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RESUMO 

Diluidores de sêmen convencionais – à base de leite ou gema de ovo – apresentam 

problemas por serem produtos biológicos que consistem em uma variedade de substâncias, não 

sendo possível conhecer a sua exata composição, além da sua capacidade contaminante e da 

disseminação de microrganismos patógenos. Diluidores contendo apenas componentes químicos, 

conhecidos em concentração, com efeitos protetores dos espermatozoides seriam, portanto, uma 

vantagem. Com isso, objetivou-se avaliar os efeitos da adição de caseína ao diluidor de 

refrigeração de sêmen caprino e a produção de novo diluidor, tendo como principal agente 

crioprotetor, não-penetrante, a caseína. Para coleta de sêmen foram utilizados três bodes, 

sexualmente maduros, e as colheitas de sêmen foram realizadas pelo método de vagina artificial, 

e uma fêmea como manequim. O sêmen foi diluído (200x106 espermatozoide/mL), de acordo 

com os experimentos. Exp. I - diluidor à base de leite desnatado (LD), adicionado ou não de 

diferentes concentrações de caseína (0.25g/L e 0.5g/L); Exp. II - diluidor à base de leite 

desnatado ou diluidor quimicamente definido (QD) à base de caseína (0.5g/L). Imediatamente 

após a diluição, as amostras foram armazenadas em geladeira (5 °C) e analisadas após 

estabilização (0h) e após 24, 48 e 72 horas de armazenamento, quanto à cinética espermática 

(CASA) e integridade de membrana plasmática e acrossomal (citometria de fluxo). No Exp. I, 

observou-se que a adição de caseína não teve efeito sobre os parâmetros cinéticos, mas, após 

24h, o diluidor suplementado com caseína na concentração de 0.25g/L apresentou maior 

percentual de gametas com integridade de membrana plasmática e acrossomal (p=0.013), quando 

comparado ao diluidor sem adição de caseína. No Exp. II – Os parâmetros cinéticos analisados 

pelo CASA não apresentaram diferença significativa, com exceção da LIN (linearidade), onde, 

no tempo de 72h, o leite teve melhor desempenho do que o QD (p=0.016). Na integridade de 

membrana plasmática e acrossomal observou-se efeito fixo de tratamento (p=0.008), onde o 

diluidor de leite determinou maior percentual de gametas com integridade na membrana 

plasmática e acrossomal do que o QD. Também houve interação tratamento x tempo, no tempo 

48h (p=0.007) e no tempo 72h (p=0.018), com diluidor à base de leite desnatado apresentando 

melhor desempenho. Conclui-se que a adição de caseína a 0.25g/L, como suplementação ao 

diluente à base de leite desnatado, preserva a integridade da membrana plasmática e acrossomal 

de espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas de refrigeração. Além disso, em virtude do 

diluidor quimicamente definido preservar a cinética de espermatozoides caprinos, após 48 horas 

de refrigeração, e a integridade de membrana plasmática e acrossomal, até 24 horas de 

refrigeração, é possível sugerir a realização de mais estudos visando ampliar os benefícios da 

utilização deste diluidor, em substituição ao diluidor convencional à base de leite desnatado para 

refrigeração de sêmen caprino. 

 

Palavras-chave: Criopreservação, crioprotetor, leite desnatado, diluidor, caseína. 



 

 

ABSTRACT 

 

Conventional semen extenders - based on milk or egg yolk - present problems because they are 

biological products that consist of a variety of substances, and it is not possible to know their 

exact composition, in addition to their contaminating capacity and the spread of pathogenic 

microorganisms. Extenders containing only chemical components, known in concentration, with 

protective effects of sperm would therefore be an advantage. Thus, the objective was to evaluate 

the effects of adding casein to the goat semen cooling extender and the production of a new 

extender with casein as the main non-penetrating cryoprotective agent. To collect semen, three 

goats were used, sexually mature, semen collections were performed by the artificial vagina 

method, with the help of a female as a mannequin. The semen was diluted (200x106 sperm / mL) 

according to the experiments. Exp. I – extender based on skim milk (LD), supplemented or not 

with different concentrations of casein (0.25g / L and 0.5g / L); Exp. II – extender based on skim 

milk or chemically defined extender (QD) based on casein (0.5g / L). Immediately after dilution, 

the samples were stored in a refrigerator (5 ° C) and analyzed after stabilization (0h) and after 

24, 48 and 72 hours of storage, for sperm kinetics (CASA) and plasma and acrosomal membrane 

integrity (cytometry flow). In Exp. I, it was observed that the addition of casein had no effect on 

the kinetic parameters, but after 24h the extender supplemented with casein at a concentration of 

0.25g/L showed greater integrity of the plasma and acrosomal membrane (p=0.013), when 

compared to the extender without the addition of casein. In Exp. II, the kinetic parameters 

analyzed by CASA showed no significant difference, except for LIN (linearity), where in 72h the 

skim milk extender performed better than the QD (p=0.016). In the integrity of the plasma and 

acrosomal membrane, a fixed treatment effect was observed (p=0.008), where the skim milk 

extender determined greater integrity in the plasma and acrosomal membrane than the QD. There 

was also an interaction between treatment and time, at time 48h p=0.007 and time 72h p = 0.018, 

with a extender based on skim milk showing better performance. It is concluded that the addition 

of 0.25g/L casein, as a supplement to the skim milk extender, preserves the integrity of the 

plasma and acrosomal membrane of goat sperm, submitted to 24 hours of refrigeration. In 

addition, due to the chemically defined diluter preserving the goat sperm kinetics, after 48 hours 

of refrigeration, and the integrity of the plasma and acrosomal membrane, up to 24 hours of 

refrigeration, it is possible to suggest further studies aimed at expanding the benefits of use of 

this extender, replacing the conventional extender based on skimmed milk for cooling goat 

semen. 

 

 

Keywords: Cryopreservation, cryoprotectant, skim milk, extender, casein. 
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1 INTRODUÇÃO  

Com os avanços na biotecnologia do sêmen, houve a necessidade de preservação 

e transporte de amostras seminais.  A refrigeração é uma alternativa para períodos de 

curto tempo, por ser menos prejudicial aos espermatozoides. Porém, ainda causa 

injúrias e lesões irreversíveis nestes gametas, decorrentes do choque térmico 

(WATSON, 2000; AISEN et al., 2005; CSEH et al., 2012). 

Consequentemente, a busca por melhoria dessa biotécnica se justifica com a 

finalidade de conservar um elevado número de espermatozoides vivos, assim como 

manter a capacidade fertilizante dos mesmos (STORNELLI et al., 2005; VÁSQUEZ et 

al., 2013; ALLAI et al., 2018).  Para minimizar o efeito da criopreservação, utiliza-se 

diluidores de sêmen – os quais possuem componentes que protegem os 

espermatozoides. Comumente são utilizados diluidores de compostos de origem animal, 

como gema de ovo e leite desnatado. Sabe-se que esses produtos biológicos consistem 

em uma variedade de substâncias, não sendo possível conhecer a sua exata composição, 

além da sua capacidade contaminante e a disseminação de microrganismos patógenos 

(GIL et al., 2003; AURICH, 2008; ACHARYA et al., 2020). 

Com isso, motivou-se a busca por um diluidor que trouxesse os mesmos 

benefícios protetores aos espermatozoides, porém tivesse definição da composição 

química para melhor reprodutibilidade e evitar contaminações patógenas. A formulação 

de um diluidor para refrigeração deve conter carboidratos, como fonte de energia; 

tampão para manutenção do pH e da osmolaridade em números apropriados; 

antibióticos, para inibir o crescimento microbiano; e crioprotetores não penetrantes, que, 

além de terem função nutritiva, protegem as células contra o choque frio, à medida que 

são refrigeradas até 5 ºC (HAFEZ e HAFEZ, 2004; MURPHY et al., 2017). 

Em busca de bons crioprotetores, investigou-se a capacidade crioprotetora dos 

diluidores convencionais. Para gema de ovo, entendeu-se que as lipoproteínas de baixa 

densidade atuam como principal crioprotetor (MANJUNATH et al., 2002a e 2002b). 

Quanto ao leite, as micelas de caseína, são consideradas por alguns autores 

(BERGERON et al., 2006; LUSIGNAN et al., 2011) como o composto responsável pelo 

efeito protetor. Isso porque esses dois componentes parecem interagir com uma família 

de proteínas de ligação lipídica (proteínas BSP).  As proteínas BSP presentes no plasma 



16 

 

seminal são prejudiciais à preservação do espermatozoide, uma vez que essas proteínas 

induzem à remoção de colesterol e fosfolipídios da membrana espermática 

(MANJUNATH et al., 2002a e 2002b; BERGERON et al., 2004). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Criopreservação de Curta Duração  

A refrigeração do sêmen ocorre em temperaturas entre 2 a 15 ºC, apesar de, na 

espécie caprina, ser mais comumente utilizada 4 ou 5 ºC (LEBOEUF et al., 2000; 

ACHARYA et al., 2020). O objetivo principal desta técnica é a redução reversível da 

motilidade e da atividade metabólica dos espermatozoides, pela diminuição lenta e 

gradual da temperatura (MAZUR et al., 2008; KOPEIKA, 2015). Segundo Bezerra 

(2010), a cada 10 ºC de diminuição da temperatura, o metabolismo espermático é 

reduzido à metade; por conseguinte, ao atingir a temperatura de 5 ºC, os 

espermatozoides dispõem de, aproximadamente, 10% de seu metabolismo para 

sobreviver (GILLAN et al., 2004; DZIEKONSKA et al., 2009; MANJUNATH, 2012).  

Amostras refrigeradas de sêmen apresentam mais vantagens do que as amostras 

congeladas, para utilização em curto período (2 a 4 dias), uma vez que o processo de 

refrigeração causa menos danos às células espermáticas e permite reduzir a dose 

inseminante (VISHWANATH e SHANNON, 2000; BATISTA et al., 2009; 

SHARIDEH et al., 2019). No entanto, em virtude das variações de temperatura (HOLT, 

2000; MEDEIROS et al., 2002), é preciso que a refrigeração seja realizada de forma 

cuidadosa, visando minimizar a ocorrência de lesões irreversíveis nestes gametas, 

decorrentes do choque térmico (WATSON, 2000; AISEN et al., 2005; CSEH et al., 

2012). 

O estresse inicial, que ocorre quando os espermatozoides são submetidos à 

temperatura de refrigeração (5 °C), se deve à transição de fase da membrana plasmática 

do estado líquido cristalino para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 

2002). Quando efetuado de modo inadequado, o processo de refrigeração do sêmen 

causa choque térmico, que induz a ocorrência de danos espermáticos irreversíveis 

(GRAHAM, 1996). 
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2.2 Particularidades do Sêmen Durante a Criopreservação 

A criopreservação de espermatozoides é um processo complexo que envolve o 

equilíbrio de vários fatores para obter resultados satisfatórios (GILMORE et al., 1996; 

WATSON, 2000; MAEDA et al., 2012). Para garantir um sucesso mínimo, não apenas 

é necessário uso do diluidor adequado, taxa de diluição de espermatozoides e taxa de 

refrigeração, mas também o conhecimento da fisiologia do espermatozoide de cada 

espécie, visando maximizar a recuperação, pós-resfriamento, do espermatozoide e, 

consequentemente, preservar sua capacidade fertilizante (WATSON, 2000; ANZAR et 

al., 2011). 

Os espermatozoides de cada espécie possuem diferente composição de 

membrana, em termos de colesterol, fosfolipídios e vários domínios proteicos, que 

interagem de maneira distinta com o ambiente em que estão suspensos, resultando em 

diferentes temperaturas de fase de transição (WATSON, 2000; ANZAR et al., 2011). 

De fato, existem variações de animal para animal na composição da membrana 

espermática, que dependem da nutrição e dos hormônios no ambiente da 

espermatogênese. Assim, espermatozoides de cada espécie possuem um protocolo ideal 

de criopreservação (ANDRABI, 2009). 

Nos caprinos, a membrana espermática é rica em fosfolipídios (fosfatidilcolina – 

FC, fosfatidiletanolamina – FE e esfingomielina), assim como em ácidos graxos poli-

insaturados (AGPI), sendo mais abundantes o oleico, o linoleico, o araquidônico e o 

docosahexaenoico (DHA), associado a um baixo teor de colesterol (RANA et al., 1991; 

1996; SUN et al., 2019). Chakrabarty et al. (2007), ao estudarem os danos de membrana 

espermática ocorridos durante a criopreservação de espermatozoides obtidos do 

epidídimo de caprinos, constataram diminuição na quantidade de FC, FE e AGPI, em 

especial, o DHA, e relacionaram esses achados à redução da função espermática (SUN 

et al., 2019). 

É essencial que uma amostra de sêmen seja diluída adequadamente, para que 

haja suficiente número de espermatozoides e diluente para proteger as células, para que 

uma alta taxa de fertilidade possa ser alcançada, usando o menor número de 

inseminações e o menor número de espermatozoide por inseminação (MANJUNATH, 

2012). A taxa de diluição do sêmen ovino, mantido sob refrigeração, também é capaz de 
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interferir na qualidade espermática, e, segundo Kasimanickam et al. (2007), a melhor 

concentração para sêmen de pequenos ruminantes é de 200 milhões de 

espermatozoides/mL. 

 

2.3 Danos Causados no Processo de Criopreservação 

O processo de criopreservação expõe as células ao estresse induzido por 

desequilíbrios osmóticos e de baixa temperatura. A exposição de biomoléculas a 

temperaturas decrescentes pode levar a alterações conformacionais irreversíveis. O 

resfriamento altera a estrutura ou conformação das biomoléculas, lipídios, proteínas e 

ácidos nucleicos, os quais podem ser irreversíveis e prejudicar sua função 

(STEPONKUS 1984; DROBNIS et al., 1993; GOUSSET et al., 2002).  

As membranas celulares consistem em uma mistura de diferentes espécies 

lipídicas, cada uma com suas propriedades, além de esteróis e proteínas (CAFFREY e 

HOGAN, 1992). Sua estrutura se organiza em bicamadas de fosfolipídios com grupos 

hidrofílicos e cadeias acila hidrofóbicas. Sob condições fisiológicas, as membranas 

estão em uma fase fluida (cristalina líquida), exibindo um grande distúrbio 

conformacional, no qual são incorporados domínios mais ordenados, conhecidos como 

'jangadas'. Estas estruturas são enriquecidas com colesterol e esfingolipídios (BROWN 

e LONDON, 2000).  

A fluidez da membrana e o empacotamento da bicamada lipídica são 

determinados principalmente pela estrutura das cadeias acila. O comprimento mais 

curto da cadeia reduz a tendência das cadeias acila em interagir entre si, através das 

forças de van der Waal, aumentando a fluidez e os distúrbios conformacionais da 

bicamada (MANTSCH e MCELHANEY, 1991). Além disso, dobras resultantes de 

ligações duplas em lipídios insaturados dificultam o empacotamento das cadeias acila, o 

que aumenta a fluidez geral da membrana (ISRAELACHVILI et al., 1980). Os lipídios 

nas bicamadas sofrem mudanças radicais no estado físico a uma temperatura de 

transição de fase característica (MANTSCH e MCELHANE, 1991). Abaixo da 

temperatura de transição de fase, a bicamada existe no estado de gel, com as cadeias 

acila compactadas, com interações aumentadas de van der Waal (WOLKERS et al., 

2002; OLDENHOF et al., 2015).  
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Sob condições fisiológicas normais, as membranas estão na chamada “fase 

cristalina líquida” e são impermeáveis a solutos, como dissacarídeos, enquanto a água 

pode se difundir livremente através das membranas celulares. O resfriamento resulta em 

menor fluidez da membrana. Isso pode coincidir com o aumento do vazamento de 

solutos intracelulares e alterações conformacionais irreversíveis, prejudicando a função 

celular. Após a remoção da água dos grupos fosfolipídicos, os fosfolipídios ficam 

compactados na chamada fase de gel, com o aumento das interações de van der Waals 

entre os grupos CH das cadeias acila (BROWN e LONDON, 2000). Açúcares que 

possuem grupos OH têm sido implicados na substituição da água, por desidratação das 

membranas. Além disso, abaixo de um determinado conteúdo de água ou temperatura, 

eles podem formar um estado vítreo ou vitrificado de proteção (OLDENHOF et al., 

2013).  

 

2.4 Diluidores 

O objetivo de um diluente de criopreservação é fornecer fontes de energia aos 

espermatozoides, proteger as células contra danos relacionados à temperatura e manter 

um ambiente adequado para os espermatozoides sobreviverem temporariamente. 

Logicamente, cada um dos diferentes componentes que compõem o meio foi 

investigado separadamente e em combinação, para maximizar a viabilidade e a 

fertilidade dos espermatozoides. Em geral, um meio de criopreservação de 

espermatozoides caprinos inclui uso de crioprotetor não penetrante (leite ou gema de 

ovo), tampão (Tris ou Hepes), um ou mais açúcares (glicose, frutose, lactose, rafinose, 

sacarose ou trealose), sais (citrato de sódio, ácido cítrico) e antibióticos (penicilina, 

estreptomicina) (EVANS e MAXWELL, 1987; PURDY, 2006; SILVA et al., 2019). 

Diluente de leite desnatado ou diluente Tris-gema (CHELUCCI et al., 2015; 

SILVA et al., 2019) são mais comumente usados para a criopreservação de 

espermatozoides caprinos. As modificações desses diluentes foram investigadas com 

resultados variados (BLASH et al., 2000; VIDAL et al., 2013; SALMANI et al., 2014). 

Esses estudos tentaram responder às perguntas sempre presentes sobre se há meios 

ideais de criopreservação, se os espermatozoides caprinos têm preferência por algum 

meio específico e qual a concentração ideal dos constituintes.  
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Os espermatozoides caprinos sobrevivem à refrigeração e permanecem férteis 

em meios compostos por uma variedade de constituintes. Muitos açúcares, sais e 

tampões diferentes, por exemplo, podem ser incluídos em concentrações molares 

variáveis no meio de refrigeração, sem prejudicar os espermatozoides. Embora a 

osmolaridade do meio possa variar dentro dos limites, os espermatozoides caprinos 

parecem preferir um meio hiperosmótico para a refrigeração. A conclusão de que essa é 

a tonicidade ideal para esse meio foi determinada pela comparação de combinações de 

tampão Tris e açúcares, em concentrações osmóticas variadas (RITAR e SALAMON, 

1982). Além disso, Bowen et al. (1988) relataram que menos danos ocorreram nos 

espermatozoides de caprinos, quando congelados em diluentes com osmolaridades 

variando entre 425 e 525 mOsm. 

Grandes mudanças no pH do sêmen podem resultar em danos, infertilidade ou 

mortalidade espermática. Portanto, para manter a viabilidade e a capacidade de 

fertilização dos espermatozoides, é essencial manter um ambiente adequado, 

controlando as flutuações de pH nos meios de criopreservação. Uma das funções do 

plasma seminal é proteger os espermatozoides contra as mudanças no pH (MANN, 

1954; ZHAO et al., 2009). Porém, como pode haver interação entre componentes do 

plasma seminal e constituintes do diluidor, realiza-se o processo de criopreservação com 

retirada do plasma seminal por centrifugação. Por esse motivo, substâncias que 

tamponam as alterações de pH são rotineiramente incluídas nos meios de refrigeração, 

visando minimizar as alterações. Em geral, uma solução tampão para diluentes de 

espermatozoides caprinos deve ter uma faixa de pH de 6,0 a 8,0, para ser solúvel em 

água, impermeável à membrana e ter interações mínimas com outros constituintes do 

diluidor (GOOD et al., 1966; GRAHAM et al., 1972). 

Um crioprotetor é incluído em um meio de criopreservação para minimizar as 

tensões físicas e químicas resultantes do resfriamento, congelamento e descongelamento 

das células espermáticas (SQUIRES et al., 1999). Os crioprotetores são classificados 

como penetrantes ou não penetrantes. Um crioprotetor penetrante é permeável à 

membrana e atua intra e extracelularmente. Para refrigeração, comumente é utilizado 

crioprotetores não-penetrantes (SALAMON e MAXWELL, 2000; SILVA & GUERRA, 

2012). 
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2.4.1 Leite 

O leite integral ou desnatado é usado há muitos anos como diluidor de sêmen. O 

sucesso desse diluente foi atribuído à sua fração proteica, que pode atuar como um 

estabilizador contra mudanças no pH (JONES, 1969; WATSON, 1979) e como um 

agente quelante contra qualquer metal pesado presente (JONES 1969); também pode 

proteger parcialmente os espermatozoides durante a diluição (BLACKSHAW, 1953) e a 

redução da temperatura para armazenamento (CHOONG e WALES, 1962). 

A caseína parece ser responsável pela proteção dos espermatozoides, mesmo em 

baixas concentrações de sêmen resfriado (0,6%) e congelado (1,35%), segundo Lagares 

et al. (2012). Outros componentes do leite, como a lactose (presente em 4,8% de leite 

bovino), podem melhorar a eficácia dos diluidores, embora não sejam suficientes para 

proteger os espermatozoides armazenados a apenas 4 °C (CHOONG e WALES, 1962; 

GARCIA e GRAHAM, 1987). Assim, a natureza do efeito positivo do leite na 

longevidade dos espermatozoides ainda não está totalmente elucidada (AURICH, 2005; 

PAGL et al., 2006). 

 

2.5 Diluidor Quimicamente Definido 

Um problema dos diluidores de sêmen à base de leite ou gema de ovo é o fato de 

que esses produtos biológicos podem apresentar variação em sua composição, o que 

dificulta a padronização de protocolos de criopreservação (LAYEK et al., 2016; ALLAI 

et al., 2018). Além disso, apenas uma combinação de componentes pode ser necessária 

para determinar efeitos benéficos na função espermática, enquanto outros componentes 

podem exercer efeitos prejudiciais, como, por exemplo, a interação entre a fosfolipase A 

do sêmen caprino e componentes do diluidor à base de gema de ovo. Diluidores 

contendo apenas componentes com efeitos claramente protetores nos espermatozoides 

seriam, portanto, uma vantagem (ALAMAARY et al., 2019).  

Com crescente ênfase nas questões de biossegurança e no controle de doenças 

para a remessa internacional de sêmen, os diluidores à base de gema de ovo e leite 

desnatado tornaram-se contraindicados, por facilitar a transmissão de doenças. Dentre 

os microrganismos mais susceptíveis estão E. coli, Staphylococcus, Streptococcus, 
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Pseudomonus, Haemophilus, Salmonella, gripe aviária, Campylobacter, Listeria e 

Mycoplasma, os quais podem ser transmitidos por gema de ovo e leite desnatado 

(THIBIER e GUERIN, 2000). Além do risco de transmissão da doença, as partículas 

encontradas na gema de ovo e no leite determinam dificuldades na avaliação e no 

controle de qualidade do sêmen (STRADAIOLI et al., 2007). 

 

2.5.1 Caseína 

 Caseína é o termo coletivo para uma família de fosfoproteínas de ligação de 

cálcio, encontradas no leite de mamíferos (HOLT et al., 2013). Ao contrário da segunda 

fração de proteínas do leite, as proteínas do soro, as caseínas são insolúveis e 

representam 80% do total de proteínas do leite bovino (ARTYM et al., 2013; 

PEREIRA, 2014), o que significa 2,75% do total de componentes do leite. O leite de 

várias raças de vaca contém caseína em distintas proporções (CAROLI et al., 2009). 

Todos os peptídeos de caseína são anfifílicos, ou seja, possuem características 

hidrofílicas e hidrofóbicas, mas diferem no conteúdo de aminoácidos, fósforo e 

carboidratos (ELZOGHBY et al., 2011; ABD EL-SALAM et al., 2012).  

Somente a κ-caseína, contendo duas cisteínas, pode formar ligações dissulfeto 

(FARRELL et al., 2006; LIVNEY et al., 2010). Estruturas secundárias, tais como 

hélices α e folhas β, não são frequentes, tornando as caseínas flexíveis, desdobradas ou 

peptídeos de formato aleatório, capazes de criar ligações intermoleculares, interações 

eletrostáticas, pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas (AUDIC et al., 2003; 

HOLT et al., 2013).  

As caseínas exibem atividade semelhante às small heat-shock proteins (pequenas 

proteínas de choque térmico), ou seja, uma molécula de caseína age como 

acompanhante molecular em relação à outra molécula de caseína ou outra proteína (por 

exemplo, proteína de soro de leite), estabilizando a proteína a qual está acompanhando e 

impedindo sua agregação desfavorável (HOLT et al., 2013). Portanto, sob condições 

adequadas, os peptídeos de caseína estão presentes na forma de um aglomerado estável 

amorfo, conhecido como micela de caseína (FOX e BRODKORB, 2008; BOUCHOUX 

et al., 2010; 2015; TREJO et al., 2011).  
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As caseínas têm capacidade para ligar sequências ricas em fósforo e cálcio e 

prolina e glutamina, responsáveis por sua afinidade intermolecular (HOLT et al., 2013; 

PEREIRA, 2014). Uma micela de caseína típica contém milhares de moléculas de 

caseína, formando 94% da micela. A maioria deles forma complexos 

termodinamicamente estáveis com fosfato de cálcio, responsável por 6% da micela 

(ELZOGHBY et al., 2011; HOLT et al., 2013).  

Na estrutura de uma micela de caseína, os peptídeos αS1, αS2 e β se acumulam 

principalmente na parte interna, enquanto a κ-caseína forma a camada "peluda" externa, 

que estabiliza a micela estericamente, como se pode observar na Figura 1 (ELZOGHBY 

et al., 2011). Essa estabilização é possível porque a κ-caseína possui uma parte 

hidrofílica glicosilada, que se projeta para o ambiente aquoso, conhecida como 

glicomacropeptídeo (JOLLÈS, 1979; GEBHARDT et al., 2011). Curiosamente, essa 

camada "peluda" está desigualmente distribuída e cobre apenas parcialmente a 

superfície micelar (DALGLEISH, 1998). 

 

Figura 1. Esquematização das micelas de caseína proposta originalmente por De Kruif 

e Holt, 2013. 

 

Como o leite desnatado (isento de lipídios) é tão eficiente quanto o leite integral, 

na proteção de espermatozoides durante o armazenamento do sêmen a 4 °C ou durante a 

congelação (ALMQUIST et al., 1954; FOOTE et al., 2002), os lipídios não parecem ser 

os constituintes responsáveis pela proteção oferecida pelo leite. Os constituintes mais 

protetores do leite seriam, provavelmente, as micelas de caseína (as principais proteínas 



25 

 

do leite). De fato, foi demonstrado que as micelas de caseína isoladas do leite podem 

proteger espermatozoides de garanhões, cabras, carneiros e touros durante o 

armazenamento a 4-5 °C (CHOONG & WALES, 1962; MARTIN, 1966; O'SHEA & 

WALES, 1966; BATELLIER et al., 1997; LEBOEUF et al., 2003). Além disso, as 

micelas de caseína podem proteger os espermatozoides de touro durante o 

congelamento na presença de glicerol (CHOONG & WALES, 1963). 

Bergeron et al. (2004) sugeriram que os mecanismos de proteção de 

espermatozoides bovinos pelos diluidores de gema de ovo e leite desnatado parecem 

compartilhar uma característica comum: o sequestro das proteínas BSP por compostos 

protetores. No caso do leite, seria uma interação proteína-proteína, que leva à proteção 

dos espermatozoides. Propõe-se que a interação entre as proteínas BSP e a caseína seja 

suficientemente forte para permitir o sequestro de proteínas BSP do plasma seminal, 

impedindo sua ligação à membrana espermática. No entanto, os compostos protetores 

ainda permitiriam que algumas proteínas BSP se ligassem à membrana espermática e 

mantivessem a fertilidade do esperma (MANJUNATH et al., 2002; BERGERON et al., 

2004). 

Curiosamente, o leite desnatado é usado como diluidor para espermatozoides de 

diversas espécies de mamíferos, como ovinos (SALAMON & MAXWELL, 2000), 

caprinos (LEBOEUF et al., 2000), equinos (AURICH et al., 1996) e bubalinos 

(SANSONE et al., 2000). Como os homólogos da BSP foram identificados no sêmen de 

todas essas espécies (GARCIA & GRAHAM, 1987), pode-se postular que o mecanismo 

de proteção dos espermatozoides pelo leite possa ser semelhante para todos os 

mamíferos.  

 

2.6 Análises do Sêmen  

Uma análise convencional do sêmen tenta descobrir a qualidade de cada 

amostra. Para isso, é necessário avaliar as características microscópicas: concentração 

dos espermatozoides no líquido seminal, sua motilidade, morfologia, vitalidade e 

integridade de membrana. Tudo com o objetivo de descobrir se o material analisado é 

fértil e se o animal pode ser usado como reprodutor (MADRIGAL-VALVERDE et al., 

2020).  
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Tradicionalmente, um técnico de laboratório bem treinado faz a análise, 

começando pela visualização macroscópica da amostra: cor, odor, pH, liquefação 

completa. A seguir, a análise microscópica deve ser feita a partir da contagem de 

espermatozoides. E, posteriormente, uma das etapas mais difíceis no nível visual, a 

análise da motilidade, em que o analisador, através da observação óptica da amostra, 

deve ser capaz de distinguir a porcentagem de espermatozoides móveis com movimento 

progressivo e o percentual móvel total de espermatozoides. Tudo isso em uma amostra 

contendo espermatozoides móveis e estáticos, incorporados no líquido seminal com 

várias outras partículas (AMANN & WABERSKI, 2014). 

O fato de utilizar a análise em microscopia ótica, ou seja, delegar toda a 

responsabilidade a uma pessoa que faz uma visualização subjetiva, por meio de 

microscópio e registra manualmente todos os resultados em um formulário, permite a 

existência de falhas na análise. E é sabida a existência de variações nos resultados se a 

mesma amostra for analisada por diferentes experiências e pessoas bem treinadas e, até 

mesmo, pela mesma pessoa em diferentes momentos do dia (AMANN & WABERSKI, 

2014; MADRIGAL-VALVERDE et al., 2020). 

 

2.6.1 Sistema de Análise Espermática Assistida por Computador 

O sistema de análise espermática assistida por computador (CASA) é utilizado 

para análise do sêmen. Esse sistema permite a avaliação precisa, repetitiva e automática 

dos parâmetros espermáticos: motilidade, concentração, morfologia, fragmentação do 

DNA, vitalidade e reação do acrossoma (VERSTEGEN et al., 2002). 

Sistemas CASA projetam imagens sucessivas de uma suspensão de 

espermatozoides em um conjunto de detectores; detectam objetos com base na 

intensidade de pixels em um quadro ou dispersão de luz; e usam software especial para 

extrair as informações desejadas e devolver o resultado para as análises feitas (AMANN 

& KATZ, 2004). Os sistemas fornecem muitas variáveis para o movimento ou a 

morfologia de cada espermatozoide estudado. A precisão e a sensibilidade de cada 

medida de saída são determinadas pelo software do sistema, mas cada valor de saída 

para movimento ou concentração de espermatozoides reflete o meio de suspensão de 
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espermatozoides, a profundidade da câmara de amostra, as configurações de hardware e 

o instrumento (GRAHAM & MOCÉ, 2005). 

O CASA não pode prever com precisão a 'fertilidade' que será obtida com uma 

amostra de sêmen. No entanto, quando cuidadosamente validados, os atuais sistemas 

CASA fornecem informações importantes para garantir a qualidade do sêmen e para o 

entendimento da diversidade das respostas espermáticas às mudanças no microambiente 

na pesquisa (GIL et al., 2000). 

 

2.6.2 Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo é uma técnica usada para detectar e medir características 

físicas e químicas de uma população de células ou partículas. Nesse processo, uma 

amostra contendo células ou partículas é suspensa em um fluido e injetada no citômetro 

de fluxo (LARSSON, 2000). A amostra é focada no fluxo ideal de uma célula por vez, 

através de um raio laser, onde a luz dispersa é característica das células e de seus 

componentes. As células são frequentemente rotuladas com marcadores fluorescentes, 

para que a luz seja absorvida e depois emitida em uma faixa de comprimentos de onda. 

Dezenas de milhares de células podem ser examinadas rapidamente e os dados 

coletados são processados por um computador (GILLAN et al., 2005). 

Sua aplicação nas análises do sêmen aumentou ao longo dos anos (GILLAN et 

al., 2005), permitindo a observação de características físicas do espermatozoide, como 

tamanho da célula, forma e complexidade interna (LARSSON & RODRÍGUEZ-

MARTÍNEZ et al., 2000). Uma ampla gama de sondas fluorescentes pode ser usada 

como marcadores na citometria de fluxo, podendo ser utilizado para avaliação de 

características como viabilidade celular, integridade acrossomal, função mitocondrial, 

status de capacitação, fluidez da membrana e estado do DNA (GILLAN et al., 2005), de 

forma objetiva, com um alto nível de repetibilidade experimental. Além disso, permite a 

associação de fluorocromos, sendo vários atributos da mesma célula avaliados 

simultaneamente (LARSSON & RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2000), tornando 

mais precisa a previsão de fertilidade da amostra analisada (AMMAN & 

HAMMERSTEDT, 1993). 
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- Integridade de Membrana Plasmática e Acrossomal 

O iodeto de propídio (IP) é uma sonda fluorescente usada para avaliar a 

integridade da membrana plasmática. Possui afinidade por DNA e fluoresce em 

vermelho no núcleo da membrana plasmática danificada (GRAHAM et al., 1990). O IP 

é muito estável e tem sido utilizado como sonda fluorescente para microscopia de 

epifluorescência (THOMAS et al., 1997; CELEGHINI et al., 2007, 2008;), bem como 

para citometria de fluxo (PINTADO et al., 2000; ARRUDA et al., 2003). 

A integridade do acrossoma pode ser verificada por diferentes técnicas de 

fluorescência (THOMAS et al., 1997). A aglutinina de amendoim (PNA) foi usada para 

avaliar o estado acrossomal do espermatozoide e a reação do acrossoma. O PNA se liga 

exclusivamente à membrana acrossomal externa destes gametas, como foi estabelecido 

por microscopia eletrônica de transmissão. A aglutinina de amendoim conjugada com 

isotiocianato de fluorescência (FITC-PNA), que se liga especificamente ao açúcar 

Galactosyl β-1,3 N-acetilgalactosamina nas membranas acrossomais (MORTIMER et 

al., 1987), tem sido usada como uma sonda para visualizar a integridade acrossomal 

(ALMADALY et al., 2012; KISHIDA et al., 2015). 
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Resumo 

Os diluidores de sêmen à base de leite ou gema de ovo não apresentam uma 

padronização em sua composição, o que pode causar uma variabilidade nos resultados 

obtidos, além de poderem causar contaminação por microrganismos. Portanto, estudos 

acerca de diluidores contendo apenas componentes químicos com efeitos protetores aos 

espermatozoides são de grande importância. Com isso, objetivou-se utilizar a caseína 

como suplemento ou em substituição ao diluidor convencional (leite desnatado) para 

refrigeração de sêmen caprino. Para tanto, foram colhidas amostras de sêmen de três 

bodes, sexualmente maduros, e as colheitas foram realizadas pelo método de vagina 

artificial, na presença de uma fêmea como manequim. O sêmen foi diluído (200x 106 

espermatozoide/mL) de acordo com os experimentos. Exp. I - diluidor à base de leite 

desnatado (LD), adicionado ou não de diferentes concentrações de caseína (0.25g/L e 

0.5g/L); Exp. II - diluidor à base de leite desnatado ou diluidor quimicamente definido 

(QD) à base de caseína (0.5g/L). Imediatamente após diluição, as amostras foram 

armazenadas em geladeira (5 °C) e analisadas após estabilização (0h) e após 24, 48 e 72 

horas de armazenamento, quanto a cinética espermática (CASA) e integridade de 

membrana plasmática e acrossomal (citometria de fluxo). No Exp. I, observou-se que a 

adição de caseína não teve efeito sobre os parâmetros cinéticos, mas após 24h o diluidor 

suplementado com caseína na concentração de 0.25g/L apresentou maior integridade de 

membrana plasmática e acrossomal (p=0.013), quando comparado ao diluidor sem 

adição de caseína. No Exp. II – Os parâmetros cinéticos analisados pelo CASA não 

apresentaram diferença significativa, com exceção da LIN (linearidade), onde no tempo 

de 72h o diluidor à base de leite teve melhor desempenho que o QD (p=0.016). Na 

integridade de membrana plasmática e acrossomal observou-se efeito fixo de tratamento 

(p=0.008), onde o diluidor à base de leite determinou maior integridade na membrana 

plasmática e acrossomal do que o QD. Também houve interação tratamento x tempo, no 

tempo 48h p=0.007 e no tempo 72h p=0.018, com diluidor à base de leite desnatado 

apresentando melhor desempenho. Conclui-se que a adição de caseína a 0.25g/L, como 

suplementação ao diluente à base de leite desnatado, preserva a integridade da 

membrana plasmática e acrossomal de espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas 

de refrigeração. Além disso, em virtude do diluidor quimicamente definido preservar a 

cinética de espermatozoides caprinos, após 48 horas de refrigeração, e a integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, até 24 horas de refrigeração, é possível sugerir a 

realização de mais estudos visando ampliar os benefícios da utilização deste diluidor, 

em substituição ao diluidor convencional à base de leite desnatado para refrigeração de 

sêmen caprino. 

 

Introdução 

A necessidade do uso da criopreservação do sêmen está relacionada aos grandes 

benefícios à reprodução animal, facilitando a distribuição do material genético e a 

utilização do sêmen no melhor momento para a inseminação (SALAMON e 

MAXWELL, 1995; WATSON, 2000; FICKEL et al., 2007, RAJABI et al., 2014). A 

refrigeração do sêmen é utilizada visando manter seu potencial fertilizante por período 
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curto, devido à redução do metabolismo dos espermatozoides. Entretanto, a conservação 

dos espermatozoides pelo frio torna-se um problema (ORTEGA et al., 2003; LARBI et 

al., 2018), devido a alterações na fisiologia espermática em nível ultraestrutural, 

bioquímico e funcional, que resultam na redução de motilidade, viabilidade e 

capacidade fertilizante dos espermatozoides (SALAMON e MAXWELL, 1995; 

LEBOEUF et al., 2000; RAJABI et al., 2014). 

Consequentemente, a busca por melhoria dessa biotécnica se justifica com a 

finalidade de conservar um elevado número de espermatozoides vivos, assim como 

manter a capacidade fertilizante dos mesmos (STORNELLI et al., 2005; VÁSQUEZ et 

al., 2013; LARBI et al., 2018). Com o objetivo de melhoria dos resultados obtidos com 

a refrigeração do sêmen, têm sido testados diluentes com diferentes composições, para 

diferentes espécies (VÁSQUEZ et al., 2013), incluindo os pequenos ruminantes 

(COLAS, 1975; TASSERON et al., 1977; SALAMON e MAXWELL, 2000; RAJABI 

et al., 2014), sendo o leite e a gema de ovo a base dos diluidores seminais mais 

comumente utilizados. Porém, existem muitas limitações ao uso desses diluidores de 

origem animal, devido à grande variabilidade de seus constituintes biológicos 

(AURICH et al., 2007), além da sua capacidade contaminante e a disseminação de 

microrganismos patógenos (GIL et al., 2003; ACHARYA et al., 2019).  

Essas adversidades estimularam o desenvolvimento de diluidores quimicamente 

definidos, minimizando os riscos da falta de padronização da composição química e 

permitindo o processamento mais adequado e seguro do sêmen.  A formulação de um 

diluidor para refrigeração deve conter carboidratos, como fonte de energia; tampão para 

manutenção do pH e da osmolaridade em números apropriados; antibióticos para inibir 

o crescimento microbiano; e crioprotetores não penetrantes que, além de terem função 

nutritiva, protegem as células contra o choque frio, à medida que são refrigeradas até        

5 ºC (HAFEZ e HAFEZ, 2004; MAIA et al., 2014; MURPHY et al., 2017).  

A principal proteína do leite, conhecida como caseína, é considerada o composto 

responsável pelo efeito protetor nos diluidores à base de leite (BERGERON et al., 

2007). Acredita-se que sua principal ação é impedir a perda lipídica da membrana 

espermática (BATELLIER et al., 1997; PAGL et al., 2006; BERGERON et al., 2007; 

LUSIGNAN et al., 2011). Dessa forma, as micelas de caseína parecem ser responsáveis 

pela proteção do espermatozoide, mesmo em baixas concentrações no sêmen 



42 

 

refrigerado (LAGARES et al., 2012). Por conseguinte, o objetivo principal do estudo foi 

avaliar a ação da caseína, suplementada ao diluidor à base de leite ou no 

desenvolvimento de um diluidor quimicamente definido, utilizando como modelo 

experimental o sêmen caprino.  

 

Material e Métodos 

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), 

com exceção do fosfato salino tamponado (PBS), adquirido da Gibco® (Life 

Technologies, EUA). O diluidor de criopreservação do sêmen à base de leite desnatado 

(LD) foi composto de 10 g leite em pó desnatado, 0.0194 g glicose, 100 mL de água 

MilliQ, 100UI de penicilina e 50mg de estreptomicina, com pH 6.8. O diluidor 

quimicamente definido (QD) foi composto de 0.5g de caseína, 0.007g de cloreto de 

cálcio, 0.04g de cloreto de potássio, 0.006g de fosfato monopotássico, 0.01g de sulfato 

de magnésio, 0.0625g de cloreto de sódio, 0.0059g de fosfato dissódico, 0.00875g de 

bicarbonato de sódio, 0.476g de tampão HEPES, 1.321g de glicose e 3.026g de frutose. 

Todos os procedimentos foram realizados após a aprovação pelo Comitê de 

Ética no Uso dos Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-

UFRPE), licença n° 051/2019 CEUA/UFRPE.  

Foram utilizados três bodes sexualmente maduros, os quais foram mantidos em 

baias individuais, alimentados com feno de capim Tifton, ração comercial peletizada 

(400 g/dia), além de sal mineral e água ad libitum. As colheitas de sêmen foram 

realizadas pelo método de vagina artificial, na presença de uma fêmea como manequim. 

Para o Experimento I, foram obtidos cinco ejaculados de cada reprodutor, uma vez por 

semana, em semanas consecutivas, totalizando 15 ejaculados. Para o Experimento II, 

foram obtidos quatro ejaculados de cada reprodutor, uma vez por semana, em semanas 

consecutivas, totalizando 12 ejaculados. Nos dois experimentos, imediatamente após a 

colheita, os ejaculados foram submetidos às análises microscópicas (turbilhonamento, 

motilidade e vigor), de forma subjetiva, em microscópio de contraste de fase (Olympus, 

Japão; 100x). Os ejaculados que apresentaram valores mínimos de 70% de motilidade 

total foram aprovados e destinados à formação do pool. Em seguida, a concentração 

espermática do pool foi determinada utilizando a câmara de Neubauer e a motilidade 
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espermática foi analisada pelo sistema computadorizado de análise espermática (CASA, 

SCATM; Microptics, S.L., Versão 5.1. Barcelona, Espanha). O pool de sêmen foi 

submetido duas vezes ao processo de lavagem em Tampão TRIS (3.605 g Tris; 2.024 g 

ácido cítrico; 1.488 g frutose, 100 mL de água MilliQ, pH 6.8), por meio de 

centrifugação (600 g/ 10 min), para remoção do plasma seminal. Após processamento, 

foram utilizados pools que tinham valores mínimos de 70% de motilidade total. 

No Experimento I, as amostras foram adicionadas aos meios de trabalho (LD = 

diluidor de leite desnatado; LC0.25 = diluidor de leite desnatado suplementado com 

0.25 g/L de caseína;   LC0.5 = diluidor de leite desnatado acrescido de 0.5 g/L de 

caseína), na concentração final de 200 x 106 espermatozoides/mL. No Experimento II, 

as amostras foram adicionadas nos diluidores LD e QD (LD: leite desnatado; QD: 

diluidor quimicamente definido com 0.5g/L de caseína). Em seguida, todos os 

procedimentos experimentais foram iguais para os dois experimentos.  

As amostras foram armazenadas em tubos falcon (15 mL), devidamente 

identificados, os quais foram colocados em Becker (600 mL), com aproximadamente 

200 mL de água destilada, e levados à geladeira (5 oC). Após um período de 

estabilização de 2 horas, foi retirada a primeira alíquota de cada grupo experimental 

para avaliação (0h). A partir dessa hora, foram retiradas alíquotas no período de 24 

horas, 48 horas e 72 horas. 

Para avaliação de cinética espermática, alíquotas (10 µL) de sêmen foram 

diluídas nos respectivos diluidores, para a concentração de 50 x 106 espermatozoide/mL 

e incubadas em banho-maria (37 °C/15 min). A avaliação foi realizada no sistema 

CASA. Uma alíquota (3 µL) da amostra diluída foi colocada sobre lâmina e coberta 

com lamínula (18 x 18 mm), ambas pré-aquecidas (37 °C) e avaliadas em microscópio 

de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japão, 100x). As imagens foram capturadas 

por uma câmera de vídeo (Basler Vision Technologies TM A312FC, Alemanha). Para 

cada amostra, cinco campos aleatórios foram selecionados, com registro de, no mínimo, 

500 células espermáticas. As variáveis analisadas foram: motilidade total (MT, %), 

motilidade progressiva (MP, %), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e índice 

de oscilação (WOB, %); velocidade curvilínea (VCL, µm/s), velocidade em linha reta 

(VSL, µm/s) e velocidade média da trajetória (VAP, µm/s). Os valores do sistema 

CASA foram mensurados com as seguintes configurações: temperatura 37 oC; 
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magnificação, 100x; número de imagens, 25; imagens por segundo, 25; área da cabeça, 

20 a 70 μm2; VAP: lentos 10 μ/s<médios 45 μ/s<rápidos 75 μ/s; progressividade, 80% 

STR; circular, 50% LIN. 

Para citometria de fluxo, alíquotas (50μL) de sêmen de cada grupo experimental 

foram distribuídas em microtubos (1.5mL), para cada uma das avaliações. Para cada 

grupo experimental, com exceção do QD – uma vez que não seria necessário já que o 

diluidor QD não teria componentes que interagiriam com os fluorocromos – foi feita a 

lavagem para retirada do diluidor, adicionando 1.0mL de PBS. Em seguida, realizou-se 

a centrifugação (300g/5min), onde o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso 

em PBS (40μL).  

Para avaliação da integridade de membrana plasmática (iMPA), as amostras 

foram coradas com 5 µL de FITC conjugada ao Peanut aglutinin (FITC-PNA; Solução 

estoque 1 mg/mL em PBS; Solução de trabalho 0.04 mg/mL em PBS) e 5 µL de Iodeto 

de Propídio (IP; Solução estoque 25 mg/mL em DMSO; Solução de trabalho 0.5 mg/mL 

em PBS). A amostra foi incubada por 5min em temperatura ambiente e, em seguida, 

procedeu-se à leitura. Células que apresentam marcação PNA-/IP- foram classificadas 

como portadoras de membranas acrossomal e plasmática intactas; células com marcação 

PNA+/IP-, classificadas com membrana acrossomal reagida e plasmática intacta; 

células com marcação PNA-/IP+, classificadas com membrana acrossomal intacta e 

plasmática lesionada; e células com marcação PNA+/IP+, classificadas com membranas 

acrossomal e plasmática lesionadas.  

As avaliações do sêmen foram realizadas utilizando-se aparelho 

ImageStream®X, versão Mark II (Amnis, Seattle, WA, EUA). As aquisições dos dados 

foram realizadas usando-se o software INSPIRE®, versão 200.1.388.0 (Amnis, Seattle, 

WA, EUA). Os espermatozoides em foco foram separados mediante histograma do 

gradiente RMS x frequência normalizada, e as células únicas foram identificadas por 

meio de um gráfico de pontos da área x relação de aspecto, que foi verificado pelas 

imagens da galeria do canal campo claro. Todos os fluorocromos foram excitados por 

um laser de 488nm. Para a associação FITC-PNA+IP, a potência do laser utilizada foi 

de 55mW, o FITC-PNA foi detectado no canal 2 (505-560nm) e o IP no canal 5 (640-

745nm). Em cada uma das amostras, foram adquiridos 5000 eventos. O software 

IDEAS, versão 6.0 (Amnis, Seattle, WA, EUA), foi utilizado para análise dos dados. 
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Todas as amostras foram analisadas e as populações divididas por meio de gráficos de 

pontos e histogramas, além da confirmação visual mediante as imagens das células. 

 Para a análise dos dados, o software IBM® SPSS® Statistical foi utilizado. Os 

dados percentuais (IMP, PMM, IAC, MT, MP, LIN, STR e WOB) foram transformados 

pelo método do arco-seno (√P/100) e submetidos à análise de variância (ANOVA, teste 

F), que separou como causa de variação os efeitos do tratamento, tempo de refrigeração 

e suas interações (tratamento x tempo). Para realização da ANOVA foi utilizado o 

procedimento General Linear Model, com medidas repetidas no tempo. Quando o teste 

F foi significativo (P < 0,05), o post-test de Bonferroni foi realizado para comparação 

das médias (P < 0,05). Os dados são expressos como média ± desvio-padrão dos dados 

não transformados. 

 

Resultados 

Experimento I 

Os resultados das análises de cinética espermática estão representados nas 

Tabelas 1 e 2. Não houve efeito fixo do tempo e tratamento (p ≥ 0.05) para as variáveis 

estudadas. Também não houve interação (p ≥ 0.05) tempo x tratamento para MP, LIN, 

STR, WOB. No entanto, houve para MT (p = 0.025), VCL (p = 0.012), VSL (p = 0.049) 

e VAP (p = 0.025) (Tabela 1). Na tabela 2, é possível observar que não houve diferença 

nos parâmetros cinéticos entre os tratamentos (LD, LC0.25, LC0.5) em nenhum dos 

tempos avaliados (0h, 24h, 48h, 72h), após refrigeração do sêmen caprino. Ao se avaliar 

o tempo em cada um dos tratamentos, observa-se que a MT foi menor após 72h de 

refrigeração no diluidor LD, em comparação a 24h e 48h (p=0,034 e p=0,025, 

respectivamente). As análises de VCL, VSL e VAP demonstraram que após 72h, no 

diluidor LC0.5, houve diferença significativa e os resultados foram menores que em 0h 

(p=0,012, p=0,049, p=0,025, respectivamente).  

Tratando-se da análise de integridade de membrana plasmática e acrossomal 

(Tabela 1), não se observou efeito de tratamento ou tempo. No entanto, houve interação 

tratamento x tempo. Na figura 1A, os resultados apontaram que no tempo 24h, houve 

diferença significativa entre o diluidor suplementado com caseína na concentração de 

0.25g/L e o diluidor sem suplementação. O diluidor LC0.25 apresentou um maior 
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porcentual de células com membrana plasmática e acrossomal intactas, quando 

comparado ao diluidor sem adição de caseína (p=0.013).  

Experimento II 

As análises de cinética espermática estão representadas nas Tabelas 3 e 4. Não 

houve efeito fixo do tempo ou do tratamento, assim como não houve interação do tempo 

em nenhum dos tratamentos (Tabela 3). Também não houve diferença significativa 

entre os tratamentos (LD, QD) em nenhum dos tempos avaliados (0h, 24h, 48h, 72h) 

para os parâmetros MT, MP, VCL, VSL, VAP, STR e WOB. Na Tabela 4, observa-se 

que o parâmetro LIN foi uma exceção, onde no tempo de 72h, o leite desnatado teve um 

melhor desempenho em relação ao diluidor QD (p=0.016). 

Na análise de integridade de membrana plasmática e acrossomal não houve 

efeito de tempo. No entanto, teve efeito de tratamento com melhor desempenho do 

diluidor à base de leite desnatado, em relação ao diluidor quimicamente definido 

(p=0.008), dados demonstrados na Tabela 3. Na figura 1B  nota-se que houve interação 

tratamento x tempo, onde os resultados apontaram que no tempo 48h o diluidor à base 

de leite desnatado teve maior integridade de membrana plasmática e acrossomal, 

quando comparado ao diluidor quimicamente definido (p=0.007), em 72h o diluidor 

quimicamente definido manteve-se inferior (p=0.018).  

 

Discussão  

O diluidor à base de leite é comumente utilizado para criopreservação do sêmen, 

uma vez que o leite integral contém lipídios e proteínas, e a proteção dos 

espermatozoides pode ser atribuída às interações lipídeo-lipoproteína-proteína e 

proteína-proteína. No entanto, tanto o leite integral quanto o leite desnatado protegem 

igualmente os espermatozoides de touros e carneiros (FOOTE 1978; SALAMON e 

MAXWELL 2000; MURPHY et al., 2017), indicando que o efeito protetor do leite não 

é mediado por lipídios, uma vez o leite desnatado passa por um processo de 

centrifugação onde a gordura do leite é eliminada. Sendo assim, a caseína, principal 

proteína do leite, está sendo investigada (BERGERON et al., 2007; BERGERON e 

MANJUNATH, 2006; MANJUNATH et al., 2012) como sendo o componente do leite 

responsável por proteger os espermatozoides contra as injúrias resultantes da baixa 



47 

 

temperatura de criopreservação.   Este é o primeiro artigo a fornecer evidências de que o 

diluidor quimicamente definido à base de caseína pode ser utilizado para refrigeração de 

sêmen caprino. 

A motilidade espermática vem sendo utilizada como critério primário para 

avaliar a qualidade do sêmen por diversos autores (SUNDARARAMAN et al., 2012; 

LOVE et al., 2015; BATTUT et al., 2017). Uma vez que os espermatozoides precisam 

ser transportados para o oviduto, para encontrarem e penetrarem o ovócito, porcentagem 

elevada de espermatozoides móveis pode indicar boa capacidade fertilizante do sêmen. 

O Manual para Exame Andrológico e Avaliação de Sêmen Animal (CBRA, 2013) 

recomenda uma motilidade mínima de 30% e 50×106 espermatozoides/dose para sêmen 

pós-refrigeração. Ressalta-se, então, que os resultados de qualquer diluidor utilizado no 

presente trabalho ultrapassam a motilidade mínima recomendada pelo CBRA, e, 

portanto, evidenciam a possibilidade da utilização destes diluidores para refrigeração de 

sêmen caprino. 

Além disso, neste estudo, o padrão de movimento e a cinética espermática não 

foram afetados pelo processo de refrigeração. O que evidencia a capacidade de proteção 

da caseína do leite, nos diferentes diluidores utilizados, contra o choque frio causado 

durante o processo de refrigeração. Esses achados são consistentes com os resultados de 

estudos anteriores, onde se acredita que as proteínas do leite tenham interação com as 

proteínas BSP (CHANG-HE LIU et al., 2016; IGBOKWE et al., 2019). As BSP são 

proteínas de ligação à fosfocolina, altamente conservadas em mamíferos, que se 

associam às membranas espermáticas. Essas moléculas têm efeitos prejudiciais na 

preservação de espermatozoides bovinos (BERGERON et al., 2007; MENEZES et al., 

2016), mas também se ligam a caseínas e proteínas do soro do leite. Esse tipo de 

interação protege os espermatozoides durante o armazenamento (BERGERON et al., 

2007; LUSIGNAN et al., 2011; MENEZES et al., 2016). Está bem estabelecido que, 

quando altas concentrações de BSPs livres estão em contato com o espermatozoide, elas 

extraem lipídios das membranas (BERGERON e MANJUNATH 2006; IGBOKWE et 

al., 2019). Desta forma, a exposição contínua às BSPs causa uma extensa perda de 

lipídios das membranas espermáticas, o que pode ser prejudicial ao armazenamento dos 

espermatozoides (BERGERON e MANJUNATH, 2006; BERGERON et al., 2007). 

Assim, a interação das proteínas BSP com as micelas de caseína pode diminuir a 

quantidade de proteínas BSP livres, limitar a perda lipídica das membranas 
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espermáticas e, portanto, proteger os espermatozoides durante o armazenamento 

(PLANTE et al., 2015; MENEZES et al., 2016), o que explicaria a proteção dos 

espermatozoides observada neste estudo. 

A suplementação com caseína ao diluidor à base de leite não preservou a 

motilidade total e progressiva de espermatozoides submetidos a refrigeração. Assim 

como, não houve diferença significativa nos outros parâmetros cinéticos. Apesar de a 

integridade da membrana plasmática e acrossomal ter sido maior ao utilizar 0.25g/L de 

suplementação de caseína, em comparação ao grupo controle (sem caseína). No diluidor 

à base de leite, a concentração de caseína é de, aproximadamente, 27g/L (JUAN et al., 

2009; DA SILVA et al., 2012), porém, danos ao espermatozoide continuam a ocorrer 

durante o processo de refrigeração. Esperava-se que a suplementação do diluidor 

convencional (à base de leite desnatado) com caseína determinasse melhorias 

significativas nos parâmetros de motilidade, como um suporte maior de proteção aos 

espermatozoides, corroborando com outros estudos (DELL VALE et al., 2013; 

MENEZES et al., 2016; ALLAI et al., 2018). No entanto, é possível que a quantidade 

de caseína adicionada ao diluidor convencional já tenha resultado em estado de 

saturação, determinando concentração suficiente para todos os efeitos de crioproteção, o 

que explicaria o motivo da suplementação com caseína não ter causado incremento aos 

parâmetros espermáticos, ao se utilizar o diluidor à base de leite desnatado.  

Conforme a indicação dos resultados, o diluidor quimicamente definido 

desenvolvido nesse trabalho não trouxe diferença significativa do diluidor do grupo 

controle (LD), com relação à motilidade espermática (total e progressiva) e parâmetros 

cinéticos, com exceção da linearidade. O uso de diluidor quimicamente definido para 

sêmen reduz a variabilidade potencial existente em diluidores à base de leite desnatado 

ou gema de ovo. O uso de tais diluidores, no entanto, requer que a qualidade 

espermática durante o armazenamento seja mantida, pelo menos, na mesma qualidade 

daquele observado com os diluidores já estabelecidos (PARINAUD et al., 1997; 

BRINSKO et al., 2000; MURPHY et al., 2017). Por conseguinte, o resultado evidencia 

a possibilidade de utilização deste diluidor para refrigeração de sêmen caprino, como 

uma alternativa aos diluidores à base de leite desnatado, uma vez que determina 

resultados cinéticos semelhantes àqueles obtidos com diluidor convencional, à base de 

leite desnatado.  
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No entanto, o diluidor quimicamente definido mostrou-se inferior na análise de 

integridade de membrana plasmática e acrossomal. Esse achado pode estar relacionado 

à diferença osmótica entre diluidores, uma vez que para proteger os espermatozoides 

caprinos, o diluidor ideal deve apresentar osmolaridade semelhante àquela encontrada 

no sêmen (entre 425 e 525 mOsm). Enquanto os diluidores à base de leite desnatado 

apresentam, em média, 450 mOsm (CONCANNON et al., 1989; PURDY, 2006; MAIA, 

2010), o diluidor quimicamente definido apresentou osmolaridade de 397 mOsm. A 

osmolaridade do diluidor é de grande importância, pois modifica o fluxo de água através 

da membrana e outros eventos durante a refrigeração (CURRY et al., 1994; 2000; 

IGUER-OUADA et al., 2001; AISEN et al., 2002; AGCA et al., 2002). De fato, é 

sabido que existem importantes mudanças osmóticas ao longo do processo de 

refrigeração, devido ao resfriamento diferencial do meio, produzindo fluxo de água 

através da membrana celular (IGUER-OUADA et al., 2001; AISEN et al., 2002). A 

osmolaridade do diluidor pode influenciar não apenas na sobrevivência dos 

espermatozoides durante a refrigeração, mas também sua resistência à criopreservação 

(ZENG et al., 2011). Assim, diluidores hiperosmóticos podem favorecer a 

criopreservação de espermatozoides, não apenas por serem isoosmóticos aos fluidos 

seminais, mas também porque podem aumentar a desidratação antes do congelamento 

(COOPER e YEUNG, 2003; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005; TAMAYO-CANUL 

et al., 2011). 

A integridade da membrana espermática é um requisito necessário para a 

criossobrevivência espermática, durante a preservação do sêmen (WATSON et al., 

2000). Interessante destacar que, apesar da diferença na integridade da membrana 

plasmática e acrossomal entre os resultados obtidos com os diluidores, o diluidor 

quimicamente definido manteve o padrão de motilidade espermática. Assim, mesmo 

ocorrendo choque osmótico, o que provavelmente acarretou a perda de integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, o diluidor quimicamente definido foi eficiente na 

preservação dos parâmetros cinéticos dos espermatozoides. Estudos já indicaram que o 

metabolismo, osmolaridade e função normal do espermatozoide estão relacionados à 

integridade da membrana plasmática (AISEN et al., 2002; AGCA et al.; 2002; 

TAMAYO-CANUL et al., 2011). Portanto, é possível sugerir que ajustes sejam 

realizados a esse diluidor, principalmente quanto a osmolaridade, visando promover 
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melhoria na manutenção da integridade da membrana plasmática e acrossomal dos 

espermatozoides caprinos, pós-refrigeração.  

Unicamente utilizando os resultados apresentados nesse trabalho, não é possível 

identificar qual componente e/ou característica do diluidor quimicamente definido – 

caseína, açúcares, compostos químicos, pH ou osmolaridade – desempenha função 

específica na preservação da qualidade dos espermatozoides. No entanto, pode-se 

demonstrar que a substituição do leite desnatado por caseína, pelo menos em 

combinação com os outros componentes do diluidor, não causa redução da qualidade 

cinética dos espermatozoides submetidos a refrigeração, em comparação ao diluidor à 

base de leite desnatado. Além disso, os resultados deste estudo estão de acordo com 

dados anteriores obtidos com sêmen bovino (BATTELIER et al., 1998; 2001) e equino 

(MARTINS et al., 2016), demostrando que a caseína pode ser tão efetiva na preservação 

dos parâmetros de fertilidade de espermatozoides refrigerados quanto os diluidores que 

contêm leite desnatado. 

Conclui-se que a adição de caseína a 0.25g/L, como suplementação ao diluente à 

base de leite desnatado, preserva a integridade da membrana plasmática e acrossomal de 

espermatozoides caprinos, submetidos a 24 horas de refrigeração. Além disso, em 

virtude do diluidor quimicamente definido preservar a cinética de espermatozoides 

caprinos, após 48 horas de refrigeração, e a integridade de membrana plasmática e 

acrossomal, até 24 horas de refrigeração, é possível sugerir a realização de mais estudos 

visando ampliar os benefícios da utilização deste diluidor, em substituição ao diluidor 

convencional à base de leite desnatado para refrigeração de sêmen caprino. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELAS 

Tabela 1. Valores de probabilidade para os efeitos da caseína em diferentes 

concentrações (0, 0.25 ou 0.50g/L; Experimento I), adicionada ao diluidor à base de 

leite desnatado, do tempo (0, 24, 48 e 72 horas) e suas interações nos parâmetros das 

análises da cinética (CASA) e da integridade de membrana plasmática e acrossomal 

(citometria de fluxo) de espermatozoides caprinos, pós-refrigeração. 

Tabela 2. Parâmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides caprinos refrigerados em 

diluidor à base de leite desnatado, suplementado ou não com caseína (Experimento I). 

Dados demonstrados como média e desvio padrão. 

Tabela 3. Valores de probabilidade para os efeitos do diluidor à base de leite desnatado 

ou quimicamente definido (Experimento II), do tempo (0, 24, 48 e 72 horas) e suas 

interações nos parâmetros das análises da cinética (CASA) e da integridade de 

membrana plasmática e acrossomal (citometria de fluxo) de espermatozoides caprinos, 

pós-refrigeração. 

Tabela 4. Parâmetros cinéticos (CASA) de espermatozoide caprinos refrigerados em 

diluidor à base de leite desnatado ou quimicamente definido (Experimento II). Dados 

demonstrados como média e desvio padrão. 

Figura 2. Integridade de membrana plasmática e acrossomal de espermatozoides 

caprinos, submetidos a refrigeração (5 °C) em diferentes diluidores, avaliados nos 

tempos 0h, 24h, 48h e 72h, por citometria de fluxo; Dados expressos como média e 

desvio-padrão. A) Experimento I – Leite desnatado (LD); Leite desnatado suplementado 

com 0.25g/L de caseína (LC0.25); Leite desnatado suplementado com 0.5g/L de caseína 

(LC0.5); B) Experimento II – Leite desnatado (LD) ou diluidor quimicamente definido 

(QD). 
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FIGURAS E TABELAS 

 

Tabela 1 

Parâmetro Concentração Tempo Interação 

MT 0.584 0.103 0.025 

MP 1.000 0.187 0.099 

VCL 1.000 0.093 0.012 

VSL 1.000 0.087 0.049 

VAP 1.000 0.080 0.025 

LIN 0.674 0.229 0.199 

STR 0.367 0.593 0.433 

WOB 1.000 0.061 0.175 

PNA/IP 1.000 0.135 0.013 

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade 

curvilínea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da 

trajetória; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = índice de 

oscilação; PNA/IP = integridade de membrana plasmática e acrossomal. 
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Tabela 2 

Parâmetro 
Tempo 

de Avaliação 

Tratamentos  

LD LC0.25 LC0.5 

MT 

0h 80.46±10.67ªb  85.90±4.73 80.24±8.99 

24h 88.12±2.84ª  81.80±4.46 79.06±6.98 

48h 75.82±6.55ª 71.46±7.89 70.42±6.99 

72h 50.80±17.31b    46.84±23.15 47.36±18.8 

     

MP 

0h 30.70±12.18 38.28±9.62 36.90±9.47 

24h 34.70±5.26 32.02±7.19 31.78±11.03 

48h 27.60±11.48 34.26±11.78 31.72±9.62 

72h 17.02±12.74 18.44±17.39 15.35±10.96 

     

VCL 

0h 95.19±6.99 91.54±6.27ª  96.33±10.26 

24h 92.01±8.48 80.46±5.92ab  84.83±14.87 

48h 71.26±16.01 80.32±16.12 ab 82.02±8.45 

72h 72.82±15.33 70.44±21.12b  61.44±9.51 

     

VSL 

0h 56.21±11.27 57.15±7.71ª  64.41±12.77 

24h 53.08±6.82 46.87±7.62ab 51.12±19.56 

48h 40.49±13.78 51.76±13.42 ab 50.92±4.85 

72h 44.55±13.82 43.61±19.46b  34.49±9.06 

     

VAP 

0h 73.74±8.76 72.05±7.38a 79.18±11.57 

24h 69.63±8.08 59.70±7.13 ab 64.24±18.26 

48h 50.84±15.9 62.87±14.37 ab 63.11±6.96 

72h 54.45±14.09 52.27±21.34 b 43.53±10.42 

     

LIN 

0h 58.65±7.89 62.24±4.93 66.37±7.59 

24h 57.66±5.07 57.97±6.28 58.69±11.42 

48h 55.64±8.94 63.87±4.28 62.29±5.78 

72h 60.33±7.57 59.43±12.13 55.44±6.99 

     

STR 

0h 75.64±6.16 79.17±4.81 80.81±5.86 

24h 76.21±3.70 78.16±4.76 78.03±7.06 

48h 79.16±5.32 81.88±3.90 80.89±5.51 

72h 81.04±5.46 81.91±6.01 78.86±2.53 

     

WOB 

0h 77.3±4.34 78.58±3.12 81.94±4.05 

24h 75.57±3.41 74.00±4.23 74.68±7.76 

48h 70.10±8.10 77.95±2.51 76.92±2.58 

72h 74.22±4.48 72.03±10.00 70.13±6.84 

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade curvilínea; 

VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da trajetória; LIN = 

linearidade; STR = retilinearidade: WOB= índice de oscilação;    
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Tabela 3 

Parâmetro Concentração Tempo Interação 

MT 0.560 0.093 0.057 

MP 0.335 0.223 0.054 

VCL 0.469 0.058 0.079 

VSL 0.467 0.366 0.104 

VAP 0.204 0.274 0.077 

LIN 0.132 1.000 0.016 

STR 0.466 1.000 0.056 

WOB 0.075 0.173 0.068 

PNA 0.008 0.099 0.007 

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade 

curvilínea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da 

trajetória; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = índice de 

oscilação; PNA/IP = integridade de membrana plasmática e acrossomal. 
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Tabela 4 

Parâmetro 
Tempo de 

Avaliação 

Grupos Experimentais 

Leite Desnatado 
Quimicamente 

Definido  

MT 

0h 83.80±8.81 81.23±3.67 

24h 87.45±2.78 78.33±4.16 

48h 73.43±4.35 63.38±13.46 

72h 42.70±25.16 51.42±23.63 

   

MP 

0h 29.90±13.91 29.68±9.99 

24h 35.01±6.02 29.85±14.53 

48h 26.28±12.8 18.88±14.84 

72h 17.25±11.41 12.54±7.43 

   

VCL 

0h 93.57±6.90 78.84±15.72 

24h 91.41±9.66 74.60±10.89 

48h 66.08±12.76 68.32±15.89 

72h 69.07±14.82 64.90±28.65 

   

VSL 

0h 52.34±8.32 42.60±8.33 

24h 53.54±7.78 42.24±16.40 

48h 37.43±13.81 33.57±13.20 

72h 42.69±15.22 43.36±28.41 
   

VAP 

0h 70.72±6.45 54.48±10.00 

24h 69.81±9.31 53.35±15.13 

48h 46.44±14.42 44.03±15.58 

72h 51.91±14.9 39.44±17.45 
   

LIN 

0h 55.68±4.92 54.11±4.18 

24h 58.50±5.43 55.37±14.09 

48h 55.23±10.27 48.45±10.75 

72h 60.62±8.71a 47.19±9.76b 

   

STR 

0h 73.65±4.91 78.02±3.8 

24h 76.68±4.10 77.46±8.02 

48h 79.69±5.98 75.72±3.81 

72h 81.19±6.29 75.2±4.43 
   

WOB 

0h 75.52±2.01 69.28±2.26 

24h 76.2±3.57 70.67±11.02 

48h 69.02±8.93 63.66±11.15 

72h 74.39±5.16 62.47±10.28 

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = velocidade 

curvilínea; VSL = velocidade em linha reta; VAP = velocidade média da 

trajetória; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; WOB = índice de 

oscilação;    
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