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caraya fresco e criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% 
(G4). *indica diferença estatistica do sêmen criopreservado em relação ao fresco 
pelo teste LSD. 
*Diferem estatisticamente do sêmen fresco pelo teste LSD 
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Figura 26. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de índice de fragmentação de DNA, referentes ao sêmen de 
Alouatta caraya fresco e criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja 
com glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 
4% (G4). *indica diferença estatistica do sêmen criopreservado em relação ao 
fresco pelo teste LSD. 
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Figura 27. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de motilidade total e progressiva de sêmen de Alouatta caraya 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). Médias, 
referentes ao mesmo parâmetro, com a mesma letra (acima das barras) não 
diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 28. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de integridade de membrana plasmática de sêmen de Alouatta 
caraya criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% 
(L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). Médias 
com a mesma letra (acima das barras) não diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 29. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de integridade de acrossoma de sêmen de Alouatta caraya 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). Médias com a 
mesma letra (acima das barras) não diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 30. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de atividade citoquímica mitocondrial (ACM) de sêmen de Alouatta 
caraya criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% 
(L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). 
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Figura 31. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de concentração de TBARS de sêmen de Alouatta caraya 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). 
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Figura 32. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de índice de fragmentação de DNA de sêmen de Alouatta caraya 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). 
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Figura 33. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos topos 
das colunas) de motilidade total e progressiva de sêmen descongelado de 
Alouatta caraya incubado em banho-maria a 37°C durante 10, 40 e 80 minutos 
pós-descongelação. Médias, referentes ao mesmo parâmetro, com a mesma letra 
(acima das barras) não diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 34. Representação gráfica gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos 
topos das colunas) de membrana plasmática e acrossoma íntegros de sêmen 
descongelado de Alouatta caraya incubado em banho-maria a 37°C durante 10, 
40 e 80 minutos pós-descongelação. 
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Figura 35. Representação gráfica gráfica das médias (colunas) e erros padrões (barras nos 
topos das colunas) de atividade citoquímica mitocondrial (ACM) de sêmen 
descongelado de Alouatta caraya incubado em banho-maria a 37°C durante 10, 
40 e 80 minutos pós-descongelação. 

64 

 



viii 
 

 

AVALIAÇÃO DE DILUIDORES À BASE DE GEMA DE OVO E DE LECITINA 
DE SOJA PARA A CONGELAÇÃO DE SÊMEN DE ALOUATTA CARAYA 
 

 

RESUMO - As alterações constantes do meio ambiente com diminuição do 

habitat natural dos primatas brasileiros têm estimulado o desenvolvimento de 

biotecnologias na área da reprodução, visando à preservação de espécies. Este estudo 

teve por objetivo avaliar, pela primeira vez, técnicas de criopreservação de sêmen de 

Alouatta caraya. Foram colhidas 26 amostras de sêmen de seis Alouatta caraya 

machos adultos e sadios, mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas 

(CENP), Ananindeua, PA. As amostras foram analisadas imediatamente após a colheita 

quanto aos parâmetros volume, pH, concentração, motilidade total e progressiva, 

integridade de membrana plasmática, integridade de acrossoma, atividade citoquímica 

mitocondrial, estresse oxidativo (TBARS) e fragmentação de DNA (SCSA). Após as 

análises iniciais, as amostras foram congeladas com quatro diluidores diferentes – Test-

gema de ovo com glicerol 3 ou 4% e Test-lecitina de soja com glicerol 3 ou 4%, 

utilizando máquina de congelação automática TK 3000. As amostras foram 

descongeladas e analisadas aos 10, 40 e 80 minutos pós-descongelação. Diluidores à 

base de gema de ovo foram mais adequados para congelação de sêmen dessa 

espécie, quando comparados aos diluidores à base de lecitina de soja. Não houve 

diferença estatística quanto à concentração de glicerol, porém para o diluidor à base de 

gema de ovo, a concentração de 4% apresentou melhores resultados. Este trabalho 

trouxe informações inéditas a respeito de características seminais e aspectos da 

criopreservação de sêmen dessa espécie, todavia os protocolos de congelação 

testados não foram considerados adequados para a preservação das amostras 

estudadas. 

 

 

Palavras-Chave: bugio, criopreservação, espermatozoide, crioprotetor 
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EVALUATION OF EGG YOLK AND SOY LECITHIN-BASED EXTENDERS FOR 
THE CRYOPRESERVATION OF ALOUATTA CARAYA SEMEN 

 
SUMMARY – The constant environmental changes with reduction of the natural 

habitat of the Brazilian primates require the development of assisted reproductive 

techniques (ARTs) for species conservation. The objective of this study was to evaluate, 

for the first time, cryopreservation techniques for Alouatta caraya semen. Twenty-six 

semen samples were collected from six captive adult Alouatta caraya from the National 

Primate Center, Ananindeua, PA – Brazil. Samples were analyzed immediately after 

collection for the following parameters: volume, pH, concentration, total and progressive 

motility, plasma membrane integrity, acrosome integrity, oxidative stress (TBARS), and 

DNA fragmentation (SCSA). After initial evaluation, samples were frozen in four different 

extenders – Test-egg yolk with 3 or 4% glycerol and Test-soy lecithin with 3 or 4% 

glycerol – using an automatic freezer TK 3000. Samples were thawed and analyzed for 

the same parameters at 10, 40 and 80 minutes post-thaw. Egg yolk-based extenders 

seemed better for cryopreservation of semen from this species when compared to soy 

lecithin-based extenders. Although there was no statistical difference between the 

different glycerol concentrations, for the egg yolk-based extenders, 4% glycerol had 

better results. This study brought novel information on semen characteristics and 

cryopreservation aspects for this species, although the protocols tested were not 

considered suitable for the cryopreservation of the samples studied. 

 

 

Keywords: howler monkeys, cryopreservation, spermatozoa, cryoprotectant 
 



I. INTRODUÇÃO 
 

 

A diversidade biológica do continente americano é, reconhecidamente, 

admirável. Dentre os incontáveis exemplares de plantas e animais, podem ser 

destacados os Primatas Neotropicais. Este grupo de animais, que habitam 

exclusivamente parte das Américas, tem sido desafiado por pressões de diversos tipos. 

Como consequência, as populações estão diminuindo, o que torna necessária a 

intervenção por meio de medidas conservacionistas. 

Como afirmado por COLLAR (1997, p. 122) "A taxonomia precede a 

conservação. Isto é tão básico quanto dizer que a linguagem precede a educação. Uma 

é pré-condição para a outra. Sem a estrutura formal de nomes e um consenso em 

relação ao sistema de uso, não pode haver entendimento do que existe para ser 

conservado" (traduzido pela autora). Partindo desta premissa, é necessário situar a 

espécie em questão dentro do contexto taxonômico. 

A Ordem Primates é dividida nas 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). 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, existem 16 famílias, 71 

gêneros e 657 espécies e subspécies de primatas no mundo todo. Dessas, cinco 

famílias, com 19 gêneros e 199 espécies e subspécies, ou seja, aproximadamente 

31%, são PN (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009). 

Considerando a classificação proposta por RYLANDS & MITTERMEIER (2009) e 

os nomes populares mais comuns no Brasil, as famílias de PN são Cebidae (macacos-

prego e macacos-de-cheiro), Callithrichidae (saguis e micos), Aotidae (macacos-da-
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noite), Pitheciidae (parauacus, cuxiús, uacaris e zogue-zogues) e Atelidae (macacos-

aranha, macacos-barrigudos, muriquis e guaribas ou bugios).  

As principais ameaças à sobrevivência das espécies de primatas são a perda de 

habitat e a caça, tanto para alimento como para tráfico (MITTERMEIER et al., 2009). As 

alterações constantes do meio ambiente, que resultam em diminuição do habitat natural 

dos primatas brasileiros, têm estimulado o desenvolvimento de biotecnologias na área 

da reprodução, visando à preservação das inúmeras espécies em perigo. As técnicas 

de reprodução assistida em cativeiro (inseminação artificial, transferência de embriões, 

e fecundação in vitro, entre outras) podem contribuir para aumentar a variabilidade 

genética em populações isoladas ameaçadas pela consanguinidade e, 

simultaneamente, gerar informações e propiciar o armazenamento de material genético 

(VALLE et al., 2004). 

Sob esse prisma, o estudo aqui relatado, teve por objetivo avaliar técnicas de 

criopreservação de sêmen de Alouatta caraya, que podem contribuir para o 

desenvolvimento de ferramentas para conservação desta espécie e, possivelmente, de 

outras espécies de PN. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
Gênero Alouatta 
O Brasil possui exemplares das cinco famílias de PN descritas por RYLANDS & 

MITTERMEIER (2009), com um total de 18 gêneros (IUCN/SSC - Primate Specialist 

Group, 2007; REIS et al., 2008), 111 espécies (REIS et al., 2008) e 133 espécies e 

subspécies. (CHIARELLO et al., 2008; IUCN/SSC - Primate Specialist Group, 2007;). 

Dentre os 18 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 et al., 2008). 

Conforme a classificação de acordo com o risco de ameaça de extinção proposta pela 

IUCN Red List of Threatened Species (2011), Alouatta belzebul e Alouatta discolor 

estão Vulneráveis, Alouatta ululata está Ameaçada, e Alouatta guariba guariba está 

Criticamente Ameaçada de extinção. As demais espécies estão classificadas como 

Pouco Preocupante, Não Avaliado ou Dados Deficientes. 

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, mas, apesar de serem braquiadores, possuem braços proporcionalmente mais 

curtos e cabeça grande, quando comparados a Ateles e Brachyteles. Todas as 

espécies 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 tem a mesma coloração da fêmea e os 

machos mudam de coloração 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 et al., 2008). 
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Bugio-preto (Alouatta caraya) 
Como citado anteriormente, Alouatta caraya possui dicromatismo sexual, sendo 

o macho adulto de coloração negra e a fêmea de coloração castanho-amarelado claro, 

tendendo ao palha (AURICCHIO, 1995; GREGORIN et al., 2008). 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). A gestação 

dura cerca de seis meses e o filhote é amamentado por um período de 9 a 12 meses. A 

espécie vive em grupos de dois até 21 indivíduos, geralmente compostos por um 

macho adulto, uma ou mais fêmeas adultas, jovens e infantes (GREGORIN et al., 

2008). 

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. Devido à ampla distribuição e ao fato de 

apresentar algum tipo de ameaça somente em três listas estaduais, não consta do Livro 

Vermelho da Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção (MACHADO et al., 2008) e é 

considerada Pouco Preocupante na IUCN Red List (FERNANDEZ-DUQUE et al., 2008; 

IUCN, 2011). Devido a grande disponibilidade 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). 

 

Estudo do sêmen de Primatas Neotropicais 
Considerando o grande número de espécies e subespécies de PN existentes, 

poucas (13%) foram estudadas com relação à caracterização, processamento e 

conservação de sêmen. Essas incluem Callithrix jacchus (CUI, 1996; CUI et al., 1991; 
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DAVIS, 1982; GRUPEN et al., 2004; HERNÁNDEZ-LOPEZ et al., 2005; KUEDERLING 

et al., 2000; MORREL et al., 1996; VALLE, 2007; VALLE et al., 2008; VALTONEN-

ANDRÉ et al., 2005; VERONA et al., 2009; WILTON et al., 1993), Callithrix penicillata 

(MASSAROTTO et al., 2010), Saimiri sciureus (BENNETT, 1967; DENIS et al., 1976; 

LANG, 1967;) Saimiri boliviensis (ROUDEBUSH & MATHUR, 1998; YEOMAN et al., 

1997, 1998), Cebus apella (ARAÚJO et al., 2009; BARNABE et al., 2002; BUSH et al., 

1975; GUIMARÃES, 1994; OLIVEIRA et al., 2010, 2011; PAZ et al., 2006a, 2006b), 

Ateles geoffroyi (HERNANDÉZ-LÓPEZ et al., 2002a, 2002b, 2008), Ateles marginatus e 

Ateles paniscus (SILVA, 2005), Alouatta caraya (MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 

2004), Leontopithecus chrysomelas (VIDAL et al, 2007), Saguinus mystax (HARRISON 

& WOLF, 1985), Saguinus labiatus (SANKAI et al., 1997) e Callimico goeldii (ARAKAKI 

et al., 2011a, 2011b). No entanto, é evidente que ocorrem diferenças importantes entre 

as espécies de primatas, principalmente quando se compara as espécies de PN com as 

de PVM, mais estudadas (VALLE, 2007; VALLE et al., 2008). 

 

Estudo do sêmen de Alouatta caraya 
Um trabalho pioneiro avaliou aspectos da fisiologia reprodutiva de seis machos 

Alouatta caraya mantidos no Riverbanks Zoological Park and Botanical Garden, nos 

Estados Unidos. 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. 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). 
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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 e morfologia espermática. Neste estudo, utilizou-

se um modelo de probe 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 (VALLE et al., 2004). 

Ambos os estudos publicados com sêmen de Alouatta caraya utilizaram a 

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

colheita de sêmen de animais selvagens e é o mais utilizado para a maioria das 

espécies, inclusive primatas não-humanos (BUTLER et al., 1995; GOULD et al., 1978). 

Esta técnica também já foi descrita para outras espécies de PN, incluindo Saimiri 

sciureus (ACKERMAN & ROUSSEL, 1968; BENNETT, 1967; LANG, 1967), Callithrix 

jacchus (CUI, 1996; CUI et al., 1991; MORREL et al., 1996; VERONA et al., 2009), 

Saguinus mystax (HARRISON & WOLF, 1985), Cebus apella (ACKERMAN & 

ROUSSEL, 1968; ARAÚJO et al., 2009; BARNABE et al., 2002; BUSH et al., 1975; 

GUIMARÃES, 1994; OLIVEIRA et al., 2010, 2011; PAZ et al., 2006a, 2006b), Saimiri 

boliviensis (ROUDEBUSH & MATHUR, 1998; YEOMAN et al., 1998), Ateles geoffroyi 

(HERNANDÉZ-LÓPEZ et al., 2002a, 2002b, 2008), Leontopithecus chrysomelas (Vidal 

et al., 2007), Ateles paniscus e Ateles marginatus (SILVA, 2005), e Callimico goeldii 

(ARAKAKI et al., 2011a). 

 

Particularidades do sêmen de Primatas Neotropicais 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 biotecnologias 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 
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na análise (VALLE et al., 2004). No caso de Alouatta caraya, esse fenômeno não foi 

observado (MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004). Outra dificuldade encontrada 

é o volume pequeno de sêmen obtido em PN, que 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). Embora, para Alouatta caraya, tenham sido 

relatados volumes tão pequenos quanto 90 ± 50 μl (VALLE et al., 2004) e 10 a 203 μl 

(MORELAND et al., 2001), estes podem, eventualmente, ser compensados por 

concentrações de 649,5 ± 926,7 x 106 sptz/ml (VALLE et al., 2004) e de 7 a 583 x 106 

sptz/ml (MORELAND et al., 2001). Os inconvenientes relacionados à coagulação e ao 

volume reduzido, muitas vezes observados em amostra de sêmen de PN, podem ser 

contornados pela diluição apropriada (VALLE et al., 2008). 

Em sua maioria, as publicações sobre sêmen de PN são referentes ao Callithrix 

jacchus e diversos relatos indicam sucesso na utilização de meios diluidores. Dentre os 

diluidores utilizados para essa espécie estão o meio mínimo essencial modificado alfa, 

conhecido como α-MEM (CUI, 1996; CUI et al., 1991), um diluidor à base de gema de 

ovo (KUEDERLING et al., 1996; MORREL et al., 1996; YEUNG et al., 1996), o meio de 

Tyrode com albumina, lactato e piruvato-Hepes, conhecido como TALP-Hepes 

(GILCHRIST et al., 1997; GRUPEN et al., 2004; HERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2005; 

KUEDERLING et al., 2000; SCHNEIDERS et al., 2004; VALLE, 2007; VALLE et al., 

2008; VALTONEN-ANDRÉ et al., 2005) e o meio H (YEUNG et al., 1996). Além desses 

meios, foram testados outros diluidores, na tentativa de dissolver o coágulo seminal de 

Callithrix jacchus, que incluem o TALP sem cálcio e o meio de fertilização in vitro, 

ambos com adição de tripsina (0,5 ou 1%) ou pronase (0,5 ou 1%), e um meio diluidor 

de sêmen com EDTA. O meio TALP sem cálcio, com 0,5% de tripsina, por 45 minutos a 

37°C, teve os melhores resultados, apesar de não dissolver totalmente o coágulo 

(VERONA et al., 2009). 

Foram realizados outros estudos para testar o uso de enzimas na dissolução do 

coágulo de PN. Em um deles, foram testados dois métodos para sêmen de Ateles 

geoffroyi, (1) agitação manual do sêmen por 10 minutos em banho-maria a 37°C e (2) 

diluição do sêmen com PBS com tripsina a 0,25%. As amostras diluídas com tripsina 
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mostraram-se melhores quando comparadas às agitadas manualmente (HERNÁNDEZ-

LÓPEZ et al., 2002b). Em outro estudo foi testada a diluição da fração coagulada de 

sêmen de Cebus apella com meio 199 adicionado de tripsina ou hialuronidase a 0,1%. 

Compararam-se a fração líquida sem diluição e a fração coagulada, após 5 e 15 

minutos de diluição, quanto aos parâmetros motilidade, vigor e integridade de 

acrossoma. Não houve diferença entre os efeitos das enzimas sobre nenhum dos 

parâmetros analisados e nenhuma das enzimas foi capaz de dissolver completamente o 

coágulo. Entretanto, a motilidade e o vigor da fração líquida foram significativamente 

maiores do que da fração coagulada após 15 minutos (PAZ et al., 2006b). Um terceiro 

estudo avaliou o emprego de tripsina a 0,5, 1 ou 5% com dois tempos de incubação (20 

e 40 minutos) para a dissolução do coágulo seminal de Saimiri sciureus. Nenhum dos 

tratamentos foi eficaz na dissolução do coágulo (KUGELMEIER, 2011). 

Outros diluidores utilizados para sêmen de PN incluem Ham's F-10 para sêmen 

de Leontopithecus chrysomelas, que resultou em maior fluidez e minimizou a formação 

do coágulo (VIDAL et al., 2007); meio Biggers, Whitten e Whittingham's (BWW) com 

albumina sérica bovina e solução salina tamponada com fosfato (PBS) para sêmen de 

Saimiri boliviensis (ROUDEBUSH & MATHUR, 1998; YEOMAN et al., 1998); solução de 

Krebs-Ringer bicarbonato modificada (chamada de meio TYH pelos autores) para 

sêmen de Saguinus labiatus (SANKAI et al., 1997); diluidor à base de água de coco in 

natura para Cebus apella (ARAÚJO et al., 2009) e Callimico goeldii (ARAKAKI et al., 

2011a, 2011b) e diluidor à base de água de coco em pó (ACP-118®) para Cebus apella 

(OLIVEIRA et al., 2010), ambos com dissolução parcial ou completa do coágulo seminal 

nas duas espécies; e solução de ringer com lactato para sêmen de Alouatta caraya, 

com manutenção da qualidade seminal (VALLE et al., 2004). 

 

Técnicas para avaliação do sêmen 
Integridade de membrana plasmática 
A avaliação da vitalidade espermática ou integridade de membrana plasmática 

pode ser feita por meio de corantes ou do teste hiposmótico (WHO, 2010). Em sêmen 

de PN foram descritos apenas métodos de avaliação por meio de corantes. A coloração 
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com eosina-nigrosina é a mais utilizada e já foi descrita para sêmen de Saimiri 

boliviensis (BENNETT, 1967), Callithrix jacchus (KUEDERLING et al., 1996; MORRELL 

et al., 1996; VALLE, 2007; VALLE et al., 2008), Cebus apella (ARAÚJO et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2010, 2011), Callithrix penicillata (MASSAROTO et al., 2010) e 

Callimico goeldii (ARAKAKI et al., 2011a). Já a eosina Y foi descrita para sêmen de 

Cebus apella (BUSH et al., 1975), Callithrix jacchus (KUEDERLING et al., 2000), e 

Alouatta caraya (VALLE et al., 2004), enquanto a eosina B foi utilizada apenas para 

sêmen de Ateles geoffroyi (HERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2002a). 

 

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 em algumas espécies de PN. 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), ambas descritas para sêmen de Callithrix jacchus 

(O’BRIEN et al., 2003; PUDRITZ, 2000; VALLE et al., 2008). Outras técnicas utilizadas 

em PN incluem a coloração com kit comercial Spermac®, também descrita para sêmen 

de Callithrix jacchus (VALLE, 2007), e a coloração com corante simples para 

acrossoma, desenvolvida por POPE et al. (1991), validada para sêmen de Callithrix 

jacchus (VALLE et al., 2008) e utilizado em Cebus apella (PAZ et al., 2006a, 2006b), 

Callithrix penicillata (MASSAROTO et al, 2010) e Callimico goeldii (ARAKAKI et al., 

2011). 

Atividade citoquímica mitocondrial 
HRUDKA (1987) desenvolveu um ensaio para 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 (DAB). A atividade mitocondrial está envolvida no processo de 

respiração celular e produção de energia do espermatozoide, principalmente quando 
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ocorre alteração do metabolismo energético sem alterar a membrana (KATO et al., 

2002). Esta técnica já foi utilizada com sucesso para sêmen de Callithrix penicillata 

(MASSAROTO et al, 2010) e para sêmen congelado de Callithrix jacchus (VALLE, 

2007). 

 

Estresse oxidativo 
Segundo revisão recente, a produção de ATP gera 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 lipídios poli-insaturados, 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 et al., 1979). 

A reação de peroxidação lipídica pode ser espontânea (OHKAWA et al., 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, 2003), rato (SÖNMEZ et al., 2005), cão (HATAMOTO et al., 

2006), gato-do-mato-pequeno (BARROS, 2007), perdiz (GÓES, 2008) e coelho 

(GLIOZZI et al., 2009), porém não foram encontrados trabalhos com primatas não-

humanos. 
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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 gel 

de célula única (Cometa), o ensaio Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick 

End Labeling (TUNEL), o ensaio Nick Tranlation 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 et al., 2002). Contudo, 

o SCSA, desenvolvido por EVENSON et al. (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 e é capaz de predizer tanto subfertilidade ou 

infertilidade de machos, como a possibilidade de desenvolvimento embrionário após 

aplicação de técnicas de reprodução assistida (D'OCCHIO et al., 2007; EVENSON et 

al., 2002; EVENSON & JOST, 2000;). Esta técnica já foi descrita para sêmen humano 

(EVENSON et al., 2002) e de diversos animais tais como rato (EVENSON et al., 1993), 

cachaço (EVENSON et al., 1994), garanhão (MORRELL et al., 2008), touro 

(BALLACHEY et al., 1988), peixe (Clarias gariepinus), peru e hamster (LEWIN et al., 

1999). Com relação aos primatas não-humanos, a técnica foi descrita apenas em PVM, 

incluindo Macaca mulatta (SITZMANN et al., 2010) e Macaca fascicularis (FOSTER et 

al., 1996; LEWIN et al., 1999). 

 

Criopreservação de sêmen em primatas 
Diluidor 
No que se refere à criopreservação de sêmen, diluidores à base de gema de ovo 

têm sido usados amplamente. Segundo revisão realizada por MORREL & HODGES 

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

não-humanos, variaram de 5 a 30%, sendo que a maioria dos trabalhos utilizaram a 

concentração de 20%. Trabalhos posteriores a esta revisão utilizaram concentrações de 

10% de gema de ovo (LI, et al., 2005; SI et al., 2006), 20% de gema de ovo (DONG et 

al., 2008a; FERADIS et al., 2001; GAGLIARDI et al., 2008; LI et al., 2004, 2005; 
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OLIVEIRA et al., 2011; SI et al., 2000; SILVA, 2005; VALLE, 2007; YANG et al., 2011) 

ou 30% de gema de ovo (DONG et al., 2008b; GAGLIARDI et al., 2008; GOFF et al., 

2009; LEIBO et al., 2007; LI, et al., 2005, 2007; SI et al., 2000). 

Entretanto, a gema de ovo apresenta riscos sanitários e dificuldade de 

padronização, por ser um produto de origem animal (BOUSSEAU et al., 1998). A 

disponibilidade de um diluidor padronizado e livre de patógenos seria preferível (AIRES 

et al., 2003). O uso da lecitina de soja, um produto de origem vegetal, como substituto 

da gema de ovo já foi descrito para sêmen humano (JEYENDRAN et al., 2008; REED et 

al., 2009) e de vários animais incluindo touro (AIRES et al., 2003; BOUSSEAU et al., 

1998; SARIOZKAN et al., 2010), carneiro (PAZ et al., 2010; SHARAFI et al., 2009), 

bode (BITTENCOURT et al., 2008), cachaço (ZHANG et al., 2009), cão (BECCAGLIA et 

al., 2009), gato (VICK et al., 2010) garanhão (PAPA et al., 2011) e búfalo (Bubalus 

bubalis, AKHTER et al., 2011). Entretanto, não foi encontrado nenhum trabalho 

realizado com sêmen de primatas não-humanos. 

 

Crioprotetor 
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 (LEIBO et al., 2001; LI 

et al., 2005; MORREL & HODGES, 1998; ROYERE et al., 1996; VALLE, 2007). A 

concentração de glicerol utilizada para criopreservação de sêmen de primatas não-

humanos em geral varia de 2,5% (OLIVEIRA et al., 2011) até 14% (MORREL & 

HODGES, 1998). Para PN, as concentrações utilizadas tendem a ser 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., 1997), 5% para 

Saguinus labiatus (SANKAI et al., 1997), 4 e 5% para Callithrix jacchus (MORREL & 

HODGES, 1998; VALLE, 2007), 2,5 e 3,5% para Cebus apella (OLIVEIRA et al., 2011) 

e 7% para Ateles paniscus e Ateles marginatus (SILVA, 2005). 
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III. HIPÓTESES 
 
 
Levando-se em consideração os possíveis efeitos da criopreservação sobre 

espermatozoides de Alouatta caraya, estabeleceram-se as hipóteses de que (1) podem 

ser obtidos resultados satisfatórios tanto com diluidor à base de gema de ovo quanto 

com diluidor à base de lecitina de soja e que (2) concentrações baixas de glicerol 

podem ser benéficas para a criopreservação.  

 

 

IV. OBJETIVOS 
 
 
1. Objetivo geral: avaliar diferentes protocolos de congelação para sêmen 

de Alouatta caraya. 
 
2. Objetivos específicos 

 Realizar avaliação andrológica de Alouatta caraya com a finalidade de 

caracterizar e selecionar amostras de sêmen para estudo de criopreservação; 

 Avaliar os efeitos da criopreservação, com diferentes diluidores, sobre a 

motilidade, integridade de membrana plasmática, integridade de acrossoma, atividade 

citoquímica mitocondrial, suscetibilidade à peroxidação lipídica e suscetibilidade da 

cromatina à desnaturação ácida em espermatozoides de Alouatta caraya; 

 Avaliar o desempenho dos diluidores à base de gema de ovo (origem 

animal) e de lecitina de soja (origem vegetal), com duas concentrações de glicerol, e do 

tempo de incubação pós-descongelação de sêmen de Alouatta caraya. 
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V. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
1. Animais 
Foram utilizados seis Alouatta caraya (Figura 1), machos, adultos e sadios, 

mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas (CENP), Ananindeua - PA, 

Brasil. Os animais do CENP são identificados por três letras tatuadas na parte interna 

da coxa. Tal identificação foi mantida para a discriminação dos machos no presente 

estudo.  

Três machos nasceram em cativeiro – BAB (5 anos de idade), BAA (8 anos de 

idade) e ABJ (16 anos de idade) – e três nasceram em vida livre – BAC (idade estimada 

de 16 anos), AFZ (idade estimada de 16 anos) e AAF (idade estimada de 16 anos). Os 

machos BAA, AFZ e ABJ eram mantidos em casais, cada qual em uma gaiola de metal 

que media 2,40 m X 2,85 m X 3,60 m (altura x largura x comprimento). Dois machos 

(pai - AAF e filho - BAB) ficavam juntos com uma fêmea em gaiola do mesmo tamanho 

citado anteriormente. Um macho (BAC) ficava isolado, por motivos logísticos do CENP, 

em uma gaiola individual de 70 cm X 60 cm X 70 cm (altura x largura x comprimento). 

As gaiolas ficavam em um galpão coberto, com entrada de ar natural pelas laterais. Os 

animais eram alimentados com ração Megazoo P-18 (Megazoo, Betim, MG), frutas, 

folhas e suplemento de aminoácidos. 

Antes do início do experimento, o projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da FCAV/Unesp (Protocolo nº 019174/09). 
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Figura 1. Machos adultos Alouatta caraya, provenientes do 

Centro Nacional de Primatas (CENP), Ananindeua, 
PA. O conjunto de letras de cada foto corresponde 
à tatuagem de identificação do animal. Fotos BAA, 
BAB, ABJ e AAF: Fernanda M. de Carvalho; Fotos 
AFZ e BAC: Paloma Rocha Arakaki. 

AFZ BAA 

BAB ABJ 

BAC AAF 
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2. Protocolo experimental 
2.1. Critérios para utilização dos animais e das amostras de sêmen 
O Manual WHO (2010), para análise de sêmen humano, indica um período de 

abstinência sexual mínimo de dois dias e máximo de sete dias entre colheitas 

sucessivas do mesmo indivíduo e que o intervalo de abstinência seja o mais constante 

possível entre colheitas sucessivas. Entretanto, considerando o estresse de submeter 

os animais à anestesia frequente e a logística de trabalhar com seis animais, optou-se 

por um intervalo de 15 dias entre as colheitas. Além disso, apesar da indicação de 

abstinência de no mínimo dois dias, os bugios são altamente sociáveis e a separação 

por períodos prolongados seria muito estressante, tanto para os machos como para as 

fêmeas. Por este motivo, os machos eram separados das fêmeas apenas um dia antes 

da colheita, para que não copulassem neste período. Cada um dos seis machos 

contribuiu com duas a seis amostras de sêmen, totalizando 26 amostras, que foram 

primeiramente analisadas logo após a colheita (Experimento I). 

Para avaliação dos processos e resultados da criopreservação, contudo, julgou-

se necessário estabelecer critérios de qualidade mínima do sêmen na primeira análise. 

Estabeleceu-se que amostras com motilidade ≤20% não seriam utilizadas. Além disso, 

optou-se por descartar o macho AAF do estudo de congelação, dada a qualidade geral 

de sêmen muito baixa e inferior à dos demais animais. Dessa forma, buscou-se 

melhorar as condições para viabilização da comparação dos diferentes diluidores, visto 

que o sêmen tende a piorar sua qualidade em decorrência do processo de congelação. 

Feitas as exclusões, para as análises de comparação de sêmen fresco versus 

criopreservado com diferentes diluidores (Experimento II) e de sêmen congelado com 

diferentes diluidores (Experimento III) foram utilizados cinco animais e um total de 20 

colheitas. 

As amostras obtidas foram utilizadas em três experimentos, de acordo com os 

critérios de exclusão estabelecidos anteriormente. 
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2.2. EXPERIMENTO I – Avaliação andrológica 
A avaliação andrológica consistiu na morfometria testicular e avaliação de 

amostras repetidas de sêmen de cada macho. As amostras foram avaliadas quanto ao 

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

membrana plasmática, integridade de acrossoma e atividade citoquímica mitocondrial. 

As amostras consideradas apropriadas para serem congeladas também foram 

avaliadas quanto à resistência ao estresse oxidativo e à resistência da cromatina à 

desnaturação ácida, de forma a permitir as avaliações pertinentes ao Experimento II. 

 

2.3. EXPERIMENTO II – Efeito da criopreservação em diferentes diluidores 
Este experimento consistiu na congelação das amostras viáveis obtidas no 

Experimento I e análise pós-descongelação. As amostras foram diluídas com quatro 

diluidores diferentes – gema de ovo com glicerol 3% (G3) ou 4% (G4) e lecitina de soja 

com glicerol 3% (L3) ou 4% (L4). O sêmen descongelado foi avaliado quanto à 

motilidade total e motilidade progressiva, integridade de membrana plasmática, 

integridade de acrossoma, atividade citoquímica mitocondrial, suscetibilidade ao 

estresse oxidativo e suscetibilidade da cromatina à desnaturação ácida. Foram 

comparados os resultados do sêmen fresco versus sêmen congelado de forma a avaliar 

o desempenho dos diluidores com relação à criopreservação. 

 

2.4. EXPERIMENTO III – Efeito do tempo de incubação e do diluidor sobre 
as características seminais pós-descongelação 
Este experimento consistiu na incubação das amostras do Experimento II em 

banho-maria a 37°C e avaliação aos 10, 40 e 80 minutos pós-descongelação. Foram 

avaliados os parâmetros motilidade total e motilidade progressiva, integridade de 

membrana plasmática, integridade de acrossoma e atividade citoquímica mitocondrial. 

Este experimento permitiu a avaliação da viabilidade do sêmen pós-descongelação, 

considerando os fatores tempo de incubação e tipo de diluidor. 
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3. Morfometria testicular e colheita de sêmen  
Para a realização da morfometria testicular e colheita de sêmen, os seis animais 

foram anestesiados com aplicação intramuscular de associação de cloridrato de 

quetamina e cloridrato de xilazina nas doses de 10 e 0,5 mg/kg de peso corporal, 

respectivamente. Quando necessário, foi feito reaplicação de metade da dose de 

quetamina. Ambos os testículos foram examinados por inspeção e palpação e 

mensurados com auxílio de paquímetro e fita métrica (Figura 2). Os dados obtidos 

foram utilizados para cálculo do volume testicular, por meio da fórmula empírica de 

Lambert: 

volume = comprimento x largura x espessura x 0,71 
Optou-se por utilizar esta fórmula, pois o testículo de bugio tem forma 

semelhante ao do homem e, segundo estudo realizado por HSIEH et al. (2009), esta 

fórmula foi a que mais se aproximou do volume real, medido por deslocamento de 

água. 

 

 

  
Figura 2. Realização de morfometria testicular de Alouatta caraya. A. Mensuração do comprimento com 

paquímetro digital. B. Mensuração do perímetro escrotal com fita métrica. Foto: Paloma Rocha 
Arakaki. 

 

A B 
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As colheitas de sêmen foram realizadas conforme previamente descrito para a 

espécie (VALLE et al., 2004). Para tanto, imediatamente antes do início da colheita do 

sêmen, os animais, previamente anestesiados, foram posicionados em decúbito dorsal, 

para higienização da genitália externa com água e sabão neutro (Figura 3), e secagem 

com panos de campo. Após a lavagem inicial, os animais foram posicionados em 

decúbito ventral sobre um suporte de madeira (Figura 4) e contidos mecanicamente 

com auxílio de ataduras. Deste modo, foram limitados os movimentos dos membros 

pélvicos decorrentes das contrações musculares ocasionadas pelos estímulos elétricos, 

além de ter sido prevenida a queda do animal. Em seguida, o pênis foi exposto para 

higienização com solução fisiológica a 0,9% e secagem com gaze estéril (Figura 5). 

 

 

 
Figura 3. Higienização da genitália externa de Alouatta 

caraya, realizada previamente ao início da 
colheita. Foto: Paloma Rocha Arakaki. 
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Figura 4. Alouatta caraya em decúbito ventral sobre 

suporte de madeira para colheita de sêmen. 
Foto: Paloma Rocha Arakaki. 

 
 
 

  
Figura 5. Lavagem do pênis de Alouatta caraya com solução fisiológica (A) e secagem com gaze estéril 

(B). Foto: Paloma Rocha Arakaki. 
 
 

A B 
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Para colheita de sêmen utilizou-se aparelho eletroejaculador1 (Figura 6) 

adaptado para Alouatta caraya, conforme descrito por VALLE et al. (2004). O 

eletrodo foi lubrificado com KY® gel2 e introduzido no reto do animal, que recebeu 

estímulo inicial de 2,0 volts, com aumento de 0,5 volts a cada série de estímulos, 

até 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 diretamente do pênis (Figura 7A), com auxílio de um tubo de vidro estéril 

encaixado em frasco com água a 37ºC (Figura 7B), mantido em banho-maria até 

o momento da colheita (VALLE et al., 2004). 

 
 

  
Figura 6. Aparelho eletroejaculador DUBOI® adaptado para 

utilização em Alouatta caraya. Foto: Rodrigo del 
Rio do Valle. 

 
 

                                            
1 DUBOI – Campo Grande, MS 
2 Johnson & Johnson do Brasil Indústria e Comércio de Produtos para a Saúde Ltda 
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Figura 7. A. Pênis ereto de Alouatta caraya durante eletroejaculação. Seta indica gotícula 

de sêmen na extremidade peniana. B. Equipamento para colheita de sêmen 
composto de tubo de vidro estéril encaixado em frasco com água aquecida a 
37ºC. Foto A: Paloma Rocha Arakaki; Foto B: Carla Cristina Amador de Conde. 

 
 
 

4. Processamento e análise do sêmen 
As amostras foram colhidas, avaliadas imediatamente após a colheita 

(Experimento I), diluídas com diferentes diluidores, congeladas e armazenadas em 

nitrogênio líquido para análise pós-descongelação (Experimentos II e III). 

As análises do sêmen fresco (Figura 8A) foram realizadas no laboratório do 

CENP. As amostras recém-colhidas foram avaliadas imediatamente quanto ao volume 

(Figura 8B), com pipeta automática, e ao pH (Figura 9A), com fita reagente para pH3 

(Figura 9). Em seguida, foram diluídas em solução de Ringer com lactato pré-aquecido 

a 37ºC, com quantidade suficiente para totalizar 0,5 ml (VALLE et al., 2004). As 

amostras foram mantidas em banho-maria durante todo o processamento. 

 

 

                                            
3 Merck – Alemanha  

A B 
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Figura 8. A. Sêmen de Alouatta caraya imediatamente após a colheita. B. 

Mensuração de volume e diluição do sêmen com solução de Ringer com 
lactato. Foto: Carla Cristina Amador de Conde. 

 

 

  
Figura 9. Colheita da amostra para mensuração do pH seminal (A) e leitura do pH (B) 

do sêmen de Alouatta caraya. Foto: Carla Cristina Amador de Conde. 
 

 

Tanto o sêmen fresco quanto as amostras criopreservadas foram 

avaliadas em relação à motilidade total e motilidade progressiva (exame a 

fresco), concentração espermática (Câmara de Neubauer improved), integridade 

do acrossoma (coloração simples para acrossoma – sêmen fresco e 

criopreservado e Spermac®4 – sêmen fresco), integridade da membrana 

                                            
4 Stain Enterprises, P.O. Box 12421, 0110, Onderstepoort, South Africa 

A B 

A B 
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plasmática (coloração com eosina-nigrosina), atividade citoquímica mitocondrial (ACM, 

coloração com DAB), índice de fragmentação de DNA (suscetibilidade da cromatina à 

desnaturação ácida - SCDA) e avaliação do índice de resistência ao estresse oxidativo 

(concentração de TBARS) imediatamente após colheita e diluição inicial ou após a 

descongelação no caso dos criopreservados.  

 

4.1.  Motilidade espermática 
Para avaliação da motilidade espermática, 10 μl do sêmen diluído foram 

colocados entre lâmina e lamínula e observados ao microscópio óptico com objetiva de 

40x. 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). 

 
4.2. Integridade de membrana plasmática 
Para avaliação da integridade de membrana plasmática (Figura 10) foi utilizado o 

kit comercial VitaScan®5. Entretanto, testes preliminares com sêmen de Alouatta caraya 

produziram resultados inconsistentes. Segundo o Manual WHO (2010), soluções 

aquosas e hipotônicas de eosina podem gerar resultados falso-positivos. Neste caso, é 

recomendada a adição de 0,9 g de NaCl para 100 ml de solução de corante, de forma a 

elevar a osmolalidade da solução. Verificou-se que este era o caso da eosina do 

VitaScan® e após adição da quantidade recomendada de NaCl, obteve-se o resultado 

esperado.  

Para realização da coloração, 5 l de eosina foram adicionados a 5 l de sêmen 

em um tubo tipo eppendorf. Após 30 segundos foram adicionados 5 l de nigrosina e 

após homogeneização foi realizado esfregaço em lâmina de vidro, conforme protocolo 

previamente validado para outra espécie de PN, Callithrix jacchus (VALLE et al., 2008). 

                                            
5 Lucron Bioproducts, AB GENNEP, The Netherlands 
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Foram avaliados 200 espermatozoides em microscópio de luz com objetiva de 

100x (imersão). 

 

 

 
Figura 10. Fotomicrografia de espermatozoides de 

Alouatta caraya corados com eosina nigrosina 
(Objetiva de 100X, imersão). 1. Membrana 
plasmática íntegra. 2. Membrana plasmática 
não íntegra. Foto: Fernanda M. de Carvalho 

 
 

4.3. Integridade de acrossoma 
A integridade de acrossoma foi avaliada por dois métodos diferentes – 

coloração simples para acrossoma (POPE et al., 1991) e corante comercial 

Spermac®. Para o método de coloração simples para acrossoma (Figura 11A), 

utilizou-se 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 realizado um esfregaço para avaliação em microscopia de luz, com 

objetiva de 100x (imersão). Foram avaliados 200 espermatozoides. Para o 

sêmen criopreservado, foi necessário aumentar o tempo de incubação para 140 

segundos, pois as amostras não coravam adequadamente com tempo de 

incubação menor que este. 

1 

2 
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Para o método de coloração com o corante comercial Spermac® (Figura 11B), 

inicialmente foi feito um esfregaço com 5 L de sêmen, o qual foi seco a 37°C por 10 

minutos. Em seguida a lâmina foi mergulhada na solução fixadora sete vezes, para 

garantir o contato da solução com os espermatozoides, e deixada imersa por 10 

minutos. Após a fixação, foi feito lavagem da lâmina, mergulhando a lâmina sete vezes 

em um recipiente com água limpa, e secagem do excesso com papel toalha, sem 

contato direto com o esfregaço. A lâmina foi, então, mergulhada no corante A sete 

vezes e deixada imersa até completar 90 segundos desde a primeira imersão. 

Novamente, foi feita a lavagem e secagem do excesso e a lâmina foi mergulhada no 

corante B sete vezes e deixada imersa até completar um minuto desde a primeira 

imersão. Após nova lavagem e secagem, a lâmina foi mergulhada sete vezes no 

corante C e deixada imersa até completar 80 segundos desde a primeira imersão. Em 

seguida foi feito lavagem e a lâmina foi seca a 37°C. Foram avaliados 200 

espermatozoides em microscopia de luz, com objetiva de 100x (imersão). 

 

 

  
Figura 11. Fotomicrografia de espermatozoides de Alouatta caraya corados com corante 

simples para acrossoma (A) e Spermac® (B). (Objetiva de 100X, imersão). 1. 
Acrossoma íntegro. 2. Acrossoma não íntegro. Foto: Fernanda M. de Carvalho. 

 

1 

2 

A 

2 

1 
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4.4. Atividade citoquímica mitocondrial 
Para avaliação da atividade citoquímica mitocondrial, foi utilizado o 

corante 3,3' diaminobenzidina (DAB) (Figura 12), mantido congelado até o 

momento do uso e sem contato com luz direta. Para tanto, alíquotas de 10 l do 

corante foram pipetadas em tubos do tipo eppendorf de cor âmbar e 

armazenadas em freezer a -20°C. Antes da colheita de sêmen, o tubo com a 

alíquota de corante foi colocado em banho-maria a 37°C e mantido desta forma 

até a utilização. Para realização da técnica de coloração, 10 l da amostra foram 

adicionados aos 10 l de DAB, homogeneizados e incubados em banho-maria a 

37ºC, durante 60 minutos, na ausência de luz (tampa do banho-maria fechada). 

Em seguida, foi feito um esfregaço 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. Todo o procedimento foi realizado com as luzes 

apagadas e entrada de luz mínima para permitir visualização da amostra. Foram 

contados e classificados 200 espermatozoides em microscópio de contraste de 

fase, com objetiva de 100x (imersão). A classificação foi feita de acordo com a 

atividade mitocondrial da peça intermediária dos espermatozoides, segundo 

escala proposta por HRUDKA (1987), conforme descrito a seguir. 

 Classe I - Quase 100% das mitocôndrias estão ativas e a bainha mitocondrial 

apresenta-se como um cilindro compacto e proeminente. 

 Classe II - A bainha mitocondrial se mostra fragmentada, com segmentos 

ativos e inativos. 

 Classe III - Menos de 50% das mitocôndrias estão ativas e, muitas vezes, 

dispersas na peça intermediária.  

 Classe IV - Nenhuma mitocôndria ativa. 
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Figura 12. Fotomicrografia de espermatozoides de Alouatta caraya corados com 3,3’-

diaminobenzidina (DAB). A. Classe I; B. Classe II. C. Classe III; e D. Classe IV. 
Foto: Fernanda M. de Carvalho. 

 
 
4.5. Avaliação do índice de resistência ao estresse oxidativo (TBARS) 
Esta técnica foi baseada no estudo feito por OHKAWA et al. (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, utilizou-se o teste induzido descrito por AITKEN et al. (1993). 

 

 

 

A B 

C D 
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4.5.1. Protocolo de indução utilizado 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. Esse 

procedimento foi realizado no laboratório do CENP. 

 

4.5.2. Protocolo de indução utilizado para o sêmen congelado 

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 a 

19.700 g por 10 minutos para lavagem do sêmen e remoção do diluidor. 

Descartou-se o sobrenadante (900 μl) e ressuspendeu-se a amostra com mais 

100 μl de PBS, totalizando 200 μl de solução. Seguiu-se, então, o mesmo 

protocolo descrito para indução do sêmen fresco (item 4.5.1). 

 

4.5.3. Protocolo para quantificação de TBARS 

As análises foram feitas 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 

adicionou-se 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 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 
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para cubetas para leitura em espectrofotômetro6. Os dados de absorbância foram 

comparados com uma curva padrão previamente estabelecida e calcularam-se os 

índices de peroxidação lipídica em mg de TBARS/106 espermatozoides. 

 

4.6. Ensaio de Suscetibilidade da Cromatina à Desnaturação Ácida (SCDA) 
O Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) é um ensaio patenteado e, por isso, 

seria necessária a utilização do mesmo citômetro de fluxo e do mesmo software para 

análise das amostras de forma a permitir o uso do nome SCSA. O Laboratório de 

Fecundação in vitro, Clonagem e Transgenia Animal da FMVZ/USP, onde foi realizado 

o ensaio, adaptou a técnica descrita por BOE-HANSEN et al. (2005) e passou a utilizar 

o citômetro de fluxo Guava EasyCyteTM Mini System7  e o programa FlowJo®8, para 

análise dos dados. Este teste adaptado é chamado de Suscetibilidade da Cromatina à 

Desnaturação Ácida (SCDA). 

Para realização desse teste, calculou-se o volume de sêmen necessário para se 

obter 250.000 espermatozoides e esta alíquota foi transferida para um criotubo, 

congelada direto em nitrogênio líquido e armazenada a -20°C. Este procedimento foi 

realizado tanto com as amostras de sêmen fresco, como com as amostras de sêmen 

criopreservado. Como não há relatos do uso do SCSA ou do SCDA para sêmen dessa 

espécie ou de outros PN, foi necessária a validação do teste (APÊNDICE A). 

As amostras foram descongeladas sobre mesa aquecedora a 37°C e lavadas 

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 e incubadas por 30 segundos. Em 

seguida, foram adicionados 300 μl de laranja de acridina e após dois minutos feita a 

leitura por citometria de fluxo, com o citômetro Guava EasyCyteTM. 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 

                                            
6 Ultrospec 3300 pro, Amersham Pharmacia (GE Healthcare UK Limited), Buckinghamshire - England 
7 Guava Technologies, Inc. – Hayward, CA - EUA 
8 Tree Star, Inc., Ashland, OR - EUA 
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como índice de fragmentação de DNA (IFD) que é a porcentagem de 

espermatozoides com estrutura de cromatina anormal. A composição das 

soluções utilizadas para realização do SCDA encontra-se no APÊNDICE B. 

 

 

5. Protocolos de congelação 
Foram avaliados e comparados os efeitos de dois diluidores, TEST-gema 

de ovo – com 20% de gema de ovo (VALLE, 2007) e TEST-lecitina de soja – com 

1% de lecitina de soja (REED et al., 2009) e de duas concentrações diferentes de 

glicerol (3 e 4%), para cada diluidor. 

 

5.1. Preparo dos diluidores 
Os diluidores foram preparados no LA da FMVZ/USP e mantidos 

congelados em freezer a -20°C até o momento da utilização. A fórmula dos 

diluidores com glicerol a 3% e 4% encontra-se no APÊNDICE C. Exceto pela 

substituição da gema de ovo pela lecitina de soja, não houve qualquer diferença 

que pudesse influir sobre os resultados dos diluidores.  

 

5.2. Diluição e congelação das amostras 
Após o cálculo da concentração espermática, o sêmen foi dividido em 

quatro partes iguais. Cada parte foi diluída com um diluidor diferente, 

previamente aquecido a 37°C, dentre os quais TEST-gema de ovo com glicerol 3 

ou 4% e TEST-lecitina de soja com glicerol 3 ou 4%. A diluição foi feita com o 

diluidor em uma única fração, já com o glicerol na concentração desejada, pois já 

foi demonstrado que em algumas espécies a utilização de diluidor em duas 

frações não é vantajosa (MORRIER et al., 2002; SALOMON & RITAR, 1982; 

SILVA et al., 2003). Além disso, a diluição com fração única é mais prática, 

principalmente quando da utilização de congelador automático. O volume de 

cada diluidor foi calculado de forma a se obter uma concentração final de 25 x 

106 espermatozoides/ml, quando possível. Caso contrário, a diluição foi feita de 
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forma a conseguir pelo menos duas palhetas de 100 μl para cada diluidor, mesmo que 

a concentração final fosse menor que 25 x 106 espermatozoides/ml, obtendo um mínimo 

de oito palhetas por ejaculado com um total de 160 palhetas. 

O sêmen foi, então, envazado em palhetas coloridas9 (Figura 13A), com uma cor 

diferente para cada diluidor e as palhetas foram vedadas com álcool polivinil. Para a 

congelação foi utilizado o congelador portátil TK®3000 SE compacta10 (Figura 13B), 

com curva pré-programada para bovinos (P1S1). Esta curva consiste em um 

resfriamento inicial de -0,25ºC/minuto em média, até atingir 5ºC (curva positiva) e -

5ºC/minuto até atingir -120ºC (curva negativa). Quando a temperatura atingiu -120°C, 

as palhetas foram imersas em nitrogênio líquido (-196 ºC) e depois transferidas para 

Visotubes®11 que, por sua vez, foram transferidos para um botijão com nitrogênio líquido 

para manutenção a -196ºC. 

 

                                            
9 IMV Technologies – Maple Grove, MN - EUA 
10 TK Equipamentos para Reprodução – Uberaba, MG 
11 IMV Technologies – Maple Grove, MN - EUA 
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Figura 13. A. Preenchimento da palheta com micropipetador 

automático. B. Máquina de congelação TK 3000 SE 
compacta® durante início do processo de congelação. 
Foto A: Paloma Rocha Arakaki. Foto B: Fernanda M. de 
Carvalho. 

 

 

Devido ao pequeno volume de ejaculado da espécie e ao número de 

tratamentos avaliados, as palhetas, originalmente de 0,25 ml, foram cortadas e 

marcadas para armazenar um volume total de 0,1 ml, conforme descrito por 

VALLE (2007). 

 

 

6. Protocolo de descongelação 
As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37ºC, por 15 

segundos e avaliadas aos 10, 40 e 80 minutos após a descongelação. A primeira 

análise foi feita aos 10 minutos para padronizar o tempo de início das avaliações 

em todas as amostras. Para realização do SCDA, imediatamente após a 

A B 
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descongelação duas alíquotas de 10 μl foram pipetadas em criotubos e congeladas 

diretamente em nitrogênio líquido, para análise posterior. Os 80 μl restantes da amostra 

foram, imediatamente, diluídos na proporção de 1:1 com solução de Ringer com lactato 

para aumentar o volume e diminuir a concentração de glicerol pela metade, dada a 

toxicidade do mesmo. As avaliações feitas após a descongelação foram as mesmas 

realizadas com o sêmen fresco, com exceção do volume, pH e concentração 

espermática.  

Foram descongeladas 80 palhetas para avaliação da motilidade, motilidade 

progressiva, integridade de membrana, integridade de acrossoma, atividade citoquímica 

mitocondrial e fragmentação de DNA. Outras 80 palhetas foram descongeladas para 

avaliação da resistência ao estresse oxidativo. As descongelações do sêmen 

criopreservado foram feitas nos locais de realização das avaliações, que incluíram os 

laboratórios do Hospital Veterinário da Universidade Paulista (UNIP), do Núcleo de 

Pesquisa e Conservação de Cervídeos (NUPECCE) da Faculdade de Ciências Agrárias 

e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp, campus de 

Jaboticabal) e do Departamento de Reprodução Animal da FMVZ/USP. 

 

 

7. Análise estatística 

EXPERIMENTO I 

Os resultados da morfometria testicular incluindo comprimento, largura, 

espessura, volume testicular e perímetro escrotal, foram apresentados individualmente. 

Foi avaliada a correlação entre volume testicular total (esquerdo + direito) e o número 

de espermatozoides por ejaculado pelo coeficiente de correlação de Pearson.  

Os resultados da análise do sêmen fresco foram submetidos à ANOVA e ao teste 

LSD (Least Significant Difference) para comparação das médias de cada macho. 

Também foram avaliadas as possíveis correlações (Pearson) entre os parâmetros 

analisados no sêmen. Para esta análise foram consideradas todas as amostras (n=26). 
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EXPERIMENTO II 

Os resultados obtidos para o sêmen fresco versus sêmen congelado com os 

diferentes diluidores foram comparados por meio do teste t de Student. Para esta 

análise foram consideradas apenas as amostras selecionadas para congelação (n=20) 

de acordo com os critérios de exclusão descritos no item 2.1 do Material e Métodos. 

EXPERIMENTO III 

Os resultados obtidos para cada diluidor ao longo do tempo foram comparados 

por meio de ANOVA e teste LSD, considerando os fatores tempo de incubação e tipo 

de diluidor. Para esta análise foram consideradas as mesmas amostras do Experimento 

II (n=20). 

Todas as análises estatísticas foram feitas pelo programa SAS System for 

Windows12. O nível de significância utilizado para rejeitar H0 (hipótese de nulidade) foi 

de 5%, isto é, para um nível de significância menor ou igual a 0,05, considerou-se que 

houve diferenças significativas entre as variáveis classificatórias para uma determinada 

variável resposta. 

                                            
12 SAS Institute Inc. – Cary, NC - EUA, 2000 
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VI. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
1. EXPERIMENTO I – Avaliação andrológica 
1.1. Morfometria testicular 
Os dados de morfometria testicular dos seis machos permitiram verificar que os 

volumes, calculados a partir das medidas de comprimento, largura e espessura, 

variaram entre os machos e também quando considerados os dois testículos do mesmo 

indivíduo (Tabela 1). Quando foi utilizado o testículo maior de cada macho como 

referência, os volumes dos respectivos testículos contralaterais foram 6 a 22% 

menores.  

 

 
Tabela 1. Dados de morfometria testicular de Alouatta caraya, mantidos em cativeiro no Centro Nacional 

de Primatas, Ananindeua, PA. 

Animal 
Testículo direito (cm) Testículo esquerdo (cm) Vol. 

Total 
(cm3) 

Perim. 
Escrotal 

(cm) Comp. Larg. Esp. Vol. (cm3) Comp. Larg. Esp. Vol. (cm3) 

BAC 2,58 1,68 1,56 4,81 2,59 1,67 1,75 5,38 10,19 11,00 
BAB 2,30 1,58 1,39 3,58 2,24 1,54 1,37 3,35 6,94 10,00 
AAF 2,79 2,33 2,10 9,64 3,24 2,40 2,25 12,43 22,08 9,00 
ABJ 2,56 1,78 1,58 5,12 2,51 1,48 1,63 4,32 9,45 10,00 
AFZ 2,73 1,84 1,99 7,13 2,98 1,99 1,84 7,77 14,90 11,50 
BAA 2,22 2,09 2,13 7,03 2,64 2,13 2,12 8,48 15,51 11,00 

Comp.=comprimento; Larg.=largura; Esp.=espessura; Vol.=volume; Perim.=perímetro; Test.=testicular. 

 

 

À semelhança dos dados referentes a cada testículo, os valores de volume 

testicular total (volume do testículo direito + volume do testículo esquerdo) diferiram 

entre os machos. O volume total variou de 6,94 cm3 a 22,08 cm3 (Tabela 1), com média 

de 13,18 cm3, menor do que a média de 16,70 cm3, descrita por MORELAND et al. 

(2001). Entretanto, estes autores utilizaram outra fórmula para cálculo do volume 

testicular, a qual assume que a largura e a espessura do testículo têm a mesma 

medida, quando, na verdade, não têm. Além disso, podem existir diferenças de acordo 
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com a época do ano, conforme descrito por MORELAND et al. (2001) ou também 

diferenças genéticas entre populações de origens diferentes. 

Quanto à relação do volume testicular e número de espermatozoides/ejaculado, 

não houve correlação entre os parâmetros (r=-0,38 e P=0,447), ao contrário do que é 

observado em outras espécies (MOLLER, 1988). Isso pode ser verificado claramente, 

quando consideramos os machos com maior e menor volume testicular total e com 

maior e menor produção de espermatozoides por ejaculado. O macho AAF, com o 

maior volume testicular total, teve o menor número médio de 

espermatozoides/ejaculado (3.906.300), enquanto o macho BAB, com o menor volume 

testicular total, teve número médio de espermatozoides/ejaculado igual a 44.696.552 

sptz/ejaculado, próximo da média (52.074.143). Já o macho BAC, com o maior número 

médio de espermatozoides (146.124.835 sptz/ejaculado), tinha volume testicular total 

de 10,19 cm3, abaixo da média (13,18 cm3). A ausência de correlação entre volume 

testicular e produção de espermatozoides pode ser consequência do pequeno número 

de animais utilizados ou, possivelmente, uma característica da espécie. É possível que 

haja diferenças na anatomia testicular desta espécie, por exemplo, o maior volume 

testicular pode ser decorrente da presença de maior quantidade de parênquima, ao 

invés de maior quantidade de túbulos seminíferos. São necessários mais estudos para 

permitir conclusões com relação a essa característica. 

 
1.2. Análise do sêmen fresco 
Um total de 26 ejaculados foram obtidos a partir de seis machos. Os resultados 

dos primeiros exames feitos imediatamente após a colheita, que compreendem as 

análises de sêmen fresco, foram analisados de modo a contemplar cada macho 

individualmente, como consta das Tabelas 2 a 4 e das Figuras 14 a 20. 
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Tabela 2. Dados (média ± erro padrão), com resultados da comparação de médias e Análise de Variância 

(ANOVA), referentes ao exame a fresco de sêmen de Alouatta caraya cativos do Centro 
Nacional de Primatas, Ananindeua, PA. 

Animal Ejaculados 
(n) Volume (μl) pH Concentração 

(x106 sptz/ml) 
Motilidade 
Total (%) 

Motilidade 
Progressiva 

(%) 
BAC 6 110,00±26,70 7,60±0,07 1.533,62±325,42a 60,83±12,94 48,50±12,37 
BAB 5 65,40±6,62 7,48±0,10 682,83±152,95b 69,00±16,16 58,00±14,97 
AAF 2 22,50±2,50 7,05±0,35 164,69±80,31b 30,00±20,00 10,00±10,00 
ABJ 4 122,25±31,16 7,55±0,05 203,76±87,61b 60,00±13,54 50,00±13,54 
AFZ 5 87,60±14,07 7,40±0,21 842,82±106,78b 68,00±6,63 56,00±6,00 
BAA 4 74,25±32,33 7,38±0,09 223,81±79,51b 52,50±16,52 36,25±15,73 

Média Geral  86,77 7,45 725,75 60,00 47,15 
CV 57,88 3,81 62,03 49,15 58,38 

ANOVA F 1,54 1,33 6,63 0,63 1,12 
P 0,2218 0,2932 0,0009 0,6767 0,3796 

Médias com a mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste LSD. 
 
 
Tabela 3 Dados (média ± erro padrão), com resultados da comparação de médias e Análise de Variância 

(ANOVA), referentes aos parâmetros integridade de membrana plasmática e integridade de 
acrossoma de sêmen fresco de seis machos Alouatta caraya, cativos do Centro Nacional de 
Primatas, Ananindeua, PA. 

   Animal Ejaculados (n) 
Membrana 
Plasmática 
Íntegra (%) 

Acrossoma Íntegro 
Spermac (%) 

Acrossoma Íntegro 
Pope (%) 

BAC 6 44,67±4,76ab 66,83±4,51 68,67±6,02 
BAB 5 56,60±8,99a 56,00±7,56 56,60±10,71 
AAF 2 36,50±0,50ab 45,00±10,00 40,50±8,50 
ABJ 4 27,00±4,83b 46,00±10,09 50,50±11,21 
AFZ 5 54,60±6,90a 58,80±6,17 66,20±5,69 
BAA 4 56,75±3,75a 52,75±3,90 56,00±5,15 

Média Geral  47,15 56,15 58,96 
CV 28,70 25,55 29,37 

ANOVA F 3,22 1,39 1,24 
P 0,0271 0,2716 0,3281 

Médias com a mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste LSD. 
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Tabela 4. Dados (média ± erro padrão), com resultados da comparação de médias e Análise de Variância 

(ANOVA), referentes às classes (I, II, III e IV) de atividade citoquímica mitocondrial (ACM) de 
sêmen fresco de seis machos Alouatta caraya cativos do Centro Nacional de Primatas, 
Ananindeua, PA. 

Animal Ejaculados (n) ACM Classe I 
(%) 

ACM Classe II 
(%) 

ACM Classe III 
(%) 

ACM Classe IV 
(%) 

BAC 6 7,33±4,52 49,17±9,94 31,17±7,13 12,33±5,23 
BAB 5 4,75±1,93 57,75±10,59 33,25±11,14 4,25±1,44 
AAF 2 8,00±3,00 50,00±6,00 33,50±10,50 8,50±1,50 
ABJ 4 15,00±4,62 58,33±8,74 18,33±3,33 8,33±1,76 
AFZ 5 3,60±1,69 34,40±11,19 44,20±9,62 17,80±8,45 
BAA 4 9,50±3,50 63,75±3,33 23,50±3,48 3,25±1,44 

Média Geral  7,50 51,17 31,54 9,79 
CV 99,79 39,84 54,39 115,96 

ANOVA F 1,04 1,15 1,09 1,03 
P 0,4238 0,3699 0,3997 0,4305 

Médias com a mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey. 

 

 

 
Figura 14. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de volume, referentes ao 
exame a fresco de sêmen de Alouatta caraya cativos do 
Centro Nacional de Primatas, Ananindeua, PA. Os conjuntos 
de letras abaixo das colunas correspondem às tatuagens de 
identificação dos animais.  
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Figura 15. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de pH, referentes ao exame a 
fresco de sêmen de Alouatta caraya cativos do Centro 
Nacional de Primatas, Ananindeua, PA. Os conjuntos de 
letras abaixo das colunas correspondem às tatuagens de 
identificação dos animais. 

 

 

 
Figura 16. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de concentração, referentes 
ao exame a fresco de sêmen de Alouatta caraya cativos do 
Centro Nacional de Primatas, Ananindeua, PA. Os conjuntos 
de letras abaixo das colunas correspondem às tatuagens de 
identificação dos animais. Médias com a mesma letra (acima 
das barras) não diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 17. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de motilidade total e 
progressiva, referentes ao exame a fresco de sêmen de 
Alouatta caraya cativos do Centro Nacional de Primatas, 
Ananindeua, PA. Os conjuntos de letras abaixo das colunas 
correspondem às tatuagens de identificação dos animais.  

 

 

 
Figura 18. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de integridade de membrana 
plasmática, referentes ao exame a fresco de sêmen de 
Alouatta caraya cativos do Centro Nacional de Primatas, 
Ananindeua, PA. Os conjuntos de letras abaixo das colunas 
correspondem às tatuagens de identificação dos animais. 
Médias com a mesma letra (acima das barras) não diferem 
entre si pelo teste LSD. 
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Figura 19. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de integridade de acrossoma, 
referentes ao exame a fresco de sêmen de Alouatta caraya 
cativos do Centro Nacional de Primatas, Ananindeua, PA. Os 
conjuntos de letras abaixo das colunas correspondem às 
tatuagens de identificação dos animais. 

 

 

 
Figura 20. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de atividade citoquímica 
mitocondrial (ACM), referentes ao exame a fresco de sêmen 
de Alouatta caraya cativos do Centro Nacional de Primatas, 
Ananindeua, PA. Os conjuntos de letras abaixo das colunas 
correspondem às tatuagens de identificação dos animais.  
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A ANOVA acusou diferença significativa entre os machos para os parâmetros 

concentração (Tabela 2) e integridade de membrana plasmática (Tabela 3). A média de 

concentração espermática do macho BAC (1.533,62x106 sptz/ml) foi significativamente 

maior que a dos demais machos. Com relação à integridade de membrana plasmática, 

os machos BAA (56,75%), BAB (56,60%) e AFZ (54,60%) tiveram as maiores médias, 

respectivamente, as quais diferiram significativamente da média do macho ABJ 

(27,00%). Não houve diferença estatística entre os machos para os demais parâmetros.  

O volume de ejaculado variou de 20 a 218 μl, com média geral de 86,77 μl, 

valores semelhantes aos encontrados em trabalhos anteriores, realizados com Alouatta 

caraya, que variaram de 10 a 203 μl (MORELAND et al., 2001) e 10 a 200 μl (VALLE et 

al., 2004). O pH variou de 6,6 a 7,8, com média de 7,45, valores ligeiramente alcalinos 

e mais baixos do que os encontrados anteriormente para essa espécie que tiveram 

média de 8,9 (MORELAND et al., 2001) e 8,1 (VALLE et al., 2004). Segundo o Manual 

WHO (2010), o pH do sêmen humano é determinado pelo balanço entre os pHs das 

secreções provenientes das glândulas acessórias, principalmente das vesículas 

seminais (pH alcalino) e da próstata (pH ácido). Ainda segundo este Manual, o pH 

tende a aumentar ao longo do tempo pós-ejaculação, devido à perda de CO2, o que 

reduz a capacidade de tamponar o sêmen. Levando em consideração estas 

informações, as diferenças de pH entre os estudos podem ser devido a diferenças de 

estimulação das glândulas anexas pelo tamanho e/ou posicionamento dos eletrodos e a 

diferenças no momento da mensuração do pH. Além disso, como aventado por VALLE 

et al. (2004), possivelmente, fatores nutricionais e ambientais poderiam afetar o 

equilíbrio ácido-básico e, consequentemente, o pH do sêmen. 

A concentração espermática variou de 52,29 x 106 sptz/ml a 2.489,36 x 106 

sptz/ml, com média de 725,75 x 106 sptz/ml, valores dentro dos encontrados na 

literatura que variaram de 7 x 106 sptz/ml a 5.400,00 x 106 sptz/ml (MORELAND et al., 

2001; VALLE et al., 2004). 

Com exceção de cinco colheitas que tiveram motilidades extremamente baixas 

(de 5 a 20%), a motilidade total ficou entre 50 e 90%, com média de 60%, valores 

também dentro do relatado nos trabalhos anteriores que variaram de 30 a 95% 
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(MORELAND et al., 2001; VALLE et al., 2004). Com exceção das mesmas cinco 

colheitas em que a motilidade progressiva também ficou extremamente baixa (entre 0 e 

10%), a motilidade progressiva variou de 20 a 80%, com média de 47,15%. Nos demais 

estudos a motilidade progressiva foi avaliada de outra forma, sendo classificada em 

uma escala de 0 a 5, o que impossibilita a comparação dos resultados. 

A porcentagem de espermatozoides com membrana plasmática íntegra 

(anteriormente classificados como espermatozoides vivos) variou de 19 a 82%, com 

média de 47,15%, inferior à média de 68,3% relatada por VALLE et al. (2004), porém 

com variação próxima à de 21 a 90%, relatada por estes autores. Isso indica que o 

presente trabalho apresentou maior número de animais com sêmen de qualidade 

inferior do que o trabalho anterior, o que pode ser decorrente da idade, do manejo e da 

alimentação dos animais. 

A porcentagem de espermatozoides com acrossoma íntegro variou de 24 a 83%, 

com médias de 56,15% (coloração simples) e 58,96% (Spermac). Não foram 

encontrados relatos de avaliação da integridade de acrossoma em sêmen de Alouatta 

caraya, o que ressalta a importância da obtenção destes dados para a espécie, uma 

vez que o acrossoma contém enzimas envolvidas no processo de fecundação 

(GARNER & HAFEZ, 2004) e, portanto, a porcentagem de espermatozoides com 

acrossomas íntegros está diretamente ligada à fertilidade do sêmen. A média 

encontrada foi próxima das médias de 61,8 e 67,4%, encontradas para sêmen de 

Cebus apella, (PAZ et al., 2006a, 2006b), e de 61 e 65%, encontradas para sêmen de 

Callimico goeldii, (ARAKAKI et al., 2011). Porém, foi inferior às médias de 84,13% e 

85,04% encontradas para sêmen de Callithrix jacchus no Brasil e na Alemanha, 

respectivamente (VALLE, 2007), e de 78,9% para sêmen de Callithrix penicillata 

(MASSAROTO et al., 2010). 

Com relação à atividade citoquímica mitocondrial, 58,67% dos espermatozoides 

apresentaram atividade mitocondrial alta (Classes I e II), valor inferior ao relatado para 

sêmen de Callithrix penicillata em que 78,3% dos espermatozoides foram classificados 

como Classe I (MASSAROTO et al., 2010). Além das diferenças decorrentes do fato de 

serem espécies diferentes, essa inferioridade na qualidade do sêmen, tanto com 
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relação à integridade de acrossoma, como com relação à atividade mitocondrial, pode 

ser decorrente do método de colheita, visto que no presente trabalho e nos trabalhos 

realizados com Cebus apella e Callimico goeldii o sêmen foi colhido por 

eletroejaculação, enquanto nos trabalhos com Callithrix jacchus e Callithrix penicillata, o 

sêmen foi colhido por vibroestimulação peniana. Estudos realizados com Saimiri 

boliviensis (YEOMAN et al., 1997, 1998) e Callithrix jacchus (SCHNEIDERS et al., 

2004) demonstraram que o sêmen colhido por vibroestimulação peniana possui 

qualidade superior quando comparado ao colhido por eletroejaculação. 

Os dados apresentados no Quadro 1 são relativos à análise de correlação entre 

os parâmetros avaliados em sêmen fresco. O volume correlacionou positivamente com 

o pH, motilidade total, motilidade progressiva e integridade de acrossoma. A partir 

dessas informações pode-se inferir que quanto maior o volume, maior a contribuição 

das vesículas seminais, visto que a secreção destas glândulas possui pH alcalino 

(WHO, 2010), o que proporciona aumento do pH seminal. Além disso, é possível que a 

secreção proveniente das vesículas seminais contenha substâncias que contribuem 

para o aumento da motilidade e manutenção da integridade de acrossoma. 

A concentração correlacionou positivamente com as motilidades total e 

progressiva, com a integridade de acrossoma e com a atividade mitocondrial classes I e 

III. Isso, provavelmente, reflete o aumento da qualidade geral do sêmen a cada colheita, 

fato que foi observado ao longo do estudo. O mesmo vale para as correlações entre os 

demais parâmetros que não dependem um do outro. Já a correlação observada entre a 

motilidade total e a progressiva era esperada, visto que a motilidade total inclui a 

motilidade progressiva. Adicionalmente, as correlações observadas entre as diferentes 

classes de atividade mitocondrial também eram esperadas já que são classes dentro de 

um mesmo parâmetro. Contudo, a correlação negativa entre a motilidade total e a 

atividade mitocondrial classe I, é um dado paradoxal, que pode refletir uma possível 

dificuldade do DAB em penetrar a membrana do espermatozoide de Alouatta caraya, 

conforme sugerido por HRUDKA (1987) para sêmen de suínos. A atividade mitocondrial 

classe I apresentou tendência estatística (P=0,0773) de correlação negativa (r=-

0,36749) com a integridade de membrana plasmática. Adicionalmente, os dados 
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observados na comparação entre o sêmen fresco e o criopreservado demonstram que 

ao mesmo tempo em que a atividade mitocondrial classe I aumentou após a 

descongelação, a integridade de membrana diminuiu. Ambos os resultados corroboram 

a suposição de que existe certa dificuldade do DAB em penetrar a membrana 

plasmática íntegra do espermatozoide de Alouatta caraya. 

 
 
Quadro 1. Análise da correlação entre os parâmetros avaliados em sêmen fresco de Alouatta caraya. O 

primeiro valor corresponde ao coeficiente de correlação (r) e o segundo valor corresponde ao 
P (probabilidade estatística). 

Parâmetro Vol pH Conc Mot MotP IMP
IA 

(Spermac)
IA 

(Pope)
ACM 

ClasseI
ACM 

Classe II
ACM 

Classe III
ACM 

Classe IV

Vol 1,00
0,38799 
(0,0502)

0,14295 
(0,4860)

0,53668 
(0,0047)

0,53701 
(0,0047)

0,03508 
(0,8649)

0,33801 
(0,0912)

0,44251 
(0,0236)

0,17187 
(0,4219)

-0,04773 
(0,8247)

0,02638 
(0,9026)

-0,04168 
(0,8467)

pH 1,00
0,10549 
(0,6080)

-0,11281 
(0,5832)

-0,06931 
(0,7365)

-0,01546 
(0,9402)

0,14522 
(0,4791)

0,14075 
(0,4928)

0,14047 
(0,5127)

0,22314 
(0,2946)

-0,31178 
(0,1380)

-0,06363 
(0,7677)

Conc 1,00
0,45476 
(0,0196)

0,47959 
(0,0132)

0,35443 
(0,0756)

0,57143 
(0,0023)

0,55286 
(0,0034)

0,72910 
(<0,0001)

-0,43181 
(0,0351)

0,45369 
(0,0260)

0,37252 
(0,0730)

Mot 1,00
0,96840 

(<0,0001)
0,37518 
(0,0589)

0,64337 
(0,0004)

0,69924 
(<0,001)

-0,55373 
(0,0050)

-0,11979 
(0,5771)

0,28731 
(0,1734)

-0,01325 
(0,9510)

MotP 1,00
0,42075 
(0,0323)

0,61337 
(0,0009)

0,65829 
(0,003)

-0,47779 
(0,0182)

-0,08317 
(0,6992)

0,22169 
(0,2978)

-0,00967 
(0,9642)

IMP 1,00
0,45112 
(0,0207)

0,41578 
(0,0346)

-0,36749 
(0,0773)

0,16398 
(0,4439)

-0,05453 
(0,8002)

-0,2477 
(0,243)

IA (Spermac) 1,00
0,96525 
(<0.0001

-0,64082 
(0,0007)

-0,05146 
(0,8113)

0,15115 
(0,4808)

-0,06200 
(0,7735)

IA (Pope) 1,00
-0,68699 
(0,0002)

-0,01853 
(0,9315)

0,15940 
(0,4569)

-0,08162 
(0,7046)

ACM ClasseI 1,00
0,43973 
(0,0315)

-0,62101 
(0,0012)

-031713 
(0,1311)

ACM Classe II 1,00
-0,86132 
(<0,0001)

-0,82208 
(<0,0001)

ACM Classe III 1,00
0,62352 
(0,0011)  

Vol=volume; Conc=concentração; Mot=motilidade total; MotP=motilidade progressiva; IMP=integridade de 
membrana plasmática; IA=integridade de acrossoma; ACM=atividade citoquímica mitocondrial. 
 
 

2. EXPERIMENTO II – Efeito da criopreservação com diferentes diluidores 
Os dados das Tabelas 5 a 8 e as Figuras 21 a 26 refletem o desempenho de 

cada diluidor testado – Test-lecitina de soja com glicerol 3% (L3) ou 4% (L4) e Test-

gema de ovo com glicerol 3% (G3) ou 4% (G4) – por meio da comparação entre os 

parâmetros analisados no sêmen fresco e no sêmen criopreservado com cada diluidor. 

De modo geral, o sêmen criopreservado com diluidores à base de gema de ovo teve 
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desempenho semelhante ao criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja 

com relação ao sêmen fresco, quanto à motilidade total, motilidade progressiva, 

integridade de membrana e atividade citoquímica mitocondrial. Entretanto, o sêmen 

criopreservado com diluidores à base de gema de ovo teve desempenho melhor quanto 

à suscetibilidade ao estresse oxidativo (TBARS) e à suscetibilidade da cromatina à 

desnaturação ácida (IFD). 

 

 
Tabela 5. Dados (média ± erro padrão) e resultados do teste t de Student referentes ao exame de sêmen 

(n=20) de Alouatta caraya antes e após a criopreservação com diluidor à base de lecitina de 
soja com glicerol a 3%. 
Parâmetro Sêmen fresco Sêmen congelado P 

Motilidade Total 73,00±3,25 20,15±2,86 <0,0001 
Motilidade Progressiva 59,50±3,94 8,80±1,92 <0,0001 
Membrana Plasmática Íntegra 50,00±3,80 20,15±2,86 <0,0001 
Acrossoma Íntegro 65,70±2,80 69,30±1,80 0,2862 

ACM Classe I 4,72±1,09 27,25±2,34 <0,0001 
ACM Classe II 49,83±5,47 39,50±2,19 0,0932 

ACM Classe III 34,56±4,24 24,90±1,70 0,0460 
ACM Classe IV 10,89±3,04 8,35±0,91 0,4329 

TBARS 166,13±53,76 522,04±156,22 0,0423 
IFD 14,54±3,86 28,64±5,70 0,0476 

Os valores em negrito indicam P significativo ao nível de 5%. ACM=atividade citoquímica mitocondrial; 
TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de fragmentação de DNA. 
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Tabela 6. Dados (média ± erro padrão) e resultados do teste t de Student referentes ao exame de sêmen 

(n=20) de Alouatta caraya fresco e criopreservado com diluidor à base de lecitina de soja com 
glicerol a 4%. 

Parâmetro Sêmen fresco Sêmen congelado P 
Motilidade Total 73,00±3,25 20,45±2,21 <0,0001 
Motilidade Progressiva 59,50±3,94 7,00±1,19 <0,0001 
Membrana Plasmática Íntegra 50,00±3,80 19,50±2,17 <0,0001 
Acrossoma Íntegro 65,70±2,80 71,00±2,29 0,1509 
ACM Classe I 4,72±1,09 26,95±2,67 <0,0001 
ACM Classe II 49,83±5,47 38,05±2,29 0,0591 
ACM Classe III 34,56±4,24 25,00±1,39 0,0444 
ACM Classe IV 10,89±3,04 10,00±2,13 0,8092 
TBARS 166,13±53,76 485,35±147,00 0,0532 
IFD 14,54±3,86 30,60±6,49 0,0415 
Os valores em negrito indicam P significativo ao nível de 5%. ACM=atividade citoquímica mitocondrial; 
TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de fragmentação de DNA. 
 
 
Tabela 7. Dados (média ± erro padrão) e resultados do teste t de Student referentes ao exame de sêmen 
(n=20) de Alouatta caraya fresco e criopreservado com diluidor à base de gema de ovo com glicerol a 
3%. 

Parâmetro Sêmen fresco Sêmen congelado P 
Motilidade Total 73,00±3,25 22,55±2,63 <0,0001 
Motilidade Progressiva 59,50±3,94 12,80±2,25 <0,0001 
Membrana Plasmática Íntegra 50,00±3,80 27,45±2,80 <0,0001 
Acrossoma Íntegro 65,70±2,80 64,95±2,23 0,8352 
ACM Classe I 4,72±1,09 28,20±2,19 <0,0001 
ACM Classe II 49,83±5,47 43,05±2,42 0,2684 
ACM Classe III 34,56±4,24 20,80±1,66 0,0063 
ACM Classe IV 10,89±3,04 7,05±0,98 0,2430 
TBARS 166,13±53,76 342,50±150,52 0,2815 
IFD 14,54±3,86 19,12±4,90 0,4674 
Os valores em negrito indicam P significativo ao nível de 5%. ACM=atividade citoquímica mitocondrial; 
TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de fragmentação de DNA. 
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Tabela 8. Dados (média ± erro padrão) e resultados do teste t de Student referentes ao exame de sêmen 

(n=20) de Alouatta caraya fresco e criopreservado com diluidor à base de gema de ovo com 
glicerol a 4%. 

Parâmetro Sêmen fresco Sêmen congelado P 
Motilidade Total 73,00±3,25 26,40±2,98 <0,0001 
Motilidade Progressiva 59,50±3,94 16,80±2,55 <0,0001 
Membrana Plasmática Íntegra 50,00±3,80 27,15±3,08 <0,0001 
Acrossoma Íntegro 65,70±2,80 66,75±2,26 0,7719 
ACM Classe I 4,72±1,09 28,80±2,15 <0,0001 
ACM Classe II 49,83±5,47 38,80±2,56 0,0802 
ACM Classe III 34,56±4,24 22,80±1,57 0,0165 
ACM Classe IV 10,89±3,04 9,60±1,18 0,6965 
TBARS 166,13±53,76 272,66±95,56 0,3390 
IFD 14,54±3,86 21,89±22,55 0,2545 
ACM=atividade citoquímica mitocondrial; TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de 
fragmentação de DNA. 
 

 

 
Figura 21. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de motilidade total e 
progressiva, referentes ao sêmen de Alouatta caraya fresco e 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4). *indica diferença estatística do sêmen 
criopreservado em relação ao fresco pelo teste LSD. 
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Figura 22. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de membrana plasmática 
íntegra, referentes ao sêmen de Alouatta caraya fresco e 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4). *indica diferença estatística do sêmen 
criopreservado em relação ao fresco pelo teste LSD. 

 
 

 
Figura 23. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de integridade de acrossoma, 
referentes ao sêmen de Alouatta caraya fresco e 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4).  
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Figura 24. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de atividade citoquímica 
mitocondrial (ACM), referentes ao sêmen de Alouatta caraya 
fresco e criopreservado com diluidores à base de lecitina de 
soja com glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo 
com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). *indica diferença 
estatística do sêmen criopreservado em relação ao fresco 
pelo teste LSD. 

 
 

 
Figura 25. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de concentração de TBARS, 
referentes ao sêmen de Alouatta caraya fresco e 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4). *indica diferença estatística do sêmen 
criopreservado em relação ao fresco pelo teste LSD. 
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Figura 26. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de índice de fragmentação de 
DNA, referentes ao sêmen de Alouatta caraya fresco e 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4). *indica diferença estatística do sêmen 
criopreservado em relação ao fresco pelo teste LSD. 

 
 

O sêmen criopreservado apresentou diminuição significativa dos parâmetros 

motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana plasmática com 

relação ao sêmen fresco, independente do diluidor utilizado. A diminuição da motilidade 

e da integridade de membrana plasmática era esperada devido aos danos causados 

pelo processo de congelação. Entretanto, a queda desses parâmetros foi muito brusca. 

Vários fatores relativos tanto aos diluidores, como ao protocolo de congelação poderiam 

ser responsáveis pela resposta obtida no presente trabalho. Uma possível causa para 

isto seria a hiperosmolalidade dos meios utilizados. Segundo MORELAND et al. (2001) 

o sêmen de Alouatta caraya possui osmolalidade de 356,70 ± 26,10 mmol/kg. Um 

estudo que comparou vários diluidores para criopreservação de sêmen de Macaca 

fascicularis, mostrou melhores resultados para diluidores com hiperosmolalidade 

moderada (344-425 mOsm/kg) com relação ao sêmen (LI et al., 2005). No presente 

estudo a osmolalidade dos meios diluidores não foi avaliada, porém no estudo de LI et 

al. (2005), um diluidor muito semelhante aos diluidores à base de gema de ovo 

utilizados neste estudo apresentou osmolalidade de 728 mOsm/kg, o que caracteriza 
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hiperosmolalidade alta com relação ao sêmen de Alouatta caraya. A utilização de 

diluidores com osmolalidade mais próxima da osmolalidade do sêmen seria uma 

possível solução para esse problema. Outra possível causa para a queda destes 

parâmetros seria a lesão osmótica causada pela adição do glicerol (GAO et al., 1995). 

Apesar de já ter sido demonstrado que a adição de glicerol em fração única é benéfica 

em algumas espécies (MORRIER et al., 2002; SALOMON & RITAR, 1982; SILVA et al., 

2003), a tolerância ao estresse osmótico pode variar de espécie para espécie. Para 

seres humanos determinou-se que o ideal para minimizar a lesão osmótica é a adição 

do glicerol em quatro frações com molaridade fixa e remoção em oito frações com 

molaridade fixa (GAO et al., 1995). Possivelmente, a utilização deste protocolo seja 

mais apropriada para sêmen de Alouatta caraya. Além disso, o diluidor foi adicionado a 

37°C, o que pode ter aumentado a toxicidade do glicerol. A adição do glicerol em 

temperaturas mais baixas poderia reduzir a toxicidade do mesmo (GAO et al., 1995) 

com consequente melhora da qualidade do sêmen criopreservado. Outro fator que pode 

ter influenciado negativamente esses parâmetros é a curva de congelação utilizada. 

Utilizou-se, empiricamente, a curva padrão estabelecida para bovinos. Entretanto, essa 

curva é utilizada para palhetas de 250 μl, enquanto no presente trabalho utilizaram-se 

palhetas de 100 μl. Por ser um volume menor, a velocidade de resfriamento 

provavelmente foi maior, o que pode ter influenciado negativamente tanto na 

integridade de membrana como na motilidade dos espermatozoides. Possivelmente, a 

utilização de uma curva de congelação mais lenta poderia ser mais adequada para o 

volume de sêmen utilizado. 

Com relação à atividade citoquímica mitocondrial, o sêmen criopreservado 

apresentou aumento significativo da classe I e diminuição significativa da classe III com 

relação ao sêmen fresco, independente do diluidor utilizado. Como descrito por 

HRUDKA (1987), existem substâncias que podem inibir a atividade mitocondrial 

reversível ou irreversivelmente. Isso poderia ser uma possível causa para o aumento da 

atividade mitocondrial pós-descongelação. Ou seja, alguma substância presente no 

plasma seminal, ou na solução de Ringer com lactato poderia atuar como inibidor da 

atividade mitocondrial. Ao diluir o sêmen com os diluidores crioprotetores, essa inibição 
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teria sido diminuída ou até cessada, com consequente aumento da atividade 

mitocondrial. Ainda segundo este autor, o DAB penetra facilmente a membrana 

plasmática intacta em várias espécies, mas tem dificuldade em penetrar a membrana 

do espermatozoide suíno. Embora o autor não discuta as possíveis causas desta 

dificuldade, é possível que também exista certa dificuldade em penetrar o 

espermatozoide de Alouatta caraya. A instabilidade das membranas plasmáticas no 

pós-descongelação poderia facilitar a penetração do corante na célula, e isto teria 

aumentado o número de espermatozoides com a bainha mitocondrial totalmente corada 

(classe I) e, consequentemente, diminuído os espermatozoides classificados como 

classe III. Mais estudos são necessários para avaliar se realmente existe essa 

dificuldade e determinar as causas. 

A suscetibilidade ao estresse oxidativo foi significativamente maior após a 

criopreservação apenas para o sêmen criopreservado com o diluidor L3. Já a 

fragmentação de DNA foi significativamente maior para o sêmen criopreservado com os 

diluidores L3 e L4. Os dados sugerem que a lecitina de soja conferiu menor proteção da 

membrana plasmática, deixando o espermatozoide mais suscetível ao estresse 

oxidativo, com consequente fragmentação de DNA. Possivelmente, a concentração de 

lecitina de soja utilizada (1%) tenha sido muito baixa para a espécie em questão, o que 

impossibilitou a proteção necessária para impedir os efeitos deletérios da 

criopreservação. São necessários estudos com outras concentrações de lecitina de soja 

para avaliar a viabilidade deste aditivo para congelação de sêmen de Alouatta caraya e 

de outros primatas não-humanos. O glicerol também foi um fator importante, visto que 

os espermatozoides congelados com glicerol a 3% foram mais suscetíveis ao estresse 

oxidativo do que aqueles congelados com glicerol a 4%. A partir destes resultados, 

pode-se inferir que, se respeitada a tolerância ao estresse osmótico e a temperatura 

ideal para adição do glicerol, os espermatozoides dessa espécie podem ser 

beneficiados por concentrações maiores de glicerol. 

Como não foram encontrados relatos de criopreservação de sêmen de Alouatta 

caraya, os dados obtidos neste experimento foram comparados com os obtidos em 

outras espécies de PN, quando disponíveis, ou de PVM. 
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As médias de motilidade total pós-descongelação variaram de 20,15 a 26,40%, 

dependendo do diluidor utilizado. Essas médias foram mais baixas que as médias de 

51,80 e 53,80%, obtidas para sêmen de dois machos de Saimiri sciureus (DENIS et al., 

1976) e de 41% obtida para sêmen de Saimiri boliviensis (YEOMAN et al., 1997). 

Também foram mais baixas do que os valores de 50 a 70% obtidos para sêmen de 

Saguinus labiatus (SANKAI et al., 1997), todavia, estes últimos lavaram o sêmen antes 

e após a congelação pelo método Percoll 90%, o que elimina grande parte dos 

espermatozoides mortos ou imóveis, aumentando, assim, a porcentagem de 

espermatozoides móveis. Quando comparados aos resultados obtidos por VALLE 

(2007), para sêmen de Callithrix jacchus, que variaram de 0 a 7,38%, a motilidade total 

foi bem maior e, em ambos os casos, foram considerados todos os espermatozoides, 

pois não houve lavagem da amostra após a descongelação. Quanto à motilidade 

progressiva pós-descongelação, apenas o trabalho de VALLE (2007) relata esse 

parâmetro, sendo que os valores de 8,80 a 16,80%, obtidos no presente trabalho, 

superam os valores de 0 a 4,23% obtidos para sêmen de Callithrix jacchus. Além de se 

tratar de espécies diferentes, fato que poderia explicar esta diferença, os protocolos de 

congelação utilizados em cada estudo foram diferentes e este fator pode ter contribuído 

ainda mais para os valores mais altos no presente estudo. Uma diferença importante 

entre os estudos que pode ter influenciado nos valores foi o uso de um congelador 

automático para a congelação do sêmen de Alouatta caraya, o que propiciou maior 

controle e regularidade na curva de resfriamento e de congelação. 

Com relação à integridade de membrana plasmática (anteriormente denominada 

vitalidade espermática) pós-descongelação, as médias variaram de 20,15 a 27,15%. 

Estas médias foram superiores à média de 13,20% (diluidor à base de água de coco 

com glicerol a 2,5%) e semelhantes à média de 26,20% (diluidor TES-TRIS com glicerol 

a 3,5%) obtidas para sêmen de Cebus apella (OLIVEIRA et al., 2011). De acordo com 

estes autores a média inferior (13,20%), provavelmente foi consequência da 

concentração menor de glicerol utilizada, o que também ocorreu no presente trabalho. 

Ou seja, concentrações maiores de glicerol foram benéficas para a integridade de 

membrana em ambos os trabalhos. Quando comparadas ao trabalho de VALLE (2007), 
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que avaliou três protocolos de congelação diferentes, as médias foram superiores às 

médias de 2,5% (sem fase de equilíbrio e de vapor) e 18% (sem fase de equilíbrio), e 

semelhantes à média de 24,96% (com fase de equilíbrio e de vapor), obtidas com os 

diferentes protocolos de congelação. Neste último trabalho a utilização tanto da fase de 

equilíbrio, como da fase de vapor foram benéficas para manutenção da integridade de 

membrana. No presente trabalho foi utilizada fase de equilíbrio semelhante ao trabalho 

de VALLE (2007), o que justifica os resultados semelhantes. 

A integridade de acrossoma pós-descongelação variou de 64,95 a 71,00%, 

valores bem superiores aos obtidos por VALLE (2007), para sêmen de Callithrix 

jacchus, que variaram de 16,58 a 33,38%. Os resultados indicam que o acrossoma dos 

espermatozoides de Alouatta caraya é bastante resistente visto que a porcentagem de 

espermatozoides com acrossoma íntegro foi mantida após a congelação, independente 

do diluidor utilizado. Em trabalhos futuros, é importante observar se as alterações 

necessárias para melhorar os demais parâmetros não vão atuar negativamente na 

integridade de acrossoma. 

Levando em consideração a soma das classes I e II de atividade citoquímica 

mitocondrial pós-descongelação, que indicam boa atividade mitocondrial, as médias 

variaram de 65,00 a 71,30%, valores próximos das médias obtidas por VALLE (2007), 

para sêmen de Callithrix jacchus, que variaram de 72,30 a 76,00%. Essa consistência 

nos dados para ambas as espécies, independente do protocolo utilizado para 

criopreservação, permite inferir que a respiração celular não foi afetada pelo processo 

de congelação, ou seja, os espermatozoides se mantiveram vivos e respirando após a 

criopreservação. A ausência de motilidade na maior parte dos espermatozoides não foi 

decorrente de morte celular. Outros processos estão envolvidos na perda de motilidade. 

Como afirmado por HRUDKA (1987), a motilidade e a fertilidade dos espermatozoides 

são funções superiores que não dependem somente da citocromo c oxidase, mas de 

muitos outros fatores. A citocromo c oxidase está relacionada com a geração de 

energia, enquanto a motilidade está relacionada com a utilização da mesma. 

As médias de peroxidação lipídica variaram de 272,66 a 522,04 mg de 

TBARS/106 sptz. Como apontado na Introdução deste trabalho, o acúmulo de 
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hidroperóxidos e a formação de produtos citotóxicos alteram a membrana celular e 

geram transtornos de permeabilidade com consequentes alterações de DNA, proteínas 

e componentes da matriz extracelular (LUZ et al., 2011). Apesar do papel fisiológico da 

peroxidação lipídica no processo de capacitação do espermatozoide, segundo AITKEN 

et al. (1989), a peroxidação lipídica é mais acelerada em populações de 

espermatozoides defeituosos, os quais se tornam refratários aos sinais de cálcio, de 

forma que a fusão espermatozoide-oócito não ocorra na presença de ionóforo A23187. 

Ou seja, quando a peroxidação lipídica é muito alta, os espermatozoides ficam 

incapacitados para a fusão com o oócito. As médias de concentração de TBARS do 

sêmen congelado com diluidores à base de lecitina de soja foram significativamente 

maiores após a descongelação, enquanto as do sêmen congelado com diluidores à 

base de gema de ovo não diferiram do sêmen fresco. Possivelmente, o sêmen 

congelado com diluidores à base de gema de ovo tem maior probabilidade de sucesso 

na fusão com o oócito, visto que foi menos suscetível ao estresse oxidativo. 

A média de índice de fragmentação de DNA (IFD) do sêmen fresco foi de 

14,54%, valor maior do que os valores obtidos para sêmen fresco de Macaca mulatta 

que foram de 1,9 e 8,5%, para animais tratados com dieta com restrição calórica e dieta 

controle, respectivamente (SITZMANN et al., 2010). Entretanto, o valor obtido no 

presente trabalho está dentro dos valores de 11,2 e 15,5% para sêmen de homens de 

casais que obtiveram gestação dentro de três meses ou 4-12 meses, respectivamente 

(EVENSON & JOST, 2000). As médias de IFD pós-descongelação variaram de 19,12 a 

30,60%, valores superiores ao de 17,2%, obtido para homens de casais que não 

obtiveram gestação por mais de um ano (EVENSON & JOST, 2000). Ainda segundo 

estes autores, amostras de sêmen humano com valores de IFD iguais ou maiores que 

30%, provavelmente não serão capazes de fecundar o óvulo, tanto in vivo como in vitro. 

A partir desta informação, podemos inferir que as amostras criopreservadas com 

diluidores à base de gema de ovo (IFD de 19,12 e 21,89%) têm maior possibilidade de 

sucesso na fecundação quando comparadas as amostras congeladas com diluidores à 

base de lecitina de soja (IFD de 28,64 e 30,60%). Apesar dos índices de fragmentação 

relativamente altos, é possível que o sêmen criopreservado com os diluidores L3, G3 e 



58 
 

 

G4 seja viável para uso em fecundação in vitro (FIV) ou injeção intracitoplasmática de 

espermatozoide (ICSI), visto que apresentaram IFD inferior a 30%. Todavia, devemos 

levar em consideração que são espécies diferentes e as informações obtidas para 

sêmen humano podem não ser válidas para sêmen de Alouatta caraya. 

 

 

3. EXPERIMENTO III – Efeito do tempo de incubação e do diluidor sobre as 
características seminais pós-descongelação 
Os dados das Tabelas 9 a 11 refletem o desempenho do sêmen criopreservado 

com os diferentes diluidores ao longo do tempo pós-descongelação. A ANOVA mostrou 

que não houve interação entre os fatores tempo e tratamento para nenhum dos 

parâmetros. Quanto ao efeito do tratamento (Figuras 27 a 32), o sêmen criopreservado 

com os diluidores G3 e G4 teve desempenho melhor quanto aos parâmetros motilidade 

progressiva e integridade de membrana, enquanto o sêmen criopreservado com os 

diluidores L3 e L4 teve desempenho melhor quanto ao parâmetro integridade de 

acrossoma. Quanto ao efeito do tempo (Figuras 33 a 35), os parâmetros motilidade total 

e motilidade progressiva diminuíram significativamente dos 10 minutos aos 40 minutos 

pós-descongelação e se mantiveram dos 40 minutos aos 80 minutos pós-

descongelação. Não houve diferença entre os diluidores ou entre os tempos para os 

demais parâmetros. 
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Tabela 9. Resultados da Análise de Variância (ANOVA) dos parâmetros avaliados em sêmen (n=20) de 

Alouatta caraya em três tempos pós-descongelação (fator tempo) para comparação de quatro 
diluidores para criopreservação (fator tratamento). 

Parâmetro ANOVA 
Tempo TTM Tempo*TTM 

Motilidade Total <0,0001 0,2210 0,8461 
Motilidade Progressiva <0,0001 <0,0001 0,0974 
Membrana Plasmática Íntegra 0,1701 <0,0001 0,9665 

Acrossoma Íntegro 0,1237 <0,0001 0,7144 
ACM Classe I 0,0670 0,4120 0,9589 
ACM Classe II 0,0591 0,7839 0,4853 
ACM Classe III 0,7906 0,2619 0,9326 
ACM Classe IV 0,3645 0,3854 0,9582 
TBARS - 0,5381 - 
IFD - 0,6532 - 
C.V.=coeficiente de variação; TTM=tratamento; ACM=atividade citoquímica mitocondrial; 
TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de fragmentação de DNA. 

 
 

Tabela 10. Resultados (média ± erro padrão) da Análise de Variância (ANOVA) e do teste de 
comparação de médias (LSD) dos parâmetros avaliados em sêmen (n=20) criopreservado 
de Alouatta caraya para o fator tratamento. 

Parâmetro 
Diluidor 

P 
L3 L4 G3 G4 

Motilidade Total 15,59±1,43 16,29±1,18 17,68±1,31 19,08±1,55 0,2854 

Motilidade Progressiva 5,12±0,85b 5,12±0,62b 9,23±1,04a 9,76±1,21a 0,0001 

MPI 17,40±1,50b 18,22±1,28b 24,32±1,64a 26,76±1,68a <0,0001 

AI 70,04±1,06a 68,71±1,20a 63,71±1,29b 63,19±1,43b <0,0001 

ACM Classe I 25,90±1,48 24,03±1,33 27,20±1,37 26,32±1,27 0,4098 

ACM Classe II 40,79±1,26 42,15±1,44 42,64±1,42 41,22±1,48 0,7791 

ACM Classe III 23,98±1,00 24,05±0,93 21,66±0,97 22,78±0,97 0,2496 

ACM Classe IV 9,33±0,69 9,76±0,84 8,36±0,66 9,53±0,61 0,3767 

TBARS 522,04±156,22 485,35±147,00 342,50±150,52 272,66±95,56 0,5381 

IFD 28,64±5,70 30,60±6,49 19,12±4,90 21,89±5,04 0,6532 
MPI=membrana plasmática íntegra; AI=acrossoma íntegro; ACM=atividade citoquímica mitocondrial; 
TBARS=espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; IFD=índice de fragmentação de DNA; Diluidor L3=Test-
lecitina de soja com glicerol 3%; Diluidor L4=Test-lecitina de soja com glicerol 4%; Diluidor G3=Test-gema 
de ovo com glicerol 3%; Diluidor G4=Test-gema de ovo com glicerol 4%. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste LSD 
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Figura 27. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de motilidade total e 
progressiva de sêmen de Alouatta caraya criopreservado 
com diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% 
(L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 
4% (G4). Médias, referentes ao mesmo parâmetro, com a 
mesma letra (acima das barras) não diferem entre si pelo 
teste LSD. 

 
 

 
Figura 28. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de integridade de membrana 
plasmática de sêmen de Alouatta caraya criopreservado com 
diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% 
(G4). Médias com a mesma letra (acima das barras) não 
diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 29. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de integridade de acrossoma 
de sêmen de Alouatta caraya criopreservado com diluidores 
à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) 
e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). 
Médias com a mesma letra (acima das barras) não diferem 
entre si pelo teste LSD. 

 
 

 
Figura 30. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de atividade citoquímica 
mitocondrial (ACM) de sêmen de Alouatta caraya 
criopreservado com diluidores à base de lecitina de soja com 
glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol 
a 3% (G3) ou 4% (G4). 
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Figura 31. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de concentração de TBARS 
de sêmen de Alouatta caraya criopreservado com diluidores 
à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) ou 4% (L4) 
e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% (G4). 

 
 

 
Figura 32. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de índice de fragmentação de 
DNA de sêmen de Alouatta caraya criopreservado com 
diluidores à base de lecitina de soja com glicerol a 3% (L3) 
ou 4% (L4) e de gema de ovo com glicerol a 3% (G3) ou 4% 
(G4).  
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Tabela 11. Resultados (média ± erro padrão) da Análise de Variância (ANOVA) e do teste de 

comparação de médias (LSD) dos parâmetros avaliados em sêmen (n=20) 
criopreservado de Alouatta caraya para o fator tempo. 

Parâmetro 
Tempo (min) 

P 
10 40 80 

Motilidade Total 22,39±1,35a 15,55±1,01b 13,32±0,92b <0,0001 
Motilidade Progressiva 11,35±1,09a 5,79±0,62b 4,65±0,54b <0,0001 
MPI 23,56±1,41 21,41±1,37 20,00±1,39 0,1941 
AI 68,00±1,09 66,19±1,08 64,84±1,22 0,1428 
ACM Classe I 27,80±1,15 25,80±1,19 23,87±1,17 0,0634 
ACM Classe II 39,85±1,18 41,48±1,29 43,93±1,10 0,0573 
ACM Classe III 23,38±0,80 23,31±0,85 22,63±0,87 0,7880 
ACM Classe IV 8,75±0,69 9,54±0,55 9,45±0,58 0,3573 
MPI=membrana plasmática íntegra; AI=acrossoma íntegro; ACM=atividade citoquímica 
mitocôndria. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste LSD 

 
 

 
Figura 33. Representação gráfica das médias (colunas) e erros padrões 

(barras nos topos das colunas) de motilidade total e 
progressiva de sêmen descongelado de Alouatta caraya 
incubado em banho-maria a 37°C durante 10, 40 e 80 
minutos pós-descongelação. Médias, referentes ao mesmo 
parâmetro, com a mesma letra (acima das barras) não 
diferem entre si pelo teste LSD. 
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Figura 34. Representação gráfica gráfica das médias (colunas) e erros 

padrões (barras nos topos das colunas) de membrana 
plasmática e acrossoma íntegros de sêmen descongelado de 
Alouatta caraya incubado em banho-maria a 37°C durante 
10, 40 e 80 minutos pós-descongelação. 

 
 

 
Figura 35. Representação gráfica gráfica das médias (colunas) e erros 

padrões (barras nos topos das colunas) de atividade 
citoquímica mitocondrial (ACM) de sêmen descongelado de 
Alouatta caraya incubado em banho-maria a 37°C durante 
10, 40 e 80 minutos pós-descongelação. 

 
 

De acordo com revisão realizada por STOREY (1997), a peroxidação lipídica 

causa lesão à membrana plasmática do espermatozoide, o que leva à perda dos 
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componentes do citosol e consequente morte celular, caracterizada por perda total da 

motilidade. Os resultados do presente experimento corroboram essas informações, 

visto que os espermatozoides com estresse oxidativo maior (diluidores L3 e L4), 

apresentaram integridade de membrana plasmática e motilidade progressiva 

significativamente menores do que os espermatozoides com estresse oxidativo menor 

(diluidores G3 e G4). 

Os dados apresentados no Quadro 2 são referentes à análise de correlação 

entre os parâmetros analisados em sêmen criopreservado. Como esperado, houve 

correlação negativa da motilidade e da integridade de membrana plasmática com o 

estresse oxidativo (TBARS) e a fragmentação de DNA, de acordo com o discutido 

anteriormente. Ou seja, quanto maior o estresse oxidativo maior a fragmentação de 

DNA e menor a porcentagem de espermatozoides móveis e com membrana plasmática 

íntegra. Estes resultados sugerem que tanto a integridade de membrana plasmática 

quanto a motilidade são parâmetros importantes, ligados diretamente ao estresse 

oxidativo e à fragmentação de DNA, e devem ser preservados durante o processo de 

congelação para manutenção do potencial de fecundação dos espermatozoides. 
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Quadro 2. Análise da correlação entre os parâmetros avaliados em sêmen criopreservado de Alouatta 

caraya. O primeiro valor corresponde ao coeficiente de correlação (r) e o segundo valor 
corresponde ao P (probabilidade estatística). 

Parâmetro Mot MotP IMP IA (Pope)
ACM 

ClasseI
ACM 

Classe II
ACM 

Classe III
ACM 

Classe IV
TBARS SCDA

Mot 1,00
0,81140 

(<0,0001)
0,70424 

(<0,0001)
0,12346 

(<0,0593)
-0,03042 
(0,6427)

-0,03849 
(0,5572)

0,15453 
(0,0178)

-0,08578 
(0,1901)

-0,30152 
(0,0077)

-0,25829 
(0,0207)

MotP 1,00
0,58667 

(<0,0001)
-0,05534 
(0,3994)

0,01978 
(0,7629)

-0,09063 
(0,1661)

0,19046 
(0,0034)

-0,04215 
(0,5202)

-0,44147 
(<0.0001)

-0,13551 
(0,2307)

IMP 1,00
0,03137 
(0,6330)

-0,05946 
(0,3641)

0,11544 
(0,0774)

-0,10383 
(0,1124)

-0,14988 
(0,0215)

-0,43720 
(<0,0001)

-0,28307 
(0,0110)

IA (Pope) 1,00
0,12753 
(0,0514)

-0,09720 
(0,1382)

-0,05151 
(0,4329)

0,07335 
(0,2637)

-0,04733 
(0,6827)

-0,15952 
(0,1575)

ACM ClasseI 1,00
-0,55869 
(<0,0001)

-0,43284 
(<0,0001)

-16522 
(0,0112)

-0,15305 
(0,1839)

0,04640 
(0,6827)

ACM Classe II 1,00
-0,34583 
(<0,0001)

-0,41596 
(<0,0001)

0,07795 
(0,5004)

-0,12778 
(0,2587)

ACM Classe III 1,00
0,30024 

(<0,0001)
0,06843 
(0,5543)

0,00960 
(0,9326)

ACM Classe IV 1,00
-0,04914 
(0,6713)

0,09754 
(0,3894)

TBARS 1,00
0,16705 
(0,1465)  

Vol=volume; Conc=concentração; Mot=motilidade total; MotP=motilidade progressiva; IMP=integridade de 
membrana plasmática; IA=integridade de acrossoma; ACM=atividade citoquímica mitocondrial. 
 
 

São necessários mais estudos para obtenção de um diluidor para 

criopreservação de sêmen dessa espécie que apresente resultados melhores, com 

motilidade de pelo menos 30%. Este trabalho trouxe informações inéditas a respeito de 

características seminais e aspectos da criopreservação de sêmen dessa espécie que 

servirão de base para estudos futuros, tanto com essa, como com outras espécies de 

primatas neotropicais. 
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VII. CONCLUSÕES 
 

 

 A avaliação andrológica de Alouatta caraya mantido em cativeiro 

evidenciou a ausência de correlação do volume testicular com a produção 

de espermatozoides e que os valores dos parâmetros motilidade e 

integridade de membrana plasmática podem ser menores do que já foi 

relatado na literatura; 

 A criopreservação deixou os espermatozoides mais suscetíveis ao 

estresse oxidativo, a cromatina mais suscetível à desnaturação ácida e 

afetou negativamente a motilidade e a integridade de membrana 

plasmática independente do diluidor utilizado; 

 Os diluidores à base de gema de ovo, principalmente com glicerol a 4%, 

apresentaram resultados melhores para criopreservação de sêmen de 

Alouatta caraya.  

 Houve relação inversa entre o tempo de incubação pós-descongelação 

(10, 40 e 80 minutos) e a motilidade geral e progressiva dos 

espermatozoides, embora os demais parâmetros não tenham sido 

afetados, independentemente do diluidor. 

 Os protocolos de congelação de sêmen de Alouatta caraya testados no 

presente estudo não atingiram desempenho satisfatório. 
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APÊNDICE A 
 

Experimento para validação do SCDA para sêmen de Alouatta caraya 
 

Para validação do SCDA, uma palheta de sêmen foi descongelada em 

banho-maria a 37°C por 15 segundos e dividida em duas alíquotas de 50 μl cada. 

Uma alíquota foi considerada como controle negativo (alíquota 1 - células não 

suscetíveis à desnaturação ácida - fluorescência verde) e a outra alíquota 

passou por um processo de fragmentação induzida e foi considerada como 

controle positivo (alíquota 2 - células suscetíveis à desnaturação ácida - 

fluorescência vermelha). Inicialmente, ambas as amostras foram lavadas com 

500 μl de PBS. 

- Controle negativo 

Após a lavagem em PBS, ressuspendeu-se a amostra com 50 μl de PBS. 

Cinco microlitros dessa amostra foram colocados em um tubo tipo eppendorf 

contendo 45 μl de água (diluição 1:10), para avaliação da concentração 

espermática em câmara de Neubauer. O restante da amostra foi acrescido de 50 

μl de solução tampão TNE e de 100 μl de detergente ácido e incubado por 30 

segundos. Em seguida, após adição de 300 μl de laranja de acridina, o tubo foi 

reservado pelo tempo necessário para a fragmentação da alíquota 2 (controle 

positivo). A leitura foi feita dentro do período permitido pela técnica (de 2 minutos 

até 4 horas após adição do laranja de acridina). 

- Controle positivo 

Após lavagem em PBS, foram adicionados 50 μl de PBS e 100 μl de 

peróxido de hidrogênio 30%. A solução foi, então, incubada em banho-maria a 

37°C por 1,5 horas. Após o período de incubação, foi feito o mesmo 

procedimento descrito para o controle negativo. 

Para a validação, foi mensurada a quantidade de fragmentação de cada 

amostra (controle negativo e controle positivo) em separado e em combinação 

nas proporções de 1:1, 1:3 e 3:1. Com isso, foi possível identificar as duas 



88 
 

 

populações de células (fragmentadas e não fragmentadas), cujas quantidades variaram 

de forma dependente e em consonância com as proporções das alíquotas. 

Após realização do SCDA, obteve-se histograma de AlfaTYlog com pico único 

tanto para o controle negativo (Figura 1A), como para o positivo (Figura 1B). A análise 

da mistura 1:1 gerou um gráfico com dois picos (Figura 1C). O ponto médio entre os 

dois picos foi estabelecido como ponto de corte para determinação de quais células 

eram positivas e quais eram negativas.  

O AlfaTYlog foi obtido pela divisão da fluorescência vermelha pela fluorescência 

total (vermelho + verde) e permitiu a quantificação da extensão da desnaturação da 

estrutura da cromatina de cada espermatozoide. 

 

 

10-1 5x10-1 100
0

300

600

900

1200

Alfa T Y log

5.48

 10-1 5x10-1 100
0

100

200

300

400

Alfa T Y log

85.5

 
10-1 5x10-1 100

0

200

400

600

800

1000

Alfa T Y log

36.7

 
Figura 1. Gráficos de AlfaTYlog obtidos pelo Ensaio de Suscetibilidade da Cromatina à Desnaturação 

Ácida (SCDA) do sêmen de Alouatta caraya. A. Controle negativo; B. Controle positivo. C. 
Mistura 1:1 dos controles negativo e positivo, respectivamente. 
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APÊNDICE B 
 

Composição das soluções utilizadas para o Ensaio de Suscetibilidade da 
Cromatina à Desnaturação Ácida (SCDA) 

 

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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APÊNCICE C 
 

Composição dos diluidores utilizados para criopreservação de sêmen de 
Alouatta caraya 

 

Componentes Concentração
Gema de ovo 
clarificada

8 ml 16 ml 80 ml 20%

TES 229,2 g/mol 0,482 g 0,964 g 4,83 g 210 mM
TRIS Base (C4H11NO3) 
121,1 g/mol

0,115 g 0,23 g 1,15 g 95,04 mM

Glicose 180,2 g/mol 0,040 g 0,080 g 0,40 g 221,98 mM
Pen./Estreptomicina 
5000 U/5 mg/ml

0,1 ml 0,2 ml 1,0 ml
1 ml/100 ml=  

5 mg/ml
H2O bidest. Estéril 1,6 ml 3,2 ml 16 ml -
Glicerol (C3H8O3) ou 
H2O bidest. Estéril

0,3 ml 0,6 ml 3,0 ml Glicerol=3%

TOTAL 10 ml 20 ml 100 ml -

TEST-GEMA CLARIFICADA COM GLICEROL A 3%
Quantidade

  

Componentes Concentração
Gema de ovo 
clarificada

8 ml 16 ml 80 ml 20%

TES 229,2 g/mol 0,482 g 0,964 g 4,83 g 210 mM
TRIS Base (C4H11NO3) 
121,1 g/mol

0,115 g 0,23 g 1,15 g 95,04 mM

Glicose 180,2 g/mol 0,040 g 0,080 g 0,40 g 221,98 mM
Pen./Estreptomicina 
5000 U/5 mg/ml

0,1 ml 0,2 ml 1,0 ml
1 ml/100 ml=  

5 mg/ml
H2O bidest. Estéril 1,5 ml 3,0 ml 15 ml -
Glicerol (C3H8O3) ou 
H2O bidest. Estéril

0,4 ml 0,8 ml 4,0 ml Glicerol=4%

TOTAL 10 ml 20 ml 100 ml -

Quantidade
TEST-GEMA CLARIFICADA COM GLICEROL A 4%

 
 
 

 

Componentes Concentração
8 ml 16 ml 80 ml

0,0032 g 0,0064 g 0,032 g
TES 229,2 g/mol 0,482 g 0,964 g 4,83 g 210 mM
TRIS Base (C4H11NO3) 
121,1 g/mol

0,115 g 0,23 g 1,15 g 95,04 mM

Glicose 180,2 g/mol 0,040 g 0,080 g 0,40 g 221,98 mM
Pen./Estreptomicina 
5000 U/5 mg/ml

0,1 ml 0,2 ml 1,0 ml
1 ml/100 ml=  

5 mg/ml
H2O bidest. Estéril 1,6 ml 3,2 ml 16 ml -
Glicerol (C3H8O3) ou 
H2O bidest. Estéril

0,3 ml 0,6 ml 3,0 ml Glicerol=3%

TOTAL 10 ml 20 ml 100 ml -

TEST-LECITNA DE SOJA GLICEROL A 3%
Quantidade

Lecitina de soja em 
água bidestilada

1%

  

Componentes Concentração
8 ml 16 ml 80 ml

0,0032 g 0,0064 g 0,032 g
TES 229,2 g/mol 0,482 g 0,964 g 4,83 g 210 mM
TRIS Base (C4H11NO3) 
121,1 g/mol

0,115 g 0,23 g 1,15 g 95,04 mM

Glicose 180,2 g/mol 0,040 g 0,080 g 0,40 g 221,98 mM
Pen./Estreptomicina 
5000 U/5 mg/ml

0,1 ml 0,2 ml 1,0 ml
1 ml/100 ml=  

5 mg/ml
H2O bidest. Estéril 1,5 ml 3,0 ml 15 ml -
Glicerol (C3H8O3) ou 
H2O bidest. Estéril

0,4 ml 0,8 ml 4,0 ml Glicerol=4%

TOTAL 10 ml 20 ml 100 ml -

Lecitina de soja em 
água bidest.

1%

TEST-LECITINA DE SOJA COM GLICEROL A 4%
Quantidade

 
 

Preparo da Gema de ovo clarificada: 
- Lavar o ovo e secar bem 
- Separar gema da clara e colocar gema sobre papel filtro para remoção do restante da clara 
sobre a película da gema 
- Após remoção da clara, furar a película da gema com agulha e deixar 10 ml de gema escorrer 
em um cilindro graduado sem tocar em nada 
- Adicionar água bidestilada estéril, na quantidade de 3X o volume da gema de ovo (30 ml) 
- Homogeneizar por 15-30 minutos em agitador magnético; centrifugar por 1 hora a 4500 U/min, 
4°C 
- Retirar sobrenadante e colocar em tubo estéril, para posterior adicionação dos químicos. 
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