffer (TYB) com glicerol a 4% adicionado em um passo; TYB2= TYB adicionado em 

dois passos; TYB3=TYB com glicerol a 5% adicionado em um passo; HTF1=Human Tubal Fluid-Human Serum Albumin (HTF-HSA) e descongelação 
em 2ml de Ringer com lactato a 37°C; HTF2=HTF-HSA e descongelação em mesa aquecedora a 37°C. 

 

 

Tabela 3  -  Resultados (média ± erro padrão da média) da análise pós-descongelação do sêmen de bugio-preto (Alouatta caraya), criopreservado com 
diferentes diluidores 

 

Variável 
Diluidor* 

ANOVA 
BotuBOV TYB1 TYB2 TYB3 HTF1 HTF2 

Motilidade Total (%) 3,29 ± 1,04BC 4,56 ± 1,18B 4,64 ± 0,98B 0,56 ± 0,24C 4,78 ± 1,16B 11,44 ± 2,95A 0,0004 

Motilidade Progressiva (%) 2,00 ± 0.72AB 3,31 ± 0,84A 3,06 ± 0,77A 0,22 ± 0,15B 0B 2,67 ± 1,13A 0,0216 

Integridade de membrana 
plasmática (%) 

29,18 ± 3,20C 37,13 ± 2,67BC 40,94 ± 3,30AB 49,11 ± 5,47A 29,67 ± 4,45BC 30,11 ± 5,65BC 0,0052 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes, são significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste LSD 
Legenda: BotuBOV=diluidor comercial para sêmen bovino; TYB1=Test-yolk buffer (TYB) com glicerol a 4% adicionado em um passo; TYB2= TYB adicionado 

em dois passos; TYB3=TYB com glicerol a 5% adicionado em um passo; HTF1=Human Tubal Fluid-Human Serum Albumin (HTF-HSA) e 
descongelação em 2ml de Ringer com lactato a 37°C; HTF2=HTF-HSA e descongelação em mesa aquecedora a 37°C. 
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Os protocolos de congelação lenta foram realizados com um diluidor para 

sêmen bovino (BotuBOV) e um diluidor para sêmen humano (TYB), ambos à base 

de gema de ovo e com glicerol como crioprotetor. No geral, o diluidor para sêmen 

humano teve desempenho superior ao diluidor para sêmen bovino. A adição do 

glicerol em um (TYB1) ou dois passos (TYB2), não influenciou significativamente a 

qualidade pós-descongelação. O protocolo TYB3 teve impacto negativo na 

motilidade, porém foi melhor em relação à integridade de membrana plasmática. É 

possível que a utilização de uma curva de congelação mais rápida, com as palhetas 

a 1 cm do nitrogênio líquido, ao invés de 5 cm, tenha tido um impacto negativo na 

motilidade, assim como a concentração maior de glicerol (5%). 

A melhor proteção da membrana plasmática pode ser atribuída, em parte, à 

maior quantidade de meio de criopreservação (à base de gema de ovo) em relação 

aos demais protocolos (como apontado no item 3.1.3.11.2. Experimento II do 

MATERIAL E MÉTODOS), visto que a gema de ovo atua como protetor de 

membrana contra o choque térmico (DONG; VANDEVOORT, 2009). Isso foi possível 

com a diminuição do volume de Ringer com lactato utilizado para a diluição inicial, o 

que gerou a necessidade de um volume maior de meio de criopreservação para 

atingir a concentração final de espermatozoides desejada. Além disso, a amostra foi 

mantida à temperatura ambiente durante o tempo de processamento do sêmen com 

o objetivo de diminuir o metabolismo espermático e, consequentemente, o gasto de 

energia e a geração de ROS. Como apontado na revisão de literatura, a membrana 

celular é um dos principais alvos do estresse oxidativo (LUZ et al., 2011), de forma 

que ao diminuir a produção de ROS, diminui-se, também, a lesão de membrana 

plasmática causada por essas substâncias. 

Com relação aos protocolos de vitrificação, o protocolo HTF2 foi 

significativamente melhor que o HTF1 em relação à motilidade total e progressiva. É 

possível inferir que a ausência da centrifugação após a descongelação foi benéfica 

para os espermatozoides. Entretanto, ambos os protocolos de vitrificação não 

tiveram bom desempenho com relação à integridade de membrana plasmática. Com 

base nos fundamentos de criobiologia (WOODS et al., 2011), é possível que o 

volume de amostra utilizado para vitrificação (100 μl) tenha sido muito grande, ou o 

Straw Packaging System (SPS) tenha dificultado a transferência de calor, o que 

tornaria a congelação mais lenta, permitindo a formação de cristais de gelo que 
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causariam lesão nos espermatozoides. Se isso for verdade, a utilização de um 

volume menor ou a congelação de gotas direto no nitrogênio líquido, conforme 

descrito pelos mesmos autores (ISACHENKO et al., 2011), poderia trazer melhores 

resultados. 

Com base nos resultados discutidos anteriormente, optou-se por utilizar o 

protocolo TYB2 modificado, visto que o mesmo apresentou motilidade progressiva e 

integridade de membrana plasmática entre as melhores dentro dos protocolos 

testados. As modificações implementadas foram apresentadas no item 3.1.3.11.2. 

Experimento II do MATERIAL E MÉTODOS. 

 

 

3.3.3 Experimento II – Avaliação dos efeitos da adição de DHA e de Trolox™ 

ao sêmen 

 

 

Para o Experimento II foram realizadas 12 colheitas no total, sendo todas 

viáveis para congelação. A Tabela 4 apresenta os resultados da comparação entre 

sêmen fresco e criopreservado com diferentes diluidores. Quando comparado ao 

sêmen fresco, o sêmen criopreservado apresentou perda significativa da motilidade 

total e progressiva e aumento significativo da suscetibilidade ao estresse oxidativo 

(p<0,05), independente do diluidor utilizado. A presença de DHA (diluidores DHA e 

DHAT) causou maior instabilidade da membrana plasmática (p<0,05), enquanto os 

diluidores Controle ou Trolox foram capazes de manter a porcentagem de 

espermatozoides com membrana plasmática íntegra em relação ao sêmen fresco. A 

combinação de DHA e Trolox (diluidor DHAT) causou diminuição significativa na 

porcentagem de espermatozoides com acrossoma íntegro (p<0,05) em relação ao 

diluidor Controle, enquanto DHA ou Trolox isolados não diferiram do Controle ou do 

sêmen fresco. Não houve diferença significativa (p>0,05) na atividade citoquímica 

mitocondrial ou no IFD do sêmen criopreservado em relação ao sêmen fresco, 

independente do diluidor utilizado.  
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Tabela 4  -  Resultados (média ± erro padrão da média) obtidos para sêmen de Alouatta caraya fresco ou criopreservado com diferentes 
diluidores 

 

Variável Fresco 
Diluidor* 

ANOVA 
Controle Trolox DHA DHAT 

Motilidade Total (%) 72,50 ± 5,09A 13,67 ± 3,31B 14,92 ± 4,33B 15,67 ± 3,82B 17,75 ± 3,35B <0,0001 

Motilidade Progressiva 
(%) 

62,50 ± 5,09A 10,75 ± 2,72B 11,67 ± 3,49B 11,67 ± 2,84B 12,83 ± 2,69B <0,0001 

MPI (%) 60,83 ± 4,72A 51,25 ± 2,80AB 50,83 ± 3,28AB 50,25 ± 2,68B 49,50 ± 3,77B 0,1501 

AI (%) 65,08 ± 3,00AB 70,67 ± 3,52A 65,75 ± 4,61AB 69,16 ± 4,96AB 57,92 ± 4,33B 0,2397 

ACM Classe I (%) 23,42 ± 2,56 25,33 ± 4,43 24,27 ± 3,61 21,92 ± 3,91 25,25 ± 4,50 0,9680 

ACM Classe II (%) 56,92 ± 2,99 52,67 ± 4,26 54,63 ± 3,38 55,58 ± 3,65 55,42 ± 4,07 0,9479 

ACM Classe III (%) 14,00 ± 2,24 14,16 ± 2,40 12,36 ± 1,23 13,83 ± 2,01 12,67 ± 2,27 0,9609 

ACM Classe IV (%) 5,67 ± 1,27 7,83 ± 2,41 8,73 ± 2,58 8,67 ± 1,84 6,75 ± 2,20 0,8136 

TBARS/ 106 sptz 83,27 ± 23,13B 270,80 ± 8,94A 260,53 ± 11,20A 297,74 ± 15,01A 313,46 ± 44,54A <0,0001 

IFD (%) 4,02 ± 1,47 5,81 ± 1,43 6,02 ± 1,26 6,65 ± 1,62 5,98 ± 1,36 0,7690 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem entre si de acordo com o teste LSD (p<0,05) 
Legenda: DHA= ácido docosahexaenoico; DHAT= ácido docosahexaenoico + Trolox; MPI= membrana plasmática íntegra; AI= acrossoma 

íntegro; ACM= atividade citoquímica mitocondrial; TBARS= Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IF= índice de fragmentação 
de DNA 
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A Tabela 5 apresenta os resultados da comparação do desempenho pós-

descongelação dos diferentes diluidores. Com exceção da integridade de 

acrossoma, não houve diferença no desempenho pós-descongelação dos diferentes 

diluidores, quando comparados entre si. O diluidor Controle apresentou integridade 

de acrossoma significativamente maior do que o diluidor DHAT. Os diluidores Trolox 

e DHA tiveram desempenho semelhante, tanto ao Controle, como ao DHAT. 

As concentrações efetivas de DHA utilizadas em outros trabalhos variaram 

muito. Um estudo obteve melhores resultados com 1 ng/ml para sêmen ovino 

(TOWHIDI et al., 2013), enquanto outros dois estudos obtiveram resultados 

melhores com 10 ng/ml para sêmen bovino (NASIRI; TOWHIDI; ZEINOALDINI, 

2012) e caprino (ANSARI et al., 2012). Um quarto estudo utilizou 0,35 mg/ml de 

diluidor para sêmen suíno (CHANAPIWAT; KAEOKET; TUMMARUK, 2012), uma 

concentração muitas vezes maior que a dos demais trabalhos citados. Optou-se por 

utilizar a concentração intermediária de 10 ng/ml, visto que foi utilizada com sucesso 

em dois trabalhos diferentes. Entretanto, a concentração de DHA utilizada no 

presente trabalho teve efeito negativo na integridade de membrana plasmática. É 

possível que a utilização de uma concentração menor, por exemplo, 1 ng/ml tivesse 

melhores resultados. 

Por outro lado, como sugerido por Nichi (2009), independente da 

concentração utilizada, a incorporação do DHA à membrana espermática poderia 

tornar o espermatozoide ainda mais suscetível ao ataque das ROS, o que deveria 

ser combatido por um antioxidante, no caso o Trolox™. No entanto, os resultados 

indicam que a concentração de Trolox™ utilizada, tanto isolada, como em 

combinação com DHA, não trouxe melhora significativa na resistência ao estresse 

oxidativo. Mais uma vez, as concentrações de Trolox™ utilizadas em outros trabalhos 

variaram muito, desde 40 μM (MINAEI et al., 2012) para sêmen humano até 120 

μM/ml para sêmen equino (SILVA et al., 2009). Optou-se por usar a dose de 40 μM 

por ter sido bem-sucedida para sêmen humano, espécie mais próxima do bugio, em 

comparação com as espécies domésticas. É possível que doses maiores possam 

trazer melhoras significativas ou, ainda, que sejam necessários outros antioxidantes 

que não a vitamina E. 
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Tabela 5 - Resultados (média ± erro padrão da média) obtidos para sêmen de Alouatta caraya criopreservado com diferentes diluidores 

 

Variável 
Diluidor* 

ANOVA 
Controle Trolox DHA DHAT 

Motilidade Total (%) 13.67 ± 3.31 14.92 ± 4.33 15.67 ± 3.82 17.75 ± 3.35 0.8880 

Motilidade Progressiva (%) 10.75 ± 2.72 11.67 ± 3.49 11.67 ± 2.84 12.83 ± 2.69 0.9687 

MPI (%) 51.25 ± 2.80 50.83 ± 3.28 50.25 ± 2.68 49.50 ± 3.77 0.9816 

AI (%) 70.67 ± 3.52A 65.75 ± 4.61AB 69.16 ± 4.96AB 57.92 ± 4.33B 0.1844 

ACM Classe I (%) 25.33 ± 4.43 24.27 ± 3.61 21.92 ± 3.91 25.25 ± 4.50 0.9291 

ACM Classe II (%) 52.67 ± 4.26 54.63 ± 3.38 55.58 ± 3.65 55.42 ± 4.07 0.9469 

ACM Classe III (%) 14.16 ± 2.40 12.36 ± 1.23 13.83 ± 2.01 12.67 ± 2.27 0.9098 

ACM Classe IV (%) 7.83 ± 2.41 8.73 ± 2.58 8.67 ± 1.84 6.75 ± 2.20 0.9179 

TBARS/106 sptz 270.80 ± 8.94 260.53 ± 11.20 297.74 ± 15.01 313.46 ± 44.54 0.3734 

IFD (%) 5.81 ± 1.43 6.02 ± 1.26 6.65 ± 1.62 5.98 ± 1.36 0.9769 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem entre si de acordo com o teste LSD (p<0,05) 
Legenda: DHA= ácido docosahexaenoico; DHAT= ácido docosahexaenoico + Trolox; MPI= membrana plasmática íntegra; AI= acrossoma íntegro; ACM= 

atividade citoquímica mitocondrial; TBARS= Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IF= índice de fragmentação de DNA 

 

 

 



93 
 

 
 

Quando comparado com os diluidores à base de gema de ovo do trabalho 

anterior com sêmen de bugio (CARVALHO, 2012), o presente trabalho trouxe 

resultados semelhantes com relação à motilidade total (13,67-17.75 vs 17,68-19,08), 

motilidade progressiva (10,75-12,83 vs 9,23-9,76), integridade de acrossoma (57,92-

70,67 vs 63,19-63,71) e TBARS (260,53-313,46 vs 272,66-342,50). Entretanto, 

houve melhora com relação à integridade de membrana plasmática (49,50-51,25 vs 

24,32-26,76) e ao índice de fragmentação de DNA (5,81-6,65 vs 19,12-21,89). 

Provavelmente, essas melhoras são decorrentes da mudança na quantidade de 

diluidor à base de gema de ovo, como já discutido anteriormente. 

Conforme observado em estudo anterior, houve queda brusca da motilidade 

total e progressiva e aumento significativo da suscetibilidade ao estresse oxidativo, 

com relação ao sêmen fresco. Entretanto, os diluidores Controle e Trolox foram 

capazes de manter a integridade de membrana plasmática e de acrossoma, a 

atividade citoquímica mitocondrial e o índice de fragmentação de DNA. Portanto, em 

estudos futuros recomenda-se (1) utilização de diluidor à base de gema de ovo com 

glicerol a 4%; (2) Utilização de congelação lenta; (3) Avaliação de outros 

antioxidantes para tentar combater o estresse oxidativo. 

 

 

3.4 CONCLUSÕES 

 

 

 O diluidor à base de gema de ovo para sêmen humano (TYB) foi melhor que o 

diluidor à base de gema de ovo para sêmen bovino (BotuBOV), com relação à 

motilidade total e progressiva e com relação à integridade de membrana 

plasmática. 

 A congelação lenta com o diluidor TYB foi melhor que a vitrificação com 

relação à motilidade progressiva e integridade de membrana plasmática. 

 Não houve diferença significativa na adição do glicerol em um ou dois passos. 

 A adição de Trolox ou DHA ao diluidor de criopreservação nas doses 

utilizadas não trouxe nenhuma melhora significativa em relação ao diluidor 

controle em nenhum dos parâmetros avaliados. 
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 A combinação de DHA e Trolox adicionados ao diluidor de criopreservação foi 

deletéria para o acrossoma. 

 Apesar de haver melhoras em relação aos protocolos anteriores 

(CARVALHO, 2012), os protocolos de criopreservação testados no presente 

estudo não atingiram desempenho satisfatório. 

  



95 
 

 
 

4 ESTUDO II – CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN DE MACACO-RHESUS 

(MACACA MULATTA) E AVALIAÇÃO DA QUALIDADE PÓS-

DESCONGELAÇÃO POR MEIO DE FECUNDAÇÃO IN VITRO (FIV) 

 

 

Existe uma crescente necessidade de primatas não-humanos para uso em 

pesquisas biomédicas, que não pode ser sanada pela importação de animais de 

vida-livre ou por cruzamentos seletivos (WOLF et al., 2004). Consequentemente, são 

necessários métodos eficientes para garantir o suprimento tanto de espécies como 

de indivíduos raros e valiosos. O macaco-rhesus é um dos primatas não-humanos 

mais utilizados em pesquisa (WHITNEY, 1995). Apesar dos grandes avanços na 

aplicação de ARTs nessa espécie (BAVISTER et al., 1984; SÁNCHEZ-PARTIDA et 

al., 2000; SI et al., 2000; NUSSER et al., 2001), ainda existem grandes lacunas a 

serem preenchidas. Uma grande limitação ainda é a utilização de espermatozoides 

criopreservados tanto para FIV (WOLF et al., 2004), como para inseminação artificial 

(DONG; CORREA; VANDEVOORT, 2009). Portanto, faz-se necessária a 

continuação dos estudos na área de criopreservação de sêmen dessa espécie. 

A seguir serão descritos (1) os objetivos, (2) o delineamento experimental, (3) 

os animais que serão utilizados e a forma de obtenção das amostras, e (4) como 

serão processadas e analisadas as amostras do Estudo II. 

 

 

4.1 OBJETIVOS 

 

 

A) Objetivo geral: otimizar a criopreservação e o preparo pós-descongelação 

de sêmen de Macaca mulatta. 

B) Objetivos específicos:  

 Avaliar e comparar os efeitos das técnicas de congelação lenta e 

vitrificação na motilidade espermática, integridade de membrana 

plasmática e integridade de acrossoma. 
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 Avaliar diferentes técnicas de preparo dos espermatozoides, incluindo 

lavagem simples, separação por gradiente de densidade, filtragem em lã 

de vidro e direct swim-up. 

 Avaliar e comparar as taxas de FIV obtidas com as melhores técnicas de 

preparo dos espermatozoides. 

 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

A seguir será descrita a metodologia do Estudo II, incluindo o delineamento 

experimental, os animais utilizados e as técnicas de colheita, análise e 

criopreservação de sêmen; colheita e avaliação dos oócitos; e fecundação in vitro. 

 

 

4.2.1 Delineamento experimental 

 

 

O estudo foi dividido em três experimentos, de forma que um dependesse do 

resultado do outro, conforme descrito a seguir. 

 

 

4.2.1.1 Experimento I – Comparação de métodos de criopreservação 

 

 

Nesse experimento comparou-se a técnica de congelação lenta com a técnica 

de vitrificação. Para a técnica de congelação lenta foi utilizado um diluidor à base de 

gema de ovo com glicerol a 3% (DONG et al., 2008b). Já para a técnica de 

vitrificação foi utilizado o diluidor Human Tubal Fluid16 com Human Serum Albumin17 

e sacarose a 0,25 M (HTF-HSA, ISACHENKO et al., 2011). 

                                            
16 Modified HTF Medium and Gentamicin – HEPES, Product Number 90126; Irvine Scientific, Santa 
Ana, California, USA 
17 Product Number 9988; Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA 
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4.2.1.2 Experimento II – Comparação de métodos de preparo pós-descongelação 

dos espermatozoides 

 

 

Nesse experimento, o melhor método obtido no Experimento I foi submetido a 

diferentes protocolos de preparo do sêmen, incluindo (1) lavagem simples, (2) direct 

swim-up, (3) filtragem em lã de vidro e (4) separação por gradiente de densidade. 

 

 

4.2.1.3 Experimento III – Fecundação in vitro (FIV) 

 

 

Para este experimento, os dois melhores métodos obtidos no Experimento II 

foram utilizados para realização de FIV. 

 

 

4.2.2 Animais 

 

 

Foram utilizados quatro machos adultos (Quadro 6) e seis fêmeas adultas de 

macaco-rhesus (Macaca mulatta), mantidos em cativeiro no Oregon National Primate 

Research Center (ONPRC), Beaverton, Oregon – EUA. Todos os procedimentos 

com animais foram aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee do 

ONPRC (Protocolo #0095). 

 

Quadro 7 - Características dos machos de macaco-rhesus (Macaca mulatta) utilizados no Estudo 
II 

 
Instituição Identificação Idade (anos) Peso (Kg) Agrupamento 

ONPRC 28178 5,5 7,6 Sozinho 

ONPRC 28281 5,5 10,6 Sozinho 

ONPRC 26028 8,5 9,6 Sozinho 

ONPRC 24583 11 9,2 Sozinho 

Fonte: Oregon National Primate Research Center (ONPRC), 2015 
Legenda: ONPRC=Oregon National Primate Research Center 
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Quadro 8 - Características das fêmeas de macaco-rhesus (Macaca mulatta) utilizadas no Estudo 

II 
 

Instituição Identificação Idade (anos) Peso (Kg) Agrupamento 

ONPRC 29251 5 6,0 1 Fêmea 

ONPRC 27275 7 5,8 1 Fêmea 

ONPRC 24769 7 9,2 1 Fêmea 

ONPRC 30346 4 6,04 1 Fêmea 

ONPRC 30647 4 6,2 1 Fêmea 

ONPRC 28278 6 7,0 1 Fêmea 

Fonte: (Oregon National Primate Research Center, 2015) 
Legenda: ONPRC=Oregon National Primate Research Center 

 

 

4.2.3 Experimento I – Comparação de métodos de criopreservação 

 

 

O Experimento I consistiu na comparação de dois métodos de congelação: 

congelação lenta e vitrificação. A seguir serão descritos o método de colheita e 

avaliação do sêmen, e os métodos de congelação do sêmen. 

 

 

4.2.3.1 Colheita e avaliação do sêmen 

 

 

As amostras de sêmen foram obtidas por meio de eletroejaculação peniana 

baseada no protocolo descrito por Sarason et al. (1991). Para tanto, o animal, 

previamente treinado para o procedimento, foi inicialmente transferido para uma 

cadeira de contenção. 

A transferência da gaiola para a cadeira foi feita pelo método “bastão e colar” 

(tradução livre do inglês pole-and-colar method; ANDERSON; HOUGHTON, 1983). 

Neste método o animal usa um colar metálico rígido com alças nas laterais onde se 

encaixam os bastões. Os bastões possuem um sistema de gancho na ponta que 

trava e destrava por comando manual. Para realização da técnica são necessários 

dois técnicos treinados, cada um com um bastão. Os técnicos encaixam o gancho 

nas alças laterais do colar e travam o mesmo, para conduzir o animal até a cadeira 

de contenção. Na sequência, o colar é preso na cadeira de contenção e então, 
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soltam-se os ganchos dos bastões. Os membros do animal são contidos por tiras de 

couro. 

O animal já contido na cadeira, foi transportado para a sala de colheita. Já na 

sala de colheita, cortavam-se duas tiras de eletrodos não-metálicos Defib-Pads18 

(Figura 14A), que são compostos por uma malha porosa recoberta por gel 

eletrocondutor e originalmente utilizados para substituir o gel ou creme 

eletrocondutor para desfibrilador. As tiras de Defib-Pads foram colocadas envolta do 

pênis do animal (Figura 14B) e presas com garras jacaré recobertas por borracha 

isolante, de forma que o eletrodo negativo (preto) ficasse próximo à base do pênis e 

o eletrodo positivo (vermelho) ficasse próximo à glande do pênis (Figura 14C). Os 

eletrodos eram conectados a um aparelho gerador de estímulos elétricos19 (Figura 

14D). Além disso, o pênis foi lubrificado com Redux®20 creme (creme altamente 

condutor para eletrodos), para melhorar a transmissão do estímulo elétrico e evitar 

lesões por queimadura.  

Após o preparo do animal, a manipulação do pênis e do recipiente de colheita 

era feita com uma mão (Figura 14E), enquanto o controle dos estímulos elétricos era 

feito com a outra mão. Inicialmente, era aplicado um estímulo de 1 V por 10-15 

segundos. Na sequência, a voltagem era aumentada lentamente até que se 

observasse o ingurgitamento do pênis ou elevação dos testículos. Geralmente a 

ejaculação (Figura 14F) ocorre entre 10-20 V, mas independentemente de haver 

ejaculação ou não, a voltagem máxima não pode exceder 35 V. Cada tentativa deve 

durar entre 90-120 segundos e podem haver no máximo três tentativas, com 

intervalo de 1-3 minutos. 

As colheitas foram realizadas no período de março a maio de 2015, com 

intervalo mínimo de três dias entre as colheitas. Para viabilizar a comparação dos 

diferentes protocolos, somente foram incluídas amostras com motilidade total 

superior a 30% (aqui denominadas amostras viáveis). 

 

 

 

                                            
18 Catalog Number 2345N, 3M Health Care, St. Paul, Minnesota, USA 
19 PT-Electronics, Boring, Oregon, USA 
20 Product # 66-04, Parker Laboratories, Inc., Fairfield, New Jersey, USA 
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Figura 14 - Colheita de sêmen de macaco-rhesus (Macaca mulatta) por 
eletroejaculação peniana 

  

  

  
Fonte: (SIDENER, H., 2016). 
Legenda: A. Tiras de Defib-Pads que atuam como eletrodos. B. Colocação da tira de 

Defib-Pads envolta do pênis do animal. C. Tiras de Defib-Pads presas com 
garras jacaré ligadas ao aparelho gerado de estímulos elétricos. D. 
Posicionamento da mão que segura o pênis e o recipiente de colheita do 
sêmen. E. Aparelho gerador de estímulos elétricos. F. Obtenção do 
ejaculado. 

A B 

C D 

E F 
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As amostras foram colhidas em recipiente plástico21 (Figura 15) e deixadas a 

temperatura ambiente (22ºC) por 30 minutos de forma a permitir a separação da 

fração líquida. Após este período o volume da amostra foi medido com pipeta 

automática enquanto a mesma foi transferida para um tubo do tipo Eppendorf. Em 

seguida, 10 μl da amostra foram adicionados a 190 μl de TALP-Hepes (Apêndice B) 

para posterior avaliação de motilidade e integridade de membrana plasmática e 

acrossoma. Outros 10 μl foram adicionados a 190 μl de água bidestilada para 

posterior avaliação da concentração espermática. A amostra restante foi dividida 

para congelação com os diferentes protocolos, descritos mais adiante. 

A motilidade foi avaliada conforme descrito anteriormente para sêmen de 

Alouatta caraya. A integridade de membrana plasmática e acrossoma (Figura 16) 

foram avaliadas por meio de coloração com eosina-fast green (AALSETH; SAACKE, 

1986). Para tanto, 3 μl de sêmen foram colocados sobre uma lâmina aquecida a 

37°C e 3 μl de corante foram adicionados ao sêmen e homogeneizados. Em seguida 

foi feito um esfregaço.  

 

 

Figura 15 - Ejaculado de macaco-rhesus (Macaca 
mulatta) já coagulado no recipiente de 
colheita 

 
Fonte: (SIDENER, H., 2016). 

 

                                            
21 Frascos para diluição hematológica, Catalog Number 201-5266-05K, Evergreen Scientific, Los 
Angeles, California, USA 
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Figura 16 - Avaliação da integridade de membrana plasmática e de 
acrossoma 

 
Fonte: (CARVALHO, F. M., 2015). 
Legenda: Espermatozoides são classificados em não-corados (A), meio-

corados (B) e corados (C). Espermatozoides com membrana 
plasmática íntegra = espermatozoides não-corados. 
Espermatozoides com acrossoma íntegro = espermatozoides 
não-corados + espermatozoides meio-corados. Espermatozoides 
corados = membrana plasmática e acrossoma lesados. Coloração 
com eosina-fast green. Aumento de 1000X (imersão). 

 

 

Esta coloração permite a avaliação da porcentagem de espermatozoides com 

membrana plasmática íntegra ao mesmo tempo em que se avalia a porcentagem de 

espermatozoides com acrossoma íntegro. No momento da análise, as células foram 

divididas em três classes: não-coradas, meio-coradas e coradas. Posteriormente, foi 

feita a interpretação da leitura para obtenção da porcentagem de células com 

membrana plasmática íntegra e com acrossoma íntegro. Células não-coradas 

possuem tanto membrana plasmática como acrossoma íntegros. Células meio-

coradas possuem membrana plasmática lesada e acrossoma íntegro. Células 

coradas possuem membrana plasmática e acrossoma lesados. Ou seja, o número 

de células com membrana plasmática íntegra corresponde ao número de células 

não-coradas, enquanto o número de células com acrossoma íntegro corresponde à 

somatória do número de células não-coradas com o número de células meio-

coradas. 

 

A 

B 

C 
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4.2.3.2 Protocolos de congelação do sêmen 

 

 

Foram utilizadas de três a cinco amostras viáveis de cada macho (n=4), com 

um total de 16 amostras. Após as análises iniciais as amostras foram divididas em 

duas alíquotas iguais as quais foram diluídas com Test-gema de ovo (TGO) com 

glicerol a 3% (congelação lenta) preparado no California National Primate Research 

Center em Davis, Califórnia – EUA (Apêndice C) ou HTF-HSA com sacarose a 0,25 

M (vitrificação; ISACHENKO et al., 2011).  

 

 

4.2.3.2.1 Congelação lenta 

 

 

O protocolo de congelação lenta utilizado no presente trabalho foi o 

estabelecido como padrão pelos pesquisadores do California National Primate 

Research Center. Esse protocolo foi baseado em protocolo inicialmente 

desenvolvido para sêmen de macaco-cynomolgus (TOLLNER et al., 1990) e 

posteriormente adaptado para sêmen de macaco-rhesus, por meio de diversos 

estudos (LEIBO et al., 2007; DONG et al., 2008b; DONG; CORREA; 

VANDEVOORT, 2009; DONG; HILL; VANDEVOORT, 2009), até chegar ao protocolo 

atual. A seguir será feita uma breve descrição do protocolo utilizado. 

Para a congelação lenta as amostras foram inicialmente diluídas com TGO 

sem glicerol para uma concentração final de 100 x 106 sptz/ml. Em seguida, foi 

adicionado TGO com glicerol a 6% na proporção de 1:1 (sêmen:diluidor) de forma a 

se obter concentração final de 50 x 106 sptz/ml e glicerol a 3%. A amostra foi, então, 

transferida para palhetas de 250 µl, as quais foram vedadas com álcool polivinil e 

colocadas em um saco plástico, o qual foi inserido em um béquer com 600 ml de 

água bidestilada à temperatura ambiente (22ºC). O béquer com as palhetas foi 

mantido em geladeira a 4°C por duas horas. Após a curva de refrigeração, as 

amostras foram colocadas sobre uma placa de isopor de 1 cm de espessura, dentro 

de uma caixa de isopor com 4 cm de nitrogênio líquido. As amostras foram mantidas 
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no vapor de nitrogênio por 10 min. Após este período foram mergulhadas em 

nitrogênio líquido e armazenadas em botijão criogênico até o momento da análise. 

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 s. 

 

 

4.2.3.2.2 Vitrificação 

 

 

Para a vitrificação a amostra foi diluída inicialmente com HTF-HSA sem 

sacarose para uma concentração final de 100 x 106 sptz/ml. Na sequência, foi 

adicionado HTF-HSA com sacarose 0,5 M na proporção de 1:1 (sêmen:diluidor) de 

forma a se obter concentração final de 50 x 106 sptz/ml e sacarose 0,25 M. As 

amostras foram armazenadas em SPS, conforme descrito anteriormente (item 

3.1.3.11.1. Experimento I). Para descongelação, as palhetas com a amostra foram 

retiradas de dentro da palheta de 500 µl com ajuda de uma ponteira e mergulhadas 

em 1 ml de TALP-Hepes a 37°C, fazendo movimentos circulares de forma a acelerar 

a velocidade de descongelação. 

 

 

4.2.4 Experimento II – Comparação de métodos de preparo pós-

descongelação dos espermatozoides 

 

 
O melhor protocolo obtido no Experimento I foi submetido a quatro métodos 

de preparo do sêmen, incluindo (1) lavagem simples, (2) direct swim-up, (3) 

Filtragem em lã de vidro e (4) separação por gradiente de densidade. Para tanto, 

foram selecionadas 20 amostras que representassem os quatro machos e 

incluíssem amostras de várias colheitas diferentes. A partir dessas amostras foram 

feitos cinco pools com quatro amostras, de forma que cada pool contivesse uma 

amostra de cada macho para evitar o efeito-macho. O pool foi inicialmente diluído 

com TALP-Hepes pré-aquecido a 37°C na proporção de 1:1 em tubo Falcon de 15 

ml. Na sequência, o pool foi dividido em quatro alíquotas que foram submetidas aos 

diferentes métodos de preparo. A seguir será descrito cada método, 
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detalhadamente. Avaliaram-se concentração espermática, motilidade e integridade 

de membrana plasmática e de acrossoma antes e depois de submeter os 

espermatozoides aos diferentes métodos de preparo.  

 

 

4.2.4.1 Lavagem simples 

 

 

A técnica de lavagem simples foi feita conforme descrito no manual WHO 

(WHO, 2010). Para tanto, a amostra descongelada foi transferida para um tubo 

Falcon de 15 ml e diluída com 2 ml de TALP-Hepes pré-aquecido a 37°C. Na 

sequência, a amostra foi centrifugada a 300 g por 5 minutos. Após a centrifugação, 

descartou-se o sobrenadante (2 ml), adicionaram-se 2 ml de TALP-Hepes e a 

amostra foi centrifugada novamente. O sobrenadante (2 ml) foi descartado e 

ressuspendeu-se a amostra para um volume final de 1 ml. 

 

 

4.2.4.2 Direct Swim-up 

 

 

A técnica de direct swim-up foi feita conforme descrito no manual WHO 

(WHO, 2010). Para tanto a amostra descongelada foi transferida para um tubo 

Falcon de 15 ml e adicionaram-se, cuidadosamente, 2 ml de TALP-Hepes pré-

aquecido a 37°C sobre a amostra. A solução foi incubada em estufa a 37°C por 30 

minutos, com o tubo inclinado em um ângulo de 45° e a tampa fechada. Após esse 

período o tubo foi cuidadosamente colocado na posição vertical e recuperou-se 0,8 

ml do sobrenadante, o qual foi transferido para outro tubo Falcon de 15 ml. 

Adicionaram-se 1,4 ml de TALP-Hepes e a amostra foi centrifugada a 300 g por 5 

minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se a amostra para um 

volume final de 1 ml. 
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4.2.4.3 Separação por gradiente de densidade 

 

 

A técnica de separação por gradiente de densidade foi adaptada a partir da 

técnica descrita no manual WHO (WHO, 2010). Para tanto, foram preparadas duas 

frações de gradientes com diferentes densidades. A primeira fração foi preparada 

diluindo-se 1600 µl de Percoll®22 em 400 µl de TALP-Hepes (Percoll® a 80%). A 

segunda fração foi preparada diluindo-se 600 µl da solução de Percoll® a 80% em 

600 µl de TALP-Hepes, de forma a se obter meio de gradiente de densidade a 40%. 

Em seguida, 1 ml de solução de Percoll® a 80% foi colocado em um tubo Falcon de 

15 ml e adicionou-se, cuidadosamente, 1 ml de solução de Percoll® a 40%. A 

amostra de sêmen foi ressuspendida com TALP-Hepes para um volume final de 1 ml 

e adicionada, cuidadosamente, sobre a segunda camada de Percoll®. Procedeu-se, 

então, a centrifugação da amostra a 300 g por 20 minutos. Na sequência, removeu-

se o sobrenadante (2 ml) e adicionaram-se 5 ml de TALP-Hepes, homogeneizando a 

amostra gentilmente. Centrifugou-se a amostra a 200 g por 5 minutos, removeu-se o 

sobrenadante (5 ml) e adicionaram-se 5 ml de TALP-Hepes. Centrifugou-se a 

amostra novamente a 200 g por 5 minutos e removeu-se o sobrenadante (5 ml). 

 

 

4.2.4.3.1 Comparação Percoll versus ISolate 

 

 

Após a realização do Experimento II, participou-se de um experimento de 

outro laboratório, em que foi utilizado um meio de gradiente de densidade comercial 

específico para sêmen, para preparo de espermatozoides obtidos a partir de 

epidídimos de animais submetidos a eutanásia. Esse produto apresentou resultados 

promissores e optou-se por testá-lo com o objetivo de substituir o Percoll® no método 

de separação por gradiente de densidade. 

                                            
22 Catalog #P4937, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA. 
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Para tanto, 1 ml de ISolate® Stock Solution23 (meio de gradiente de densidade 

a 90%) foi colocado em um tubo Falcon de 15 ml. Na sequência, adicionou-se, 

cuidadosamente, 1 ml de ISolate® pré-diluído na proporção de 1:1 com TALP-Hepes 

de forma a se obter meio de gradiente de densidade a 45%. A amostra de sêmen foi 

ressuspendida com TALP-Hepes para um volume final de 1 ml e adicionada, 

cuidadosamente, sobre a segunda camada de ISolate®. Procedeu-se, então, a 

centrifugação da amostra a 300 g por 20 minutos. Na sequência, removeu-se o 

sobrenadante (2 ml) e adicionaram-se 5 ml de TALP-Hepes, homogeneizando a 

amostra gentilmente. Centrifugou-se a amostra a 200 g por 5 minutos, removeu-se o 

sobrenadante (5 ml) e adicionaram-se 5 ml de TALP-Hepes. Centrifugou-se a 

amostra novamente a 200 g por 5 minutos e removeu-se o sobrenadante (5 ml). 

Foram comparadas (teste t de student) as porcentagens de espermatozoides 

com motilidade progressiva, os números totais de espermatozoides e os números de 

espermatozoides com motilidade progressiva obtidos com cada método. A 

porcentagem e o número de espermatozoides com motilidade progressiva foram 

significativamente maiores (p<0,05) com o uso do ISolate® quando comparado ao 

Percoll®. Não houve diferença (p>0,05) no número total de espermatozoides obtidos 

com os diferentes meios. Tendo em vista os melhores resultados obtidos com o 

ISolate®, optou-se pela substituição do Percoll® no experimento seguinte. 

 

 

4.2.4.4 Filtragem em lã de vidro 

 

 

O protocolo de filtragem em lã de vidro foi adaptado de um estudo anterior 

(ENGEL et al., 2001). Para realização da técnica, uma seringa de 1 ml foi cortada na 

altura da marca de 0,6 ml e 15 mg de lã de vidro foram inseridos na seringa, de 

forma que ficasse com 6 mm de altura. A lã de vidro foi lavada com 3 ml de TALP-

Hepes para eliminar as impurezas. Em seguida a ponta da seringa foi inserida na 

tampa de um tubo tipo Eppendorf, previamente perfurada com uma broca com 

diâmetro adequado para permitir o encaixe justo da ponta da seringa na tampa do 

                                            
23 90% Density Gradient Medium, Catalog ID 99275, Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA 
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tubo. A amostra foi delicadamente colocada sobre a lã de vidro e, em seguida, 

adicionaram-se 200 μl de TALP-Hepes pré-aquecido a 37°C. A coluna foi incubada a 

37°C por 5 minutos para permitir a filtragem da amostra. Após a filtragem, a amostra 

foi transferida para um tubo Falcon de 15 ml e lavada com 2 ml de TALP-Hepes a 

300 g por 5 minutos. Após a lavagem, descartou-se o sobrenadante (2 ml) e 

ressuspendeu-se a amostra para 1 ml com TALP-Hepes. 

 

 

4.2.5 Experimento III – Fecundação in vitro (FIV) 

 

 

O potencial de fecundação dos espermatozoides descongelados e 

preparados pelos dois melhores métodos de preparo obtidos no Experimento II foi 

comparado por meio de FIV. O sêmen fresco foi utilizado como controle da técnica 

de FIV. 

 

 

4.2.5.1 Colheita, avaliação e preparo dos oócitos 

 

 

Os oócitos foram obtidos por meio de videolaparoscopia após estimulação 

ovariana controlada, seguindo protocolo adaptado a partir de trabalhos anteriores 

(ZELINSKI-WOOTEN et al., 1995; OUHIBI et al., 2001). Cada fêmea (n=6) foi 

submetida a um ciclo de estimulação-colheita, com exceção de uma fêmea que foi 

submetida a dois ciclos, totalizando 7 ciclos de FIV. Para tanto, as fêmeas foram 

monitoradas diariamente para verificar se havia presença de sangue menstrual na 

gaiola e na região perigenital. A estimulação folicular iniciava-se entre os Dias 1 e 4, 

a partir da observação visual de menstruação (Dia 1 do ciclo menstrual). O protocolo 

de estimulação consistiu na aplicação de 30 UI de hormônio folículo-estimulante 

humano recombinante (rhFSH) duas vezes por dia (BID), por via intramuscular (IM), 

por 8-9 dias consecutivos. Amostras de sangue foram colhidas diariamente e quando 

a concentração sérica de estradiol estava >200 pg/ml, aplicou-se Antide – um 
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antagonista de hormônio liberador de gonadotropinas (GnRH) – na dose de 0,5 

mg/kg por via subcutânea (SC). Além disso, aplicou-se 30 UI de hormônio 

luteinizante humano recombinante (rhLH) BID/IM nos Dias 7-9 e 1000 UI de 

gonadotropina coriônica humana (hCG) IM no Dia 10. 

Para a colheita de complexos cumulus-oócito (COCs, do inglês cumulus-

oocyte complexes) por videolaparoscopia, as fêmeas foram sedadas com quetamina 

(7 mg/kg, IM), intubadas e anestesiadas com isofluorano (1-3% em oxigênio) entre 

27 e 29 h após a aplicação de hCG. Os COCs foram aspirados em tubos Falcon de 

50 ml com TALP-Hepes a 37ºC. Após a colheita, os tubos foram colocados em uma 

incubadora portátil24 e transportados para o laboratório. Ao chegar ao laboratório, 

adicionou-se hialuronidase25 (10 mg/ml de TALP-Hepes) e após 30 s agitou-se 

delicadamente o conteúdo do tubo com pipeta sorológica para desagregar as células 

do cumulus e da granulosa antes de filtrar a amostra. Com a filtragem, os oócitos 

ficavam retidos no filtro26, enquanto o sangue e as células do cumulus e da 

granulosa atravessavam o filtro. O filtro era, então, lavado com TALP-Hepes e o 

meio contendo oócitos era colhido em placas de Petri. As células do cumulus 

restantes foram removidas com auxílio de uma micropipeta27 com ponteira 

STRIPPER®28 e os oócitos foram avaliados para determinação do estágio de 

desenvolvimento e qualidade – vesícula germinativa (VG), Metáfase I (MI) e 

Metáfase II (MII). Após a determinação do estágio de desenvolvimento, os oócitos 

foram transferidos para placas de FIV. 

As placas de FIV foram preparadas na manhã do dia da colheita de oócitos ou 

na tarde do dia anterior. As placas de FIV29 utilizadas continham oito poços 

marginais para cultura dos oócitos/embriões e dois poços centrais para lavagem dos 

oócitos/embriões. Para preparo da placa para a FIV, foram adicionados 100 µl de 

meio TALP complete (Apêndice D) que foram recobertos com cerca de 9 ml de óleo 

mineral30 e mantidos em incubadora a 37ºC com 5% de CO2 por pelo menos 2-3 h 

                                            
24 Ref: 19180/0001, Minitube USA, Inc., Delavan, Wisconsin, USA 
25 Product Number H3506, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA 
26 Falcon® 70µm cell strainer, Product # 352350, Corning Inc., Corning, New York, USA 
27 Gel Sequencing Pipette, Cat. # 3-000-203, Drummond Scientific Company, Broomall, Pennsylvania, 
USA 
28 Cat. #MXL3-125, ORIGIO, a CooperSurgical Company, Målov, Denmark 
29 Universal GPS® Dish, CE 0086, LifeGlobal® Group, LLC - USA 
30 OVOIL™-100, Vitrolife, Englewood, Colorado, USA 
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antes da FIV. Foi separada uma placa para os oócitos MI e uma placa para os 

oócitos MII. Apesar de apenas os oócitos MII serem passíveis de fecundação, existe 

uma chance de que os oócitos MI se tornem MII em tempo de serem fecundados 

pelos espermatozoides que ainda estiverem viáveis. Por este motivo, é feita a 

inseminação de ambos os estágios. Foram colocados de 3-5 oócitos em cada poço, 

dependendo do número de oócitos obtidos. Os poços foram marcados para indicar 

qual o tratamento dos espermatozoides. Os oócitos foram incubados nas mesmas 

condições por 5-7 h (BAVISTER et al., 1984) antes da inseminação. 

 

 

4.2.5.2 Fecundação in vitro (FIV) 

 

 

Para comparação dos métodos de preparo foi feito um pool de sêmen 

descongelado dos diferentes machos, que foi dividido em duas alíquotas. Cada 

alíquota foi preparada por um dos dois melhores métodos de preparo e utilizada 

para a FIV. Uma amostra de sêmen fresco foi utilizada como controle para a técnica 

de FIV. 

 

 

4.2.5.2.1 Processamento do sêmen fresco para FIV 

 

 

O sêmen fresco foi processado conforme descrito anteriormente (WOLF et al., 

1989), com algumas modificações. Para tanto, logo após a colheita, o sêmen foi 

mantido em temperatura ambiente (22ºC) por 30 minutos para permitir a separação 

da fração líquida. A fração líquida foi transferida para um tubo Falcon de 15 ml e 

lavada com 12 ml de TALP-Hepes a 400 g por 5 minutos. Após a segunda lavagem, 

descartou-se o sobrenadante, deixando 1 ml de espermatozoides diluídos. Na 

sequência avaliou-se a concentração e a motilidade. Uma fração contendo 40 x 106 

espermatozoides móveis foi transferida para um novo tubo e ressuspendida com 

TALP complete para um volume final de 2 ml (concentração final de 20 x 106 
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sptz/ml). Os espermatozoides diluídos foram incubados nas mesmas condições dos 

oócitos por 4-6 h. Momentos antes da FIV, os espermatozoides foram ativados com 

uma solução de dibutiril adenosina monofosfato cíclico (dbcAMP) 1mM e cafeína 1 

mM em solução salina (Apêndice E; BOATMAN; BAVISTER, 1984) na proporção de 

1:9 (100 µl de sêmen:900 µl de solução ativadora). A solução ativadora também foi 

adicionada aos poços da placa de FIV (10 µl/poço) para garantir que todos os 

espermatozoides fossem ativados. 

Após a ativação, 1 µl de espermatozoides ativados foram adicionados a cada 

poço da placa de FIV e as placas foram recolocadas na incubadora. Após 12-16 h 

de incubação, os oócitos foram examinados a procura dos pronúcleos (Figura 17), o 

que indicava que foram fecundados. Além disso, examinaram-se os oócitos MI para 

verificar quais se tornaram MII nesse período. Os oócitos que não sofreram 

maturação foram descartados e não entraram nos cálculos de taxa de fecundação. A 

cultura de embriões foi feita como descrito anteriormente (WOLF et al., 2004), 

apenas modificando-se o meio de cultura. Para tanto, os oócitos fecundados foram 

transferidos para poços contendo 100 µl de Global® embryo culture medium31 pré-

equilibrado e cultivados por 156-180 h (estágio de blastocisto). Nesta fase, as placas 

contendo os embriões foram mantidas em uma câmara vedada dentro da 

incubadora, com uma mistura fixa de gases que consistia em 5% de CO2, 5% de O2 

e 90% de N2. Os embriões foram avaliados a cada 24 h e transferidos para meio de 

cultura fresco a cada 48 h, até que alcançaram o estágio de blastocisto. 

 

 

4.2.5.2.1 Processamento do sêmen criopreservado para FIV 

 

 

As palhetas foram descongeladas a 37ºC por 30 s e diluídas 1:1 com TALP-

Hepes pré-aquecido a 37ºC. Em seguida avaliou-se a motilidade. Apenas as 

amostras com pelo menos 30% de motilidade progressiva foram utilizadas 

(MAHADEVAN; TROUNSON, 1984). Após determinação da motilidade inicial, foi 

feito um pool com as amostras dos diferentes machos e dividiu-se esse pool em 

                                            
31 CE 0086, LifeGlobal® Group, LLC - USA 
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duas alíquotas. Cada alíquota foi submetida a um dos dois métodos de preparo 

diferentes, como descrito anteriormente. Após o preparo das amostras, as mesmas 

foram diluídas em TALP complete (BAVISTER; YANAGIMACHI, 1977) de forma a se 

obter concentração final de 20 x 106 sptz/ml. Os espermatozoides foram, então, 

ativados como descrito para o sêmen fresco e procedeu-se com a FIV, conforme 

descrito para o sêmen fresco. 

 

 

Figura 17 - Oócito fecundado 

 

Fonte: (RAMSEY, C., 2015) 
Legenda: Note a presença dos dois 

pronúcleos (setas superiores) e dos 
dois corpúsculos polares (setas 
inferiores) 

 

 

4.2.6 Análise estatística  

 

 

Os dados foram analisados pelo programa SAS System for Windows (SAS 

Institute Inc. – Cary, NC - EUA, 2000), por meio de análise de variância (ANOVA) e 

teste de comparação de médias LSD (least significant difference). O nível de 

significância utilizado para rejeitar H0 (hipótese de nulidade) foi de 5%, isto é, para 

um nível de significância menor que 0,05, considerou-se que houve diferenças 
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significativas entre as variáveis classificatórias para uma determinada variável 

resposta. 

 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Inicialmente serão apresentados dados relativos à análise descritiva do 

sêmen fresco. Na sequência serão apresentados e discutidos os dados de cada 

experimento, separadamente. 

 

 

4.3.1 Análise descritiva do sêmen fresco de macaco-rhesus (Macaca 

mulatta) 

 

 

Os resultados da análise do sêmen fresco estão descritos na Tabela 6. Como 

observado em bugios, houve grande variação intra e interindivíduo. Os valores de 

volume variaram de 15 a 1450 µl, com média de 273,28 ± 80,2 µl, valores dentro 

daqueles relatados por VandeVoort (2004), que variaram de 20 a 1200 µl com média 

um pouco superior (273,28 µl vs 387 µl). Já os valores de concentração espermática 

variaram de 249 x 106 a 7688 x 106 sptz/ml, com média de 2686,2 x 106 ± 474,59 x 

106 sptz/ml, valores muito superiores aos relatados anteriormente, que variaram de 6 

x 106 a 1260 x106 sptz/ml, com média de 136 x 106 sptz/ml (VANDEVOORT, 2004) 

ou médias de 370 x 106 a 4040 x106 sptz/ml (YANG et al., 2011a). 

Os valores de motilidade total variaram de 1 a 90% com média de 64,24 ± 

4,96%, enquanto os valores de motilidade progressiva variaram de 0 a 90%, com 

média de 51,4 ± 5,53%. A motilidade total foi inferior à de outros trabalhos que 

variaram de 72,9 ± 6,5% (SI et al., 2006) a 90,1% (MARTORANA; KLOOSTER; 

MEYERS, 2014). A motilidade progressiva também foi inferior a relatada em outros 

trabalhos que variaram de 61,4% (MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014) a 

87,1 ± 0,1% (SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 2000). 



114 
 

 
 

Com relação à integridade de membrana plasmática, os valores variaram de 

27 a 80%, com média de 58,28 ± 3,13%, semelhante à média de 60,8% 

(MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014) e inferior à média de 77,4 ± 5,3% (SI 

et al., 2006). Já a integridade de acrossoma variou de 72 a 100%, com média de 

86,0 ± 1,55%, muito próxima de trabalhos anteriores, tais como 92,7 ± 1,0% 

(SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 2000), 89,7 ± 1,9% (SI et al., 2006) e 91,0 ± 0,6% 

(YANG et al., 2011a). 

Se levarmos em consideração as médias obtidas para cada macho, pode-se 

observar que os machos 28178 e 28281, apresentaram volume, motilidades total e 

progressiva e integridade de membrana plasmática inferiores aos machos 24583 e 

26028. Esses machos (28178 e 28281) eram bem mais novos (5,5 anos) que os 

outros dois (24583 – 11 anos e 26028 – 8,5 anos). Apesar de ambos serem 

considerados sexualmente maduros, já que a maturidade sexual ocorre por volta de 

3-4 anos de idade (FORTMAN; HEWETT; BENNET, 2002) e que ambos estão 

produzindo ejaculado com espermatozoides (LUETJENS; WEINBAUER, 2012), é 

possível que ainda não tenham atingido o tamanho e capacidades de um adulto, 

visto que ainda são relativamente jovens. Sabe-se que a maturidade sexual é 

atingida antes da maturidade morfológica e que podem se passar alguns anos até 

que ambas sejam atingidas (TURNQUIST; HONG, 1995). Isso poderia justificar as 

médias mais baixas obtidas nesse trabalho em relação aos demais. 
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Tabela 6 - Resultados (média ± EPM) da análise do sêmen fresco de macaco-rhesus (Macaca mulatta) colhido por eletroejaculação peniana, com 
intervalo mínimo de três dias entre as colheitas 

 

Macho 

Variável 

Volume (µl) 
Concentração (x106 

sptz/ml) 
Motilidade  
Total (%) 

Motilidade 
Progressiva (%) 

IMP (%) IA (%) 

24583 317,00 ± 97,98) 583,00 ± 163,85 87,50 ± 2,50 77,50 ± 2,50 38,75 ± 4,71 78,75 ± 3,40 

26028 1111,25 ± 117,27 465,38 ± 114,18 91,25 ± 1,25 86,25 ± 2,39 64,75 ± 7,11 93,25 ± 2,87 

28178 76,75 ± 20,22 5467,51 ± 646,80 58,75 ± 3,50 40,00 ± 5,35 65,25 ± 2,96 85,25 ± 1,67 

28281 56,11 ± 9,54 2135,72 ± 357,43 46,78 ± 9,06 34,44 ± 8,68 57,89 ± 5,81 86,67 ± 2,93 

Média  
Geral 

273,28 ± 80,20 2686,20 ± 474,59 64,24 ± 4,96 51,40 ± 5,53 58,28 ± 3,13 86,00 ± 1,55 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: EPM=Erro Padrão da Média; IMP=Integridade de Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 
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4.3.2 Experimento I – Comparação de métodos de criopreservação 

 

 

Ao todo foram colhidas 24 amostras de sêmen de macaco-rhesus, das quais 

16 (67%) foram consideradas viáveis para congelação. Conforme descrito 

anteriormente, as amostras foram divididas em duas alíquotas iguais e congeladas 

por congelação lenta ou vitrificação. Os resultados da comparação entre o sêmen 

fresco e criopreservado pelos métodos de congelação lenta ou vitrificação 

encontram-se na Tabela 7. A Tabela 7 também apresenta as taxas de recuperação 

obtidas com os diferentes métodos de criopreservação. O sêmen criopreservado 

teve redução significativa de todos os parâmetros avaliados, quando comparado ao 

sêmen fresco, independente do método de congelação. As taxas de recuperação 

obtidas por meio de congelação lenta variaram de 36 a 56%, dependendo da 

variável avaliada. Já as taxas de recuperação obtidas por meio de vitrificação 

variaram de 1 a 12%, dependendo da variável avaliada.  

Os resultados da comparação entre os dois métodos de congelação estão 

descritos na Tabela 8. O método de congelação lenta foi significativamente melhor 

que o método de vitrificação em todos os parâmetros avaliados. Além disso, os 

resultados deixam claro que o método de vitrificação utilizado no presente estudo 

não foi eficiente para preservar a qualidade espermática pós-descongelação. 

Conforme discutido no Estudo I, considerando-se os fundamentos de 

criobiologia (WOODS et al., 2011), é possível que o volume de amostra utilizado 

para vitrificação (100 μl) tenha sido muito grande, ou o Straw Packaging System 

(SPS) tenha dificultado a transferência de calor, o que tornaria a congelação mais 

lenta, permitindo a formação de cristais de gelo que causariam lesão nos 

espermatozoides. Se isso for verdade, a utilização de um volume pequeno ou a 

congelação de gotas direto no nitrogênio líquido, conforme descrito pelos mesmos 

autores que descreveram esse método (ISACHENKO et al., 2011), poderia trazer 

melhores resultados. 
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Tabela 7 - Comparação da qualidade do sêmen fresco versus criopreservado por congelação lenta ou vitrificação e taxa de recuperação de espermatozoides 
de acordo com o método de criopreservação 

 

Método 

Variável   

Motilidade Total 
(%) 

Recup. 
Motilidade 
Total (%) 

Motilidade 
Progressiva 

(%) 

Recup. 
Motilidade 

Progressiva 
(%) 

IMP (%) 
Recup. 
IMP (%) 

IA (%) 
Recup. 
IA (%) 

Fresco 76,56 ± 4,15A - 65,31 ± 5,31A - 58,44 ± 4,16A - 87,13 ± 2,06A - 

Congelação lenta 42,50 ± 4,61B 56,00 26,00 ± 4,70B 40,00 21,13 ± 2,91B 36,00 42,75 ± 3,81B 49,00 

Vitrificação 1,19 ± 0,29C 2,00 0,44 ± 0,13C 1,00 2,25 ± 0,68C 4,00 10,69 ± 1,77C 12,00 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: Recup.=Recuperação; IMP=Integridade de Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 
Médias na mesma coluna, seguidas por letras diferentes indicam diferenças significativa de acordo com o teste LSD 

 

 

Tabela 8 - Desempenho pós-descongelação de espermatozoides congelados por congelação lenta versus vitrificação 

 

Método 
Variável 

Motilidade Total (%) Motilidade Progressiva (%) IMP (%) IA (%) 

Congelação lenta  42,50 ± 4,61 26,00 ± 4,70 21,13 ± 2,91 42,75 ± 3,81 

Vitrificação 1,19 ± 0,29 0,44 ± 0,13 2,25 ± 0,68 10,69 ± 1,77 

P (Teste t de Student) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: IMP=Integridade de Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 
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Para discussão da técnica de congelação lenta, devido à grande quantidade 

de estudos com criopreservação de sêmen de macaco-rhesus, os valores serão 

comparados apenas com os trabalhos mais recentes (a partir de 2010). A motilidade 

total pós-descongelação variou de 10 a 70% com média de 42,5 ± 4,61%, próxima à 

média de 45,0 ± 2,5% (YANG et al., 2011a), ligeiramente inferior à média de 55,8% 

(MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014) e bem inferior à média de 63,7 ± 2,8 

(SI et al., 2010). Já a motilidade progressiva variou de 1 a 60%, com média de 26,0 ± 

4,70%, valor semelhante à média de 29,6% (MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 

2014). A integridade de membrana plasmática variou de 9 a 48%, com média de 

21,13 ± 2,91%, valor inferior à média de 50% obtida em trabalho anterior 

(MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014). A integridade de acrossoma variou 

de 23 a 75%, com média de 42,75 ± 3,81%, valor inferior às médias de 85,4 ± 3,6 (SI 

et al., 2010) e 71,1 ± 0,8% (YANG et al., 2011a). 

O estudo de Si et al. (2010) utilizou uma técnica conhecida como congelação 

direcional, que consiste na aplicação de diversos gradientes de transferência de 

calor, de forma que haja controle preciso da propagação do gelo, evitando os danos 

causados por formação de cristais, ao contrário do que ocorre na congelação 

convencional. Além disso, utilizou-se glicerol a 5%, enquanto o diluidor do presente 

estudo continha glicerol a 3%. A associação desses dois fatores poderia justificar os 

resultados melhores obtidos em relação ao presente estudo. 

O estudo de Yang et al. (2011a), utilizou protocolo de congelação lenta com 

glicerol a 5% e curvas de refrigeração e congelação diferentes das curvas utilizadas 

no presente estudo. Além disso, esses autores compararam o efeito do plasma 

seminal na qualidade pós-descongelação do sêmen e constataram que não houve 

diferença significativa na integridade de membrana plasmática. Entretanto, a 

presença do plasma seminal trouxe melhora significativa na integridade de 

acrossoma. No presente trabalho não houve remoção do plasma seminal, portanto 

essa não foi a causa da diferença na integridade de acrossoma entre os dois 

estudos. É possível que a concentração maior de glicerol tenha sido benéfica para a 

preservação da integridade de acrossoma, apesar de a motilidade total ter sido muito 

próxima daquela obtida no presente estudo. 
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O estudo mais recente (MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014), 

comparou o efeito de diferentes taxas de resfriamento acima (suprazero) e abaixo 

(subzero) de zero na qualidade seminal pós-descongelação. Concluíram que as 

taxas de resfriamento suprazero são mais importantes na determinação da 

qualidade pós-descongelação quando comparadas às subzero. Além disso, 

determinaram que taxas menores de resfriamento suprazero geram melhores 

resultados pós-descongelação por causarem menor lesão de membrana e 

peroxidação lipídica por choque térmico. No referido trabalho, ao contrário do que 

ocorreu nos demais relatos, incluindo o presente estudo, não houve fase de 

equilíbrio em geladeira. O que variou foi a altura do “barco” de isopor, o que 

proporcionou curvas suprazero que variaram de 0,5 a 93ºC/min. No presente estudo 

a curva de resfriamento de 22 a 4ºC foi de aproximadamente 0,5ºC/ min, semelhante 

à curva lenta do referido estudo (MARTORANA; KLOOSTER; MEYERS, 2014). Isso 

justifica os resultados próximos. 

Como sugerido por Si et al. (2010), as taxas de sobrevivência pós-

descongelação podem variar por diferenças na resposta individual de cada macho, 

fato já demonstrado anteriormente (LEIBO et al., 2007), além de variações na curva 

de congelação por diversos fatores. Como discutido na análise descritiva do sêmen 

fresco, os machos mais jovens possuíam sêmen de qualidade relativamente baixa, o 

que pode ter afetado a congelabilidade do sêmen desses machos, afetando também 

a qualidade pós-descongelação. Possivelmente, isso pode ser a causa das médias 

mais baixas com relação a outros estudos. 

 

 

4.3.3 Experimento II – Comparação de métodos de preparo pós-

descongelação dos espermatozoides 

 

 

Como descrito no Materiais e Métodos (item 4.2.4), para esse experimento, foi 

feito um pool de amostras dos quatro machos de forma a evitar o efeito-macho. Esse 

pool foi avaliado imediatamente após a descongelação e após passar pelos 

diferentes métodos de preparo. A análise descritiva dessa avaliação está 
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apresentada na Tabela 9. Entretanto, durante as análises, foi possível constatar que, 

em alguns casos, apesar das porcentagens de espermatozoides móveis serem altas, 

o número total de espermatozoides era muito baixo. Isso foi bem evidente no caso 

da técnica de filtragem em lã de vidro (FLV). Por este motivo, para a comparação 

dos métodos, foi feito o cálculo do número de espermatozoides com cada 

característica, multiplicando-se o número total de espermatozoides pela 

porcentagem observada para cada característica, de forma a fazer uma comparação 

fidedigna (Tabela 10). Adicionalmente, foi calculada a taxa de recuperação (%) de 

espermatozoides com cada característica, dividindo-se o número de 

espermatozoides pós-tratamento, pelo número de espermatozoides da amostra 

inicial (pool) (Tabela 11). 

O número total de espermatozoides obtidos por lavagem simples (LS) foi 

significativamente maior (p<0,05) do que o obtido por FLV, mas não diferiu (p>0,05) 

dos métodos de separação por gradiente de densidade (SGD) e swim-up (SU). 

Esses dois últimos (SGD e SU) também não diferiram (p>0,05) de FLV. Não houve 

diferença entre os métodos (p>0,05) com relação à motilidade total e progressiva ou 

com relação à integridade de acrossoma. Já a integridade de membrana plasmática 

foi significativamente maior (p<0,05) para LS, quando comparado à FLV, porém não 

diferiu (p>0,05) de SGD e SU. Esses últimos também não diferiram (p>0,05) de FLV. 

A taxa de recuperação de espermatozoides (porcentagem do número total) foi 

significativamente maior (p<0,05) para LS, quando comparado aos demais métodos. 

Os métodos SGD e SU tiveram taxa de recuperação de espermatozoides 

significativamente maior (p<0,05) que FLV. Não houve diferença significativa 

(p>0,05) na taxa de recuperação das motilidades total e progressiva entre os 

métodos. A taxa de recuperação de espermatozoides com membrana plasmática 

íntegra (MPI) foi significativamente maior (p<0,05) para LS, quando comparada aos 

demais métodos. Não houve diferença nas taxas de recuperação de 

espermatozoides com MPI entre FLV, SGD e SU. A taxa de espermatozoides com 

acrossoma íntegro (AI) para LS foi significativamente maior (p<0,05) que FLV e SU, 

mas não diferiu de SGD. A taxa de recuperação de espermatozoides com AI para 

SGD também não diferiu de FLV e SU. 
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Tabela 9 - Porcentagem de espermatozoides (média ± erro padrão da média) com cada característica observados na amostra inicial (pool) e após passar 
pelos diferentes métodos de preparo 

 

Método 
Variável 

Motilidade Total (%) Motilidade Progressiva (%) IMP (%) IA (%) 

Pool 35,00 ± 10,95 23,40 ± 11,16 21,60 ± 3,44 40,00 ± 4,88 

FLV 62,00 ± 8,60 24,20 ± 12,40 58,20 ± 3,97 75,20 ± 3,40 

SGD 16,20 ± 5,87 9,00 ± 2,92 20,20 ± 3,60 36,80 ± 7,17 

SU 21,20 ± 8,00 6,00 ± 2,45 27,80 ± 10,97 29,40 ± 3,26 

LS 30,00 ± 10,49 10,20 ± 5,39 27,00 ± 1,38 38,60 ± 3,89 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
Legenda: FLV=Filtragem em lã de vidro; SGD=Separação por gradiente de centrifugação; SU=Swim-up; LS=Lavagem simples; IMP=Integridade de 

Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 

 

 

Tabela 10 - Número de espermatozoides (média ± erro padrão da média) obtidos por meio dos diferentes métodos de preparo dos espermatozoides, a partir 
do pool inicial de amostras descongeladas 

 

Método 

Variável (x1000)* 

Total Sptz Sptz Móveis 
Sptz com Motilidade 

Progressiva 
Sptz com IMP Sptz com IA 

FLV 425,60 ± 43,99B 251,56 ± 18,70A 87,02 ± 38,31A 248,75 ± 32,29B 314,41 ± 19,35A 

SGD 1337,60 ± 307,17AB 271,85 ± 111,51A 145,92 ± 52,91A 305,98 ± 95,57AB 545,22 ± 159,86A 

SU 1406,00 ± 200,72AB 304,68 ± 115,53A 101,84 ± 42,37A 340,78 ± 110,49AB 414,81 ± 72,80A 

LS 2196,40 ± 412,68A 515,28 ± 148,50A 138,55 ± 52,29A 606,71 ± 120,87A 830,53 ± 145,94)A 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma coluna, seguidas por letras diferentes são significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste LSD 
Legenda: FLV=Filtragem em lã de vidro; SGD=Separação por gradiente de centrifugação; SU=Swim-up; LS=Lavagem simples; Sptz=espermatozoides; 

IMP=Integridade de Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 
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Tabela 11 - Porcentagem de espermatozoides recuperados (média ± erro padrão da média) por meio dos diferentes métodos de preparo dos 
espermatozoides, a partir do pool inicial de amostras descongeladas 

 

Método 
Variável* 

Recup. Sptz (%) Recup. Sptz Móveis (%) 
Recup. Sptz Motilidade 

Progressiva (%) 
Recup. Sptz com IMP 

(%) 
Recup. Sptz com IA 

(%) 

FLV 5,38 ± 1,01C 21,49 ± 11,86A 5,88 ± 1,69A 14,76 ± 2,90B 10,14 ± 1,77B 

SGD 16,29 ± 4,47B 12,28 ± 7,61A 11,32 ± 7,74A 16,65 ± 5,32B 15,99 ± 4,90AB 

SU 16,27 ± 1,57B 15,74 ± 8,58A 4,05 ± 2,62A 18,56 ± 4,63B 12,65 ± 2,28B 

LS 28,30 ± 6,37A 31,37 ± 13,52A 17,14 ± 8,88A 35,72 ± 8,45A 27,87 ± 7,04A 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma coluna, seguidas por letras diferentes são significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste LSD 
Legenda: FLV=Filtragem em lã de vidro; SGD=Separação por gradiente de centrifugação; SU=Swim-up; LS=Lavagem simples; Sptz=espermatozoides; 

Recup.=Recuperação; IMP=Integridade de Membrana Plasmática; IA=Integridade de Acrossoma 
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Se fosse considerada apenas a avaliação das porcentagens iniciais (Tabela 

9), como foi feito em trabalhos anteriores (ENGEL et al., 2001; LEE et al., 2009; KIM; 

YU; KIM, 2010; ARZONDO et al., 2012) haveria a falsa impressão de que a FLV 

seria o método mais eficiente. Entretanto, observando as outras análises, fica claro 

que a lã de vidro retém não só espermatozoides defeituosos ou mortos, como 

também espermatozoides saudáveis. 

Essas análises permitem inferir que, dentre os métodos avaliados, o mais 

eficiente foi a LS e o menos eficiente foi a FLV. Os métodos de SGD e SU não 

diferiram entre si, apesar da taxa de recuperação de espermatozoides com AI ter 

sido um pouco melhor para SGD. Com base nesses resultados, optou-se por utilizar 

os métodos de LS e SGD para preparar os espermatozoides descongelados para 

FIV (Experimento III). 

 

 

4.3.4 Experimento III – Fecundação in vitro (FIV) 

 

 

Conforme apresentado no Material e Métodos, para este experimento, foram 

utilizados sêmen fresco (controle) e sêmen criopreservado preparado pelos dois 

melhores métodos selecionados no Experimento II. Os métodos selecionados foram 

separação por gradiente de densidade (ISolate®) e lavagem simples. 

Geralmente os dados de FIV são apresentados juntando-se os dados dos 

oócitos MI e MII, já que apenas oócitos MII podem ser fecundados. Entretanto, a 

análise estatística (Tabela 12) revelou que houve interação método*estágio para a 

taxa de blastocisto, o que implica na necessidade de avaliação separada das taxas 

de fecundação dos oócitos MI e MII. Além disso, a análise também revelou que 

houve influência do estágio no número de oócitos que clivaram, e no número de 

embriões que atingiram os estágios de oito células, mórula, mórula compacta e 

blastocisto. 
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Tabela 12 -  Avaliação do efeito do método (sêmen fresco, gradiente de densidade ou lavagem 
simples) e do estágio de maturação do oócito do momento da inseminação, nas 
variáveis relacionadas a fecundação in vitro (FIV) 

 

Variável Fonte ANOVA 

Clivagem Método 0,0082 

Estágio do oócito 0,0206 

Método*estágio 0,9057 

Taxa de fecundação Método 0,0034 

Estágio do oócito 0,9347 

Método*estágio 0,6363 

Embrião de 8 células Método 0,0029 

Estágio do oócito 0,0472 

Método*estágio 0,8682 

Mórula Método 0,0015 

Estágio do oócito 0,0080 

Método*estágio 0,4782 

Mórula compacta Método 0,0025 

Estágio do oócito 0,0074 

Método*estágio 0,2145 

Blastocisto Método 0,0015 

Estágio do oócito 0,0076 

Método*estágio 0,0740 

Taxa de blastocisto Método 0,0026 

Estágio do oócito 0,0017 

Método*estágio 0,0385 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 

 

 

A Tabela 13 apresenta os dados relativos a avaliação da qualidade seminal 

por meio de FIV (Figura 17). Avaliou-se o desempenho de amostras de sêmen 

criopreservado preparado por separação por gradiente de densidade (SGD) ou por 

lavagem simples (LS), o qual foi comparado ao desempenho de amostras de sêmen 

fresco (controle). Os parâmetros avaliados foram o número inicial de oócitos, o 

número de oócitos que clivaram e o número de blastocistos. A partir desses 

parâmetros calcularam-se a taxa de fecundação e a taxa de blastocisto. 

 

  



 
 

 
 

1
2

5
 

 

Tabela 13 - Resultados da avaliação da qualidade seminal do sêmen criopreservado por meio da fecundação in vitro (FIV). O sêmen criopreservado foi 
preparado por separação por gradiente de densidade ou por lavagem simples. O sêmen fresco foi utilizado como controle 

 
Estágio de 

maturação no 
momento da 
inseminação 

Variável 
Sêmen Fresco* 

Sêmen criopreservado* 

ANOVA  Gradiente de densidade Lavagem Simples 

Total Média ± EPM Total Média ± EPM Total Média ± EPM 

MI 

No. de oócitos 24 4,0 ± 1,67A 43 6,14 ± 4,07A 21 3,0 ± 0,93A 0,6929 

Oócitos que clivaram 13 2,17 ± 0,87A 6 0,86 ± 0,46AB 1 0,14 ± 0,14B 0,0528 

No. de blastocistos 3 0,5 ± 0,34A 2 0,29 ± 0,18A 0 0A 0,2697 

Taxa de fecundação 13/24 (54%) 43,5 ± 16,36A 6/43 (14%) 25,14 ± 14,24AB 1/21 (5%) 2,0 ± 2,0B 0,0845 

Taxa de blastocisto 3/13 (23%) 10,83 ± 7,12A 2/6 (33%) 11,86 ± 7,88A 0/1 (0%) 0 (0%)A 0,3193 

MII 

No. de oócitos 77 11,0 ± 4,59A 86 12,29 ± 4,31A 84 12,0 ± 4,55A 0,9776 

Oócitos que clivaram 27 3,86 ± 1,12A 14 2,0 ± 0,62AB 9 1,29 ± 0,61B 0,0992 

No. de blastocistos 14 2,0 ± 0,53A 5 0,71 ± 0,29B 1 0,14 ± 0,14B 0,0056 

Taxa de fecundação 27/77 (35%) 41,43 ± 3,6A 14/86 (16%) 18,43 ± 6,88B 9/84 (11%) 12,71 ± 7,68B 0,0113 

Taxa de blastocisto 14/27 (52%) 64,71 ± 13,59A 5/14 (36%) 30,86 ± 13,81AB 1/9 (11%) 4,71 ± 4,71B 0,0062 

Fonte: (CARVALHO, F. M., 2016) 
*Médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes são significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste LSD 
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Figura 18 - Exemplo de desenvolvimento embrionário do primeiro ensaio de fecundação in vitro (FIV). 
Os oócitos foram inseminados utilizando sêmen fresco (controle) ou criopreservado 
preparado por lavagem simples (LS) ou separação por gradiente de densidade (SGD) 

Dia Controle 

Separação por 

Gradiente de 

Densidade  

Lavagem Simples 

2 

(Embrião de 2-4 

células) 

   

5 

(Mórula) 

   

8 

(Blastocisto) 

  

Desenvolvimento 

interrompido 

9 

(Blastocisto 

expandido) 

  

 

Fonte: (RAMSEY, C., 2015) 

 

 

Para os oócitos que se encontravam no estágio MI no momento da FIV e se 

transformaram em MII até a primeira avaliação pós-inseminação, o sêmen fresco 

apresentou taxa de fecundação significativamente maior que o LS. O SGD não 

diferiu do sêmen fresco ou do LS. Não houve diferença na taxa de blastocisto dos 

diferentes tratamentos. 

Para os oócitos MII, a taxa de fecundação do sêmen fresco foi 

significativamente maior que do sêmen criopreservado independente do tratamento. 
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A taxa de blastocisto do sêmen fresco foi significativamente maior que do LS. O 

SGD não diferiu do sêmen fresco ou do LS. 

Os estudos de FIV com sêmen fresco relatam taxas de fecundação que 

variam de 50% (WOLF et al., 1989) a 88% (SCHRAMM; BAVISTER, 1996) e 89% 

(ZELINSKI-WOOTEN et al., 1995) e taxas de blastocisto de 48 a 61% (SCHRAMM; 

BAVISTER, 1996). As taxas de fecundação obtidas com sêmen fresco no presente 

trabalho foram 43,5 ± 16,36% (MI) e 41,43 ± 3,6% (MII), taxas muito semelhantes 

entre si, porém inferiores às obtidas em trabalhos anteriores, apesar da metodologia 

semelhante. Não foi possível estabelecer uma causa para estas taxas inferiores, 

visto que os animais utilizados neste estudo, já foram utilizados em outros estudos 

no mesmo laboratório, com os mesmos protocolos, porém com taxas bem superiores 

(CATHY RAMSEY, comunicação pessoal)32. Já as taxas de blastocisto foram 10,83 

± 7,12% (MI) e 64,71 ± 13,59% (MII). As taxas obtidas com os MII foram muito 

próximas às taxas obtidas em trabalho anterior, o que não ocorreu com os MI. O 

mesmo foi observado para o sêmen criopreservado. 

Segundo revisão de Canipari (2000), as células do cumulus têm importante 

papel, tanto na maturação nuclear, como na maturação citoplasmática de oócitos, 

independente de serem derivados de folículos antrais ou pré-ovulatórios. Como parte 

do protocolo estabelecido para colheita e processamento dos COCs de macacos-

rhesus, após a lavagem, filtragem e separação dos oócitos, faz-se a desnudação 

dos mesmos.  

Dessa forma, os oócitos que ainda se encontram no estágio de vesícula 

germinativa ou MI, terminam a maturação na ausência dessas células. Como 

discutido em trabalhos anteriores (LAZENDORF et al., 1990; SCHRAMM; 

PAPROCKI; VANDEVOORT, 2003), é possível que esses oócitos não tenham 

competência para o desenvolvimento, devido à maturação incompleta ou 

inadequada do citoplasma, o que levaria a interrupção do desenvolvimento no 

momento em que deveria ocorrer a ativação do genoma embrionário (EGA, do inglês 

embryonic genome activation) que, nessa espécie, ocorre no estágio de seis a oito 

células (SCHRAMM; BAVISTER, 1999). Isso poderia explicar a taxa de blastocisto 

                                            
32 Mencionado pela técnica de laboratório Cathy Ramsey, responsável pelo serviço de Tecnologia de 
Reprodução Assistida do ART Core do Oregon National Primate Research Center, Beaverton, OR, 
EUA, 2015. 
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muito maior para os oócitos MII, quando comparados aos MI, tanto para o sêmen 

fresco, como para o sêmen criopreservado.  

Existe apenas um trabalho que avaliou o sêmen criopreservado de macaco-

rhesus por meio de FIV (SI et al., 2000). Nesse trabalho, os autores compararam 

dois protocolos para criopreservação do sêmen e utilizaram aquele com os melhores 

resultados para realização de FIV. O protocolo selecionado (TTE), diferiu do utilizado 

no presente trabalho (TEST-gema de ovo), por incluir, além da glicose, os açúcares 

lactose e rafinose; por utilizar concentração final de glicerol de 5%, ao invés de 3%; 

e por utilizar curva de equilíbrio de 30 minutos ao invés de 2 h. Com isso, a média de 

motilidade pós-descongelação foi de 56,0 ± 5,0%, ligeiramente superior à obtida no 

presente trabalho. Além disso, a longevidade dos espermatozoides criopreservados 

com esse protocolo foi excelente, com perda insignificante da motilidade durante 6 h 

pós-descongelação e manutenção da motilidade acima de 30% por mais de 12 h. As 

amostras foram descongeladas da mesma forma que no presente trabalho e 

preparadas por lavagem simples em TALP-Hepes. Isso permitiu uma taxa de 

fecundação de 82,0 ± 13,0%, muito superior às obtidas no presente trabalho – 25,14 

± 14,24% (MI) e 18,43 ± 6,88% (MII), e uma taxa de blastocistos de 39,0 ± 21,0%, 

próxima da obtida no presente trabalho para MII (30,86 ± 13,81%) e superior à 

obtida para MI (11,86 ± 7,88%), considerando apenas os melhores resultados 

(SGD). 

O referido estudo (Si et al., 2000) foi realizado utilizando oócitos imaturos 

(VG), maturados in vitro. Apesar de terem obtido alta taxa de fecundação, a taxa de 

blastocisto foi relativamente baixa, o que corrobora o que foi sugerido anteriormente, 

ou seja, oócitos maturados in vitro têm menor competência de desenvolvimento, 

quando comparados aos oócitos maturados in vivo, fato que ocorre também em 

bovinos (BLANCO et al., 2011). 

Apesar das taxas de blastocistos serem inferiores para oócitos maturados in 

vitro, todo o processo para obtenção de COCs e realização da FIV é caro, o que 

gera a necessidade de aproveitamento máximo dos recursos disponíveis. Além 

disso, há casos de aproveitamento de material de animais que vieram a óbito ou que 

foram submetidos à eutanásia. Por esses motivos, é mais do que justificado o uso de 

oócitos maturados in vitro, mesmo que com menores taxas de blastocisto. São 
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necessários mais estudos para tentar obter oócitos de melhor qualidade e com maior 

competência de desenvolvimento. 

 

 

4.4 CONCLUSÕES 

 

 

 A técnica de congelação lenta estabelecida como padrão foi mais adequada 

para criopreservação de sêmen de Macaca mulatta, com relação a todos os 

parâmetros avaliados. 

 A técnica de vitrificação utilizada não foi adequada para sêmen desta espécie. 

 As técnicas de lavagem simples e separação por gradiente de densidade 

foram as mais adequadas para preparo do sêmen pós-descongelação. 

 A técnica de separação por gradiente de densidade foi mais adequada para 

preparo do sêmen criopreservado para realização de FIV, quando comparada 

à técnica de lavagem simples. 

 Não foi possível otimizar a criopreservação de sêmen desta espécie, porém 

foi possível estabelecer um método de preparo pós-descongelação que 

possibilitou a fecundação e desenvolvimento do embrião até o estágio de 

blastocisto. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Como de costume, esse trabalho gerou mais dúvidas do que respostas, mas 

deixou claro que apesar de ambas as espécies fazerem parte da Ordem Primates, 

há grandes diferenças nas características seminais das mesmas. O sêmen do bugio 

não coagula e, apesar de ter tamanho semelhante ao do macaco-rhesus, o volume 

de sêmen e a concentração espermática tendem a ser menores. Por que essa 

diferença se ambas as espécies possuem um sistema de acasalamento do tipo 

poligínico-poliândrico? Protocolos de criopreservação semelhantes, aplicados ao 

sêmen das duas espécies, geraram resultados muito diferentes. O sêmen do bugio 

demonstrou-se muito mais sensível ao processo de congelação-descongelação 

quando comparado ao sêmen do macaco-rhesus. Será que os fatores presentes no 

coágulo seminal do macaco-rhesus conferem alguma proteção que melhora a 

congelabilidade do sêmen? Nada se sabe ainda com relação à ativação de 

espermatozoides de bugio. Será semelhante à do macaco-rhesus? Se isso é dessa 

forma para os machos, como será para as fêmeas? Como mencionado 

anteriormente, acredita-se que as fêmeas de Alouatta caraya possuem um ciclo 

ovariano do tipo menstrual (duração de cerca de 20 dias), assim como as fêmeas de 

macaco-rhesus (duração de cerca de 26-30 dias). Será possível adaptar os 

protocolos de estimulação ovariana controlada para as fêmeas de bugio? E com 

relação à FIV, será possível adaptar os protocolos para bugios? 

O presente trabalho deu a oportunidade de contato com dois lados da ciência: 

o lado da conservação e o lado da pesquisa biomédica. De um lado há uma 

quantidade de informações mínima ou até ausente, enquanto do outro há uma 

infinidade de informações disponíveis. De um lado a disponibilidade de indivíduos e 

de financiamento é pequena, o que traz grande dificuldade para realização de 

estudos científicos. Do outro lado, há relativamente grande disponibilidade de 

indivíduos e de financiamento, mas, por outro lado, não há tanto interesse em 

pesquisa básica. Nessa situação, coloca-se “o carro à frente dos bois”, ou seja, 

apesar de ainda haver muito o que se estudar, existe maior preocupação em se 

realizar trabalhos pioneiros, de alta tecnologia e os estudos básicos vão ficando para 
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trás. Portanto, de certa forma, apesar dos grandes avanços e da grande quantidade 

de trabalhos disponíveis na literatura, ainda há certa carência de informações na 

área básica. Nesse sentido, os dois lados deixam de ser opostos e passam a ser 

similares. A única certeza que esse trabalho permite ter, é a de que ainda há muito o 

que se estudar. 
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APÊNDICE A - Composição das soluções utilizadas para o SCSA adaptado 
 

Solução Tampão TNE (pH 7,4) 

Reagente Fabricante Catálogo Quantidade 

Tris-HCl Fluka 93363 0,01 M 

NaCl Sigma S-5886 0,15 M 

EDTA Sigma E-5134 1 mM 

Água destilada 
(q.s.p.) - - 500 ml 

 

Solução detergente ácida (pH 1,2) 

Reagente Fabricante Catálogo Quantidade 

HCl Merck K24537117 0,08 M 

NaCl Sigma S-5886 0,15 M 

Triton x-100 Sigma X-100 0,1% (v/v) 

Água destilada (q.s.p.) - - 500 ml 

 

Solução de Laranja de Acridina – estoque 

Reagente Fabricante Catálogo Quantidade 

Laranja de Acridina Sigma A-6014 1 mg/ml 

Água destilada (q.s.p.) - - 10 ml 

 

Solução de Laranja de Acridina – Uso 

Reagente Fabricante Catálogo Quantidade 

Ácido cítrico Sigma 0,12 0,1 M 

Na2HPO4 Sigma S-5136 0,2 M 

EDTA Sigma E-5134 0,001 M 

NaCl Sigma S-5886 0,15 M 

Laranja de Acridina - estoque - - 6 µg/ml 

Água destilada (q.s.p.) - - 120 ml 
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APÊNDICE B - Meio TALP-Hepes 
 

 

Para preparo do meio TALP-Hepes, deve-se adicionar cada ingrediente na 

ordem e quantidade indicada no Quadro 1.  

 

 

Quadro 1 – Ingredientes para preparo do meio TALP-Hepes. Receita utilizada no ART Core do 
Oregon National Primate Research Center, Beaverton, Oregon, EUA. 

Componente Catalog # Quantidade Quantidade 

NaCl (Cloreto de Sódio) S-5886 
(Sigma) 

6,660 g 13,320 g 

KCl (Cloreto de Potássio) P-5405 
(Sigma) 

0,239 g 0,478 g 

CaCl2-2H2O (Cloreto de Cálcio 
Dihidratado) 

C-7902 
(Sigma) 

0,294 g 0,588 g 

MgCl2-6H2O (Cloreto de 
Magnésio Hexahidratado) 

M-0250 
(Sigma) 

0,102 g 0,204 g 

Na2HPO4 (Fosfato de Sódio) S-5136 
(Sigma) 

0,048 g 0,096 g 

Glicose G-6152 
(Sigma) 

0,900 g 1,800 g 

Na Lactate (Ácido lático) L-7900 
(Sigma) 

1,870 ml 3,740 g 

Phenol Red P-3532 
(Sigma) 

0,010 g 0,020 g 

NaHCO3 (Bicarbonato de 
Sódio) 

S-5761 
(Sigma) 

0,168 g 0,336 g 

Sulfato de gentamicina G-1264 
(Sigma) 

0,050 g 0,100 g 

Hepes H-6147 
(Sigma) 

2,603 g 5,206 g 

Na Pyruvate P-4562 
(Sigma) 

0,060 g 0,120 g 

Água Milli Q Q.S.P. - 1 L 2 L 

pH - 7.3-7.5 

Osmolalidade - 275-290 

 

 

Após a homogeneização do meio, deve-se verificar o pH (7,3-7,5) e a 

osmolalidade (285-295). Se necessário ajustar o pH, deve-se utilizar solução de 
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NaOH para aumentar o pH ou solução de HCl para diminuir o pH. Se a osmolalidade 

estiver acima ou abaixo do recomendado, deve-se descartar o meio. Quando o meio 

estiver pronto, deve ser filtrado em filtro Nalgene de 0,2 µm para 1000 ml33 antes de 

ser armazenado. Este meio é estável por um mês em geladeira a 4ºC. 

Antes do uso, deve-se adicionar Albumina Sérica Bovina (BSA, do inglês 

Bovine Serum Albumin) na concentração de 3 mg/ml. Após adição do BSA, a 

solução deve ser filtrada novamente, com filtro Nalgene de 0,2 µm de volume 

variável de acordo com o volume a ser preparado. 

 

 

 

  

                                            
33 Catalog #154-0020, Thermo Fisher Scientific, Inc.- Waltham, Massachusetts, USA 
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APÊNDICE C - TEST-gema de ovo 
 

Protocolo de Dong et al. (2008b) adaptado a partir de Tollner et al. (1990) 

 

 

Para preparo do diluidor, devem-se misturar todos os ingredientes 

vigorosamente, enquanto esquenta-se a solução gradualmente até atingir 60ºC. Na 

sequência, a solução deve ser resfriada até atingir a temperatura ambiente e 

centrifugada a 800 g por 3 h de forma a sedimentar os grânulos de gema de ovo, 

que poderiam interferir com a análise do sêmen. A osmolalidade do diluidor gira em 

torno de 350 mOsm/kg e o pH deve ser ajustado para 7,4. O diluidor pronto deve ser 

aliquotado e armazenado em freezer a -80ºC até o momento do uso. 

Para esse trabalho, o diluidor foi descongelado brevemente e separam-se as 

frações 1 e 2. À fração 2, adicionou-se 6% de glicerol (v/v). As frações foram 

divididas em alíquotas de 1 ml, congeladas novamente e mantidas a -80ºC até o 

momento do uso. No dia da colheita, momentos antes do uso, as alíquotas eram 

descongeladas a 37ºC e mantidas à temperatura ambiente até o momento da 

diluição do sêmen. 

 

 

Quadro 1 – Ingredientes para o preparo do diluidor utilizado no California National Primate Research 
Center para criopreservação de sêmen de macaco-rhesus (Macaca mulatta). Todos os 
componentes utilizados são da Sigma-Aldrich. 

Componente Quantidade 

TES 43,25 g 

Tris 10,265 g 

Glicose 10 g 

Penicilina G 0,015 g 

Sulfato de Estreptomicina 0,025 g 

Gema de ovo (v/v) 20% 

Água Milli Q q.s.p. 1000 ml 
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APÊNDICE D - Meio TALP complete 
 

 

1. Meio TALP 

 

 

Para preparo do meio TALP, deve-se inicialmente preparar as soluções 

estoque, conforme indicado no Quadro 6. Essas soluções são estáveis por 3 meses 

em geladeira a 4ºC, a partir da data do preparo. 

 

 

Quadro 1 – Ingredientes para preparo das soluções estoques utilizadas no preparo do meio TALP. 
Receita utilizada no ART Core do Oregon National Primate Research Center, Beaverton, 
Oregon, EUA. 

Solução Estoque Concentração g/ml de Água Milli Q 

NaCl (Cloreto de sódio) 157 mM 9.2 g/1000 ml 

KCl (Cloreto de potássio) 166 mM 2,48 g/200 ml (12,4 g/1000 ml) 

CaCl2-2H2O (Cloreto de Cálcio 
Dihidratado) 

120 mM 3,52 g/200 ml (17,6 g/1000 ml) 

MgCl2-6H2O (Cloreto de Magnésio 
Hexahidratado) 

120 mM 4,88 g/200 ml (24,4 g/1000 ml) 

Glicose 295 mM 26,55 g/500 ml (53,1 g/1000 ml) 

NaHCO3 (Bicarbonato de Sódio) 167 mM 2,8 g/200 ml (14,0 g/1000 ml) 

 

 

Após o preparo das soluções estoque, deve-se prosseguir com o preparo do 

meio TALP. Para tanto, deve-se adicionar cada ingrediente na ordem e quantidade 

indicada no Quadro 7. Após a homogeneização do meio, deve-se verificar o pH (7,3-

7,5) e a osmolalidade (285-295). Se necessário ajustar o pH, deve-se utilizar solução 

de NaOH para aumentar o pH ou solução de HCl para diminuir o pH. Se a 

osmolalidade estiver acima ou abaixo do recomendado, deve-se descartar o meio. 

Quando o meio estiver pronto, deve ser filtrado em filtro Nalgene de 0,2 µm para 500 

ml34 antes de ser armazenado. Este meio é estável por um mês em geladeira a 4ºC.  

 

 

 

                                            
34 Catalog #151-4020, Thermo Fisher Scientific, Inc.- Waltham, Massachusetts, USA 
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Quadro 2 – Ingredientes para preparo do meio TALP. Receita utilizada no ART Core do Oregon 
National Primate Research Center, Beaverton, Oregon, EUA. 

Componente Catalog # Quantidade 

Solução de NaCl S-5886 
(Sigma) 

250 ml 

Phenol Red P-3532 
(Sigma) 

0,005 g 

Solução de Ácido Lático diluída (1:35 vol/vol)a L-7900 
(Sigma) 

33,5 ml 

Sulfato de Gentamicina G-1264 
(Sigma) 

25 mg 

Solução de KCl P-5405 
(Sigma) 

9,5 ml 

Solução de CaCl2-2H2O C-7902 
(Sigma) 

8,5 ml 

Solução de MgCl2-6H2O M-0250 
(Sigma) 

2,05 ml 

Solução de NaHCO3 S-5761 
(Sigma) 

75 ml 

Solução de NaH2PO4-H2O/ Glicoseb S-9638 
(Sigma) 

8,5 ml 

Solução de NaCl S-5886 
(Sigma) 

Q.S.P. 500 ml 

pH - 7,3-7,5 

Osmolalidade - 285-295 

a1 ml de xarope de ácido lático a 60% para 35 ml de água Milli Q 
bDissolver 140 mg de NaH2PO4-H2O em 50 ml de solução de glicose 

 

 

TALP complete 

 

 

Para preparo do meio TALP complete, separa-se 100 ml da solução estoque 

(TALP) e adicionam-se 0,30 g de BSA e 0,006 g de piruvato de sódio. Quando o 

meio estiver pronto deve ser filtrado em filtro Nalgene de 0,2 µm para 150 ml35 antes 

de ser armazenado. Esse meio é estável por uma semana em geladeira a 4ºC. O 

meio deve ser equilibrado em incubadora a 37ºC por pelo menos 2-3 h antes do uso.  

                                            
35 Catalog #150-0020, Thermo Fisher Scientific, Inc.- Waltham, Massachusetts, USA 
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APÊNDICE E - Solução ativadora para espermatozoides 
 

 

Para preparo da solução ativadora, deve-se colocar 0,002 g de cafeína e 

0.005 g de dbcAMP em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml, seguido da adição de 1 ml 

de solução salina a temperatura ambiente (22ºC). Após o preparo da solução, esta 

deve ser mantida sobre uma placa aquecedora a 37ºC. 




