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Resumo 

As emas (Rhea americana) são aves nativas da américa do sul, que possuem grande 

importância ecológica na manutenção de ecossistemas. No entanto, apesar de seu papel 

primordial, Segundo a União Internacional para Conservação da Natureza as emas 

encontram-se globalmente quase ameaçadas. O declínio na população das emas tem como 

um dos principais causadores a caça pela pele e carne, visto que essa espécie também 

possui potencial econômico. Nesse contexto, pesquisar os aspectos reprodutivos e aplicar 

biotécnicas reprodutivas é de fundamental importância para auxiliar na conservação bem 

como na multiplicação das emas em cativeiro para fins comerciais. Dessa forma o 

objetivo da presente pesquisa é caracterizar as mudanças espermáticas durante a 

maturação dos espermatozoides, estabelecer protocolos eficientes para a obtenção, 

avaliação e conservação de espermatozoides de emas. Para tanto serão utilizadas emas 

provenientes do Centro de Multiplicação de Animais Silvestres (CEMAS) da 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA). No primeiro experimento 

espermatozoides serão obtidos por flutuação de diferentes seguimentos do complexo 

epidídimo-ducto deferente. As amostras serão processadas para as microscopias 

eletrônicas de varredura e transmissão a fim de se caracterizar as mudanças que ocorrem 

durante a passagem do espermatozoide por essas estruturas. No segundo experimento os 

espermatozoides serão obtidos pelas técnicas de flutuação e lavagem retrograda, para se 

comparar esses dois métodos de obtenção. Após a coleta serão validadas diferentes 

técnicas de avaliações espermáticas: CASA, teste hiposmótico, integridade da membrana 

plasmática, acrossoma e cromatina espermática, e, atividade mitocondrial. No terceiro 

experimento os espermatozoides serão obtidos, pela melhor técnica testada no 

experimento 2, criopreservados em diferentes diluidores (TRIS, TES, ACP e 

OVODYL™) suplementados com 15% de gema de ovo de galinha e 6% de 

dimetilcetamida e avaliados conforme os testes validados também no experimento 2. Por 

fim, os dados coletados serão submetidos a análises estatísticas e em todos os casos será 

adotado nível de significância p<0,05. Diante deste estudo, espera-se descrever os 

espermatozoides de emas, estabelecer protocolos para avaliação e congelação de 

espermatozoides de emas.  

Palavras-chaves: Aves, Rheiforme, Animais Silvestres, Criopreservação de Sêmen. 
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Abstract 

Rheas (Rhea americana) are native birds of South America, which have great ecological 

importance in maintaining ecosystems. However, despite their primary role, according to 

the International Union for Conservation of Nature rheas are globally almost threatened. 

The decline in the rhea population is a major cause of hunting for skin and meat, as this 

species also has economic potential. In this context, researching reproductive aspects and 

applying reproductive biotechniques is of fundamental importance to assist in the 

conservation as well as the multiplication of captive rheas for commercial purposes. Thus, 

the objective of the present research is to characterize sperm changes during the 

maturation of sperm, to establish efficient protocols for the collection, evaluation and 

conservation of sperm from rheas. For this purpose, rheas from the Centro de 

Multiplicação de Animais Silvestres (CEMAS) of the Universidade Federal Rural do 

Semi-Árido (UFERSA) will be used. In the first experiment sperm will be collected by 

flotation of different segments of the epididymis-duct complex. The samples will be 

processed for scanning and transmission electron microscopy in order to characterize the 

changes that occur during sperm passage through these structures. In the second 

experiment, sperm will be collected by flotation and retrograde washing techniques to 

compare these two collection methods. After collection, different sperm evaluation 

techniques will be validated: CASA, hyposmotic test, plasma membrane integrity, 

acrosome and sperm chromatin, and mitochondrial activity. In the third experiment, 

sperm will be collected by the best technique tested in experiment 2, cryopreserved in 

different dilutors (TRIS, TES, ACP and OVODYL ™) and two external cryoprotectants 

(egg yolk and Aloe Vera extract) supplemented with 15% chicken egg yolk and 6% 

dimethyl ketamide and evaluated according to the tests also validated in experiment 2. 

Finally, the collected data will be submitted to statistical analysis and in all cases a 

significance level of p <0.05 will be adopted. Thus, it is expected to describe rhea sperm, 

establish protocols for evaluation and cooling of rhea sperm. 

Keywords: Birds, Rheiform, Wild animals, Semen Cryopreservation. 
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1. INTRODUÇÃO 

As emas (Rhea americana) possuem grande importância ecológica na manutenção da 

biodiversidade, pois, atuam como dispersoras de sementes (AZEVEDO et al., 2013) e 

participam da cadeia alimentar de diversos predadores contribuindo assim para a 

manutenção destes (SICK, 1997). No entanto, devido a caça, bem como a destruição e 

fragmentação de seu habitat, além da destruição de ovos por máquinas agrícolas, 

queimadas e predação, as emas estão quase globalmente ameaçadas (BIRDLIFE 

INTERNATIONAL, 2016). Dessa forma, faz-se necessário garantir sua conservação 

investindo em pesquisas que favoreçam o conhecimento das características peculiares 

desta espécie, incluindo os aspectos morfofisiológicos e biotecnologias relacionadas à sua 

reprodução (GÓES, 2004). 

Estudos envolvendo os aspectos reprodutivos das emas já foram relatados como por 

exemplo, a caracterização ultraestrutural da espermiogênese (PHILLIPIS; ASA, 1989), a 

morfologia dos ovários (PARIZZI et al., 2007),  a morfologia dos órgãos genitais 

masculinos e da cloaca (SANTOS et al., 2011), a obtenção de sêmen e a caracterização 

de alguns parâmetros espermáticos  (GÓES et al., 2010), sendo praticamente inexistente 

a aplicação de técnicas reprodutivas visando a conservação do seu material genético. 

Nesse contexto, a criopreservação de espermatozoides aparece como uma valiosa 

ferramenta para a conservação de material genético de diversas espécies animais 

(COSTA; MARTINS, 2008), dentre as quais a ema. Assim, em inúmeras espécies de 

aves, protocolos de criopreservação de espermatozoides vêm sendo testados, mostrando 

resultados promissores (BLANCO et al., 2000; BLESBOIS et al., 2007; PEIXOTO, 2010; 

EHLING et al., 2012). Nas emas, não existem relatos de criopreservação de 

espermatozoides; no entanto, nos avestruzes, espécie mais próxima das emas 

(GIANNONI, 1996), Smith (2016) relatou a aplicação desta técnica, estabelecendo 

importantes parâmetros, como por exemplo, as curvas de congelação e descongelação 

utilizadas, que poderão ser extrapoladas e adaptadas para as emas. 

Uma das primeiros etapas, no entanto, para a formação de um banco de germoplasma 

em emas consiste na obtenção dos espermatozoides. No geral, em aves, os 

espermatozoides destinados à criopreservação podem ser obtidos por meio da técnica de 

massagem digital, no entanto este método exige contenção física e condicionamento dos 

animais, o que pode lhes causar estresse (CARVALHO; FRENEAU; SANTOS, 2006). 

Em emas, já foram obtidas amostras de sêmen por esta técnica, no entanto muitos 
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ejaculados obtidos não continham espermatozoides ou estavam contaminados com urina 

dificultando as análises (GÓES et al., 2010). Uma alternativa também interessante à 

formação de bancos de recursos genéticos, consiste na obtenção de espermatozoides de 

animais que vieram subitamente a óbito. Em aves, entretanto, a aplicação desta 

possibilidade é ainda pouco usual. Um dos poucos relatos desta técnica foi reportado em 

codornas por Góis (2018), que obteve espermatozoides a partir dos ductos deferentes, 

uma vez que é este o local de armazenamento de espermatozoides em aves. O autor 

demonstrou então, ser possível a obtenção de espermatozoides viáveis (60%) e com 

motilidade (79,16±0,95%) (GÓIS, 2018). Por outro lado, em mamíferos, espermatozoides 

são correntemente obtidos do epidídimo de animais abatidos por meio dos métodos de 

flutuação e lavagem retrógrada (BEZERRA et al., 2014). Assim, é possível que a 

adaptação destas metodologias para a ema possibilite a recuperação de espermatozoides 

em todo o seu trânsito desde o epidídimo ao ducto deferente, fornecendo subsídios não 

só para seu armazenamento, mas também para a realização de análises que permitam 

compreender a maturação espermática nesta espécie. 

Neste sentido, avaliar a qualidade das amostras espermáticas obtidas, além de permitir 

a compreensão de fenômenos fisiológicos, permite também a avaliação da eficiência de 

protocolos de conservação espermática. Em emas, Góes et al. (2010) reportaram a 

avaliação espermática no tocante aos parâmetros de volume do sêmen, concentração, 

motilidade e morfologia. No entanto, para aumentar a acurácia em predizer o potencial 

fecundante de uma amostra espermática, outros testes complementares vêm sendo 

propostos para diferentes espécies. Dentre esses, podem ser citados a Análise 

Computadorizadas de Sêmen (CASA), que fornecem dados cinéticos dos espermatozoide 

(EHLING et al., 2012; SMITH et al., 2016), o teste hiposmótico que avalia a 

funcionalidade da membrana plasmática (SMITH et al., 2016), a avaliação da integridade 

da membrana plasmática, da cromatina, do acrossoma e o teste de função mitocondrial 

por meio de fluorescência (RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009; PARTYKA et al., 

2012; SMITH et al., 2016; GÓIS, 2018; PARTYKA et al., 2012). 

Uma vez obtidos e submetidos à análise inicial, os espermatozoides devem ser 

processados em um meio diluente que lhes proporcione ação tamponante, nutrientes, 

substrato energético, estabilidade da membrana plasmática e manutenção da pressão 

osmótica (DONOGHUE et al., 2000). Em aves já foram descritos a utilização de diluentes 

para refrigeração e congelação de espermatozoides tais como o ácido N, N-bis (2-hidro-

hidroxietil) -2-aminoetano sulfônico (BES), ácido N-Tris (hidroximetil) metil-2-
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aminoetano sulfônico (TES) (DONOGHUE et al., 2000), Água de Coco em Pó (ACP) 

(RONDON et al., 2008; FREITAS et al., 2018), Beltsville Poultry Semen Extender 

(BPSE) (BAKST; SEXTON, 1979; van der LAAN, 2007) e o OVODYL™ (MORRELL 

et al., 2005; CAVALCANTE, 2006; SŁOWIN´SKA et al., 2007; 2012, CIERESZKO et 

al., 2011). 

Outro fator de suma importância para o sucesso da criopreservação de 

espermatozoides é a escolha dos crioprotetores e suas concentrações adequadas, capaz de 

reduzir os danos causados pelas baixas temperaturas (BONGALHADO, 2013). Essas 

substâncias são divididas em crioprotetores externos e internos dependendo do seu local 

de ação em relação a célula (van der LAAN, 2007). Alguns exemplos de crioprotetores 

externos já relatados em criopreservação de espermatozoides de aves são a gema de ovo 

de galinha (SANTIAGO-MORENO et al., 2012; ABOUELEZZ et al., 2015) e a 

Lipoprotreína de Baixa Densidade (LDL) (van der LAAN, 2007; SHAHVERDI et al., 

2015). Quanto aos crioprotetores internos, já foram utilizados em aves o glicerol 

(WISHART, 1995), o etilenoglicol (EG) (KURBATOV et al., 1980), a dimetilformamida 

(DMF) (EHLING et al., 2012), o dimetilsulfóxido (DMSO) (SMITH, 2016), e a 

metilacetamida (MA) (EHLING et al., 2012; PARTYKA et al., 2012; SMITH, 2006). 

Assim, tendo em vista a importância das emas, justifica-se a realização deste estudo 

por possibilitar a compreensão de eventos relativos à sua maturação espermática no 

epidídimo e armazenamento no ducto deferente. Além disso, pretende-se obter 

informações relativas à aplicação de metodologias de obtenção de espermatozoides em 

animais abatidos e o desenvolvimento de um protocolo para a criopreservação de 

espermatozoide. Tais conhecimentos poderão auxiliar a conservação da espécie através 

da formação de bancos de germoplasma. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.  As emas (Rhea americana) 

 

As emas (Rhea americana) (Figura 1) são aves pertencentes a Ordem Rheiforme 

caracterizada por aves pernaltas de grande porte, não voadoras, e que abrange o grupo das 

ratitas. Seus demais representantes são o avestruz (Struthio sp.) na África, o casuar 

(Casuarius sp.) e emu (Dromaius sp.) na Austrália e o quivi (Apteryx sp.) na Nova Zelândia 

(STEWART, 1994).  

Sendo uma espécie nativa da América do Sul, a Rhea americana tem grande parte do 

território brasileiro como seu hábitat natural (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016). As 

emas podem sobreviver até os 40 anos e apresentam extrema rusticidade e adaptabilidade 

vivendo em áreas de Pampas, Campos Sulinos e em várias fitofisionomias do Cerrado, 

sendo que na estação de reprodução buscam áreas próximas aos rios e lagos 

(SCHOMMER, 1999). É um animal que vive em grupos com cerca de 40 indivíduos, 

apresenta hábitos diurnos (BRUNING, 1974) e é onívora, com dieta composta de 

gramíneas, leguminosas e pequenos animais como cobras, ratos, lagartos e insetos 

(AGUIAR; MAURO, 2004). Essas aves podem atingir de 1,34-1,70 m de altura, os 

machos podem pesar 34,4 kg e as fêmeas 32 kg (OLSON 1983; SICK 1985). 

Suas características anatômicas e comportamentais, fazem das emas uma opção 

interessante para criação comercial (HOSKEN; SILVEIRA, 2003). Cada ave adulta 

Figura 1. Ema (Rhea americana) no Centro de Multiplicação de 

Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi- árido. 

Fonte: ufersa.edu.br 
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fornece em torno de 10 a 13 quilos de carne muito macia e com baixos níveis de colesterol 

(GIANNONI, 2002). Sua pele é utilizada na indústria de calçados e bolsas, óleos 

apresentam propriedades farmacológicas e cosméticas, suas penas/plumas são utilizadas 

na confecção de fantasias e espanadores, seus ovos além de consumidos, também são 

utilizados na produção de xampus e artesanatos (SILVA, 2001). 

Apesar de ser encontrada em centros de criação comercial, a ema é considerada pela 

legislação brasileira uma espécie silvestre (WESTENDORF; ALTIZIO, 1995). Segundo 

a União Internacional para Conservação da Natureza (BIRDLIFE 

INTERNATIONAL 2016), as emas Rhea americana encontram-se globalmente quase 

ameaçadas, havendo suspeitas de um declínio populacional moderadamente rápido e 

contínuo. No estado brasileiro de Minas Gerais, a espécie já é classificada como ameaçada 

(MACHADO et al. 1998). Esse decréscimo na população das emas se deve 

principalmente à caça pela pele da espécie e carne, bem como a destruição e fragmentação 

de seu habitat, além da destruição de ovos por máquinas agrícolas, queimadas e predação 

(DANI 1993; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016). 

Em sua grande maioria os predadores das emas são os cães do mato (Speothos 

venaticus), o lobo-guará (Chrysocyon brachyurus), a onça-pintada (Panthera onca), os 

cães selvagens (Canis familiaris), o lagarto tegu (Tupinambis teguixin) e algumas aves de 

rapina (SICK 1997). Nesse contexto, o declínio da população de emas pode afetar o 

equilíbrio da biodiversidade local porque, além da manutenção de seus predadores, as 

emas são consideradas dispersoras de sementes, realizando tal tarefa com eficácia 

(AZEVEDO, et al., 2013). Assim, o estudo de sua biologia reprodutiva, o 

desenvolvimento e aperfeiçoamento de biotécnicas reprodutivas são de extrema 

importância para contribuir para a conservação e multiplicação em cativeiro dessa 

espécie. 

 

2.2. Aspectos reprodutivos dos machos 

Nas emas, os machos atingem a maturidade sexual aos dois anos de idade 

(CODENOTTI; ALVAREZ, 1997), são maiores que as fêmeas e diferenciam-se por 

possuírem um colar de penas escuras na base do pescoço (SICK, 1985). Quando se inicia 

a estação reprodutiva, o macho forma haréns compostos de um indivíduo com 2 a12 

fêmeas (CODENOTTI; ALVAREZ, 2001). Com o cortejo, as fêmeas são atraídas para o 
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harém, depois ocorre a cópula e várias fêmeas põem ovos em um mesmo ninho construído 

por um único macho (CODENOTTI; ALVAREZ, 2001). O macho também possui ativa 

participação na incubação e cuidado com os filhotes (FERNANDEZ; REBOREDA, 

2003). 

No tocante ao período de reprodução das emas, no Brasil é observada uma variação 

de acordo com a localização geográfica e o clima. Por exemplo, nos estados da Bahia, 

Goiás, São Paulo e Mato Grosso essas aves reproduzem-se nos períodos mais secos, antes 

do início das chuvas, de junho a setembro (CODENOTTI et al., 1995; CODENOTTI e 

ALVAREZ, 1997); já no estado do Rio Grande do Norte, no criadouro científico da 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido em Mossoró, foi observada uma variação 

anualmente, porém o período reprodutivo costuma ser de até cinco meses, iniciando-se 

entre os meses de maio ou junho e indo até novembro ou dezembro (dados não 

publicados). Durante a estação reprodutiva, é observado um aumento no tamanho do falo, 

uma coloração mais intensa nos animais e maior agressividade explicada pelo aumento 

da concentração plasmática de testosterona durante o período reprodutivo (53,28 ng/ml) 

comparada ao período de repouso sexual (5,57 ng/ml) (GÓES et al, 2010).  

Os órgãos genitais masculinos das emas são representados por dois testículos, dois 

epidídimos, dois ductos deferentes, e pelo órgão copulatório, o falo, e pela cloaca 

(SANTOS et al., 2011). Os testículos da ema possuem formato alongado como o de um 

feijão (Figura 2) e estão localizados na cavidade celomática, na região intra-abdominal 

dorsal, desta forma, devido a esta posição dos testículos, a espermatogênese é realizada a 

uma temperatura corporal interna de 40-42°C (SANTOS et al., 2011; FROMAN; KIRBY, 

2004). Além disso, os testículos possuem comprimento e larguras médias de 7,6±1,2cm 

e 2,6± 0,7cm nos adultos; 4,5±1,5cm e 0,9±0,4cm nos jovens; e 0,8±0,3cm, e 0,2±0,1cm 

nos filhotes (SANTOS et al., 2011). No entanto, dependendo do estágio do ciclo 

reprodutivo, o tamanho dos testículos pode variar nas aves, devido ao incremento no 

tamanho dos túbulos seminíferos e do número de células intersticiais (BENEZ, 1998; 

LAKE et al. 1981). Os testículos das emas também apresentam variações de coloração. 

Nos animais adultos em atividade sexual, estes apresentam uma cor creme, enquanto que 

nos animais mais jovens apresentam coloração variando de tons avermelhados a marrom 

(SANTOS et al., 2011). A respeito do epitélio seminífero das emas, este é constituído de 

dois tipos de células: as células de sustentação e as células da linhagem espermatogênica 

(espermatogônias, espermatócitos primários, espermatócitos secundários, espermátides e 

os espermatozoides) (SANTOS et al., 2011). 
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Nas aves o epidídimo é pouco desenvolvido e sem as subdivisões (cabeça, corpo, 

cauda) (FRANZO; VULCANI, 2010). Em emas, o testículo separa-se do epidídimo por 

uma faixa de tecido conjuntivo, que possui ductos, estes ductos foram caracterizados 

como a rede testicular, que está posicionada extra-testicular; o epidídimo é alongado e 

fusiforme, junto a margem medial do testículo (SANTOS et al., 2011). Acredita-se que 

nas aves a estocagem dos espermatozoides e fluidos ocorre na luz do ducto deferente 

(VIEGAS, 2004). Nas emas, o ducto deferente emerge na porção caudal do epidídimo 

apresentando um trajeto sinuoso, em “ziguezague” diminuindo o enovelamento na porção 

distal e tornando-se retilíneo próximo a cloaca, que apresenta formato de cone de onde o 

falo é projetado (SANTOS et al., 2011). 

O falo nas emas é um órgão fibroso linfático, bem desenvolvido, constituído por duas 

porções: uma proximal, rígida, bifurcada e contorcida e outra distal, tubular, espiralada e 

flexível (Figura 3). 

 

Figura 4. Testículos de emas (Rhea americana). A -Testículo e Epidídimo (E) 

durante a estação reprodutiva, as setas indicam a vascularização sob a túnica 

albugínea. B - Testículo (T) durante o repouso reprodutivo. Fonte: Carvalho, 2009. 

Figura 5. Falo da ema com ereção, espiralado, ejaculando. Fonte: Góes, 2004. 
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Com relação as glândulas sexuais acessórias das aves, diferentemente dos mamíferos, 

a vesícula seminal, próstata, glândula de Cowper e glândula uretal não são encontradas 

(BAKST, 1993); no entanto, o termo vesícula seminal tem sido utilizado por alguns 

autores para determinar a porção terminal do ducto deferente que tem a função de 

armazenar espermatozoides (BHAT; MAITI, 2000). 

O desenvolvimento dos espermatozoides nos testículos das emas e a ultrestrutura do 

espermatozoide maduro já foram relatados, utilizando-se a microscopia eletrônica de 

transmissão. Phillipis e Asa (1989) descreveram que uma manchete circular envolve o 

núcleo das espermátides jovens e mais tarde, os microtúbulos da manchete circular são 

reorganizados em uma manchete longitudinal. Observa-se também um centríolo longo 

distal e um curto proximal, o centríolo distal se associa à membrana plasmática e o flagelo 

cresce a partir dele e o centríolo proximal associa-se ao núcleo. Nas espermátides jovens 

o complexo de Golgi apresenta-se esférico e eletro-denso e são observados adjacentes ao 

centríolo proximal. Além disso, a manchete longitudinal desaparece e as mitocôndrias 

subsequentemente se associam ao centríolo distal. Adicionalmente, foi observado no 

espermatozoide maduro uma cabeça curva e afunilada, uma peça central curta entre a 

cabeça e a peça principal, esta peça principal é longa e compreende a maior parte do 

comprimento da célula. O acrossoma se encaixa na porção anterior do núcleo espermático 

e uma estrutura cilíndrica estreita se estende da porção anterior do acrossoma até dentro 

do núcleo, também foi observado que a acromatina é compacta. A região do pescoço do 

espermatozoide apresenta centríolos com cerca 0,4 µm de comprimento e centríolos 

distais muito mais longo, aparentemente se estendem por todo o comprimento da peça 

central. A peça central dos espermatozoides contém cerca de 30 mitocôndrias e a peça 

principal é caracterizada por uma pequena bainha fibrosa e pequenas fibras densas que 

são observadas apenas nesta região. 

No tocante a obtenção de sêmen nas emas, somente a técnica de massagem digital foi 

relatada (PHILLIPIS; ASA, 1989; GÓES et al., 2010). Essa técnica foi aplicada em 69 

animais em estação reprodutiva, dos quais, 46 apresentaram amostras com células 

espermáticas e destas 27 tiveram amostras limpas e 19 amostras contaminadas, apontando 

66% de eficiência dessa técnica na coleta de sêmen em emas (GÓES et al., 2010). As 

amostras de sêmen apresentaram volume médio de 0,68±0,14 ml, motilidade variando de 

40 a 80% com média de 61,11±11,54%, concentração de 3,29±1,33x109
 

espermatozoides/ml e grande variedade de alterações morfológicas, tais como cabeça 
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dobrada, cauda dobrada, fortemente dobrada, cauda fortemente enrolada, cauda enrolada 

e inserção retroaxial (GÓES et al., 2010). 

Apesar das valiosas descobertas que já se têm sobre os aspectos reprodutivos das 

emas, ainda há uma insuficiência de dados importantes que contribuiriam para o 

conhecimento da fisiologia reprodutiva das emas, bem como para a aplicação de 

biotécnicas reprodutivas. Não existem, por exemplo, informações sobre a maturação do 

espermatozoide no epidídimo e seu armazenamento no ducto deferente. Sabe-se que o 

epidídimo das aves possui várias funções entre elas o transporte e a maturação dos 

espermatozoides, secreção e reabsorção dos fluidos e remoção de espermatozoides 

degenerados (FRANZO; VULCANI, 2010). Em termos funcionais, aparentemente, o 

ducto epididimário de aves equivaleria à cabeça do epidídimo de mamíferos e o ducto 

deferente, nesta classe, corresponderia ao corpo e à cauda epididimários de mamíferos 

(DE REVIERS, 1975). Assim, seria necessário coletar espermatozoides dos diferentes 

seguimentos e analisa-los para avaliar sua evolução. Também, há uma carência de 

métodos de obtenção de espermatozoides que possam ser aplicados também em animais 

mortos, visando recuperar material para a formação de bancos de germoplasma. Ainda, 

há a necessidade de se adequar técnicas de avaliações espermáticas que melhor indicariam 

o potencial fertilizante das amostras de espermatozoides para as emas, no intuito de se 

conhecer seus parâmetros fisiológicos espermáticos, para assim, ser possível a 

compreensão dos efeitos que os métodos de criopreservação propostos possam ter sobre 

seu espermatozoide.  

 

2.3.Métodos de obtenção de espermatozoides em aves 

O primeiro passo para a conservação eficiente de gametas masculinos se baseia na 

obtenção adequada do material. Em aves, já foram descritos vários métodos de coleta, no 

entanto, estes se diferenciam entre as espécies. Para galos e perus domésticos a técnica 

mais utilizada é a massagem abdominal descrita por Burrows e Quinn (1937), essa 

metodologia também já foi aplicada em periquitos (PEIXOTO, 2010) e perdizes-

vermelhas (VILLAVERDE-MORCILLO et al., 2015). No entanto, este método exige 

contenção física e, aliado ao manuseio excessivo, pode causar estresse no animal. Além 

disso, é observado amostras com contaminação com urina dificultando a qualidade das 

amostras (CARVALHO; FRENEAU; SANTOS, 2006).  
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Para diversas espécies de aves silvestres, como o araçari-do-bico-branco, araçari-

banana, araçari-poca, tucano-de-bico-verde, tucano-de-peito-branco, coruja-diabo, 

corujão-orelhudo, coruja-das-torres, gavião-pega-macaco, gavião real, urubu-rei, 

urumutum, jacutinga, cisne-de-pescoço-preto, cisne-coscoroba, papagaio-verde, arara-

azul-grande e maracanã-verdadeiro, foi descrito o uso da eletro ejaculação (FREDIANI 

et al., 2019). Em patos (ONISHI; KATO; FUTAMURA, 1955), marrecos Muscovy 

(GVARYAHU et al., 1984) e emús, foi descrito o uso de cloaca artificial associado a dois 

métodos de estimulação do macho: no primeiro método utilizou-se uma fêmea como 

manequim e no segundo método, o próprio técnico servia de manequim (MALECKI; 

MARTIN; LINDSAY,1997). O uso da cloaca apresenta a vantagem de uma reduzida 

contaminação por urina, fezes e contaminantes orgânicos (SETIOKO; HETZEL, 1984; 

GRUNDER; PAWLUCZUK, 1991), no entanto, apresenta a desvantagem de que os 

machos necessitam ser treinados (CARVALHO; FRENEAU; SANTOS, 2006).  

Nos avestruzes, Rautenfeld, (1977) foi o primeiro a descrever um método de obtenção 

de sêmen utilizando massagem digital na papila do ducto seminífero. Este método 

demonstrou-se eficaz e causador de pouco estresse, uma vez que consiste em colocar o 

animal em um pequeno brete, um saco de pano é colocado em sua cabeça para acalmá-

lo, um assistente introduz a mão na cloaca e expõe o falo, realizando a massagem até a 

ejaculação. Posteriormente, Góes et al. (2010) extrapolou essa técnica para as emas com 

algumas modificações obtendo uma eficiência de coleta de 66%. 

Apesar de os métodos de obtenção de sêmen de aves se mostrarem promissores, ainda 

existem entraves, como por exemplo, muitas vezes as amostras apresentam-se altamente 

contaminada com urina, tornando difícil a determinação dos valores de concentração, 

volume e pH (CARRER; KORNFELD, 1999; HICKS-ALLDREDGE, 1996.  

Em adição, a obtenção de espermatozoides de animais mortos acidentalmente surge 

como importante alternativa para salvaguardar o animal genético de animais valiosos, 

visando a formação de bancos de germoplasma. De fato, em mamíferos, a recuperação 

espermática diretamente do epidídimo já foi relatada em diversas espécies (BEZERRA et 

al., 2014), proporcionando a obtenção de células morfologicamente viáveis, possuindo 

um grau adequado de maturidade, e com capacidade fecundante (FOOTE, 2000; 

MONTEIRO et al., 2011). Nestes, o método de flutuação, no qual o epidídimo é cortado 

em um meio já foi relatado com sucesso na obtenção de espermatozoides de várias 

espécies, como panda gigante (PÉREZ-GARNELO et al., 2004), bisonte europeu 

(KOZDROWSKI et al., 2011), urso marrom da Cantábria (ANEL et al. 2011) e catetos 
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(BEZERRA et al., 2014). Do mesmo modo, a lavagem retrógrada do epidídimo, injetando 

um meio tamponado no ducto deferente, também tem sido aplicada com sucesso em 

espécies selvagens, como veados (COMIZZOLI et al.,2001), o búfalo africano (HEROLD 

et al., 2004) e a cutia (SILVA et al., 2011). 

Nas aves, porém, é observado que o papel do epidídimo no armazenamento de 

espermatozoides é desempenhado pelo ducto deferente (RUFINO et al., 2018). Dessa 

forma, métodos de coletas de espermatozoides a partir dos ductos deferentes de animais 

abatidos, também já forma descritos (GOPINGER et al., 2012; LEIDENS, 2013; GÓIS, 

2018). Em codornas foi possível recuperar espermatozoides viáveis (60%) e com 

motilidade (79,16 ± 0,95%) (GÓIS, 2018) e em perdiz-vermelha (LEIDENS, 2013) 

observou-se que ~70% das células apresentaram mitocôndrias funcionais e membranas e 

DNA íntegros. Neste sentido, por meio da aplicação das metodologias descritas, fomenta-

se a possibilidade de obtenção de espermatozoides tanto dos epidídimos quanto dos 

ductos deferentes de emas recém abatidas. 

 

2.4.Criopreservação de espermatozoides em aves 

O principal uso da criopreservação de sêmen em aves é o manejo ex situ de recursos 

genéticos no contexto de uma dramática diminuição da biodiversidade genética aviária. 

Isto é conseguido através dos criobancos de germoplasma, e atualmente, os três principais 

programas de criobancos de germoplasma aviário em operação estão na América do 

Norte, Holanda e França (EHLING et al., 2012), sendo extremamente limitada a atuação 

do Brasil no tocante a formação destes criobancos em aves. 

A criopreservação pode ser definida como o processo pelo qual células ou tecidos 

inteiros são preservados indefinidamente para uso futuro, reduzindo a temperaturas 

abaixo de zero, como -196 °C. Neste processo, a célula ou tecido passa para o estado de 

criptobiose em resposta a condição adversa (SMITH, 2016). No entanto, é necessário que, 

após a descongelação, a célula ou tecido retome sua função para que o protocolo de 

congelação seja considerado eficiente. 

Para a manutenção de bancos de germoplasma, fazem-se necessários estudos 

aperfeiçoando os protocolos de criopreservação e aplicação em novas espécies de 

interesse. Sabe-se que a estrutura e composição das células é específica da espécie e do 

indivíduo, com composição e propriedades moleculares únicas que determinam a 

sensibilidade da célula aos processos de criopreservação, exigindo protocolos 
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especializados para uma ótima sobrevivência in vitro e in vivo após o degelo (BLESBOIS 

et al., 2005). 

Métodos eficientes para congelar sêmen de galos de diferentes raças tem sido 

estudados desde a segunda metade do século XX e, posteriormente, extrapolados para 

perus, galos d’angola, patos, gansos e algumas espécies selvagens (BLESBOIS, 2007). 

Em avestruzes, Smith (2016) congelou o sêmen testando os crioprotetores 

dimetilacetamida, metilacetamida e dimetilsulfóxido em diferentes concentrações de 4 a 

16%, no qual observou-se que os parâmetros avaliados pós-descongelação (morfologia 

normal, integridade funcional da membrana, viabilidade da membrana, motilidade 

progressiva, motilidade, velocidade curvilínea, velocidade linear e velocidade média) 

foram mantidos no mesmo nível após a adição e o equilíbrio do crioprotetor durante os 

estágios de pré-processamento, quando a dimetilacetamida foi utilizada em uma 

concentração de 16%. Embora a congelação e a descongelação tenham reduzido 

acentuadamente os parâmetros espermáticos em ~50%, a maior integridade e 

funcionalidade espermática foi mantida pela dimetilcetamida a 16%. Nas emas ainda não 

foi descrita a criopreservação de espermatozoides, fazendo-se necessário o 

desenvolvimento de um protocolo eficiente visando a formação de um banco de 

germoplasma da espécie. 

Sabe-se que os métodos de criopreservação expõem as células espermáticas a severas 

alterações. Para minimizar os danos causado durante o processo são utilizadas substâncias 

como: diluentes, crioprotetores externos e internos, antioxidantes, antiotibióticos. Além 

disso, buscam-se as concentrações adequadas dessas substâncias para cada espécie 

(BLESBOIS; BRILLARD, 2007). 

 

2.4.1. Diluentes 

A adição de diluentes ao sêmen, além de maximizar o uso do ejaculado, diminui 

os custos da inseminação artificial (CHRISTENSEN, 1995) e, por este motivo, vários 

diluentes têm sido desenvolvidos e vem sendo utilizados comercialmente. Um bom 

diluente deve apresentar a ação tamponante, fornecer nutrientes, substrato energético, 

estabilidade da membrana plasmática e manutenção da pressão osmótica 

(BORTOLOZZO et al., 2005). 

Nas aves, vários diluentes já foram testados na refrigeração. Em periquitos-

australianos, Peixoto (2010) testou os diluentes Lake®, TRIS-citrato-gema de ovo e TES-
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TRIS para a refrigeração a 5°C. Sendo constatado que o meio Lake® apresentou melhores 

resultados para o resfriamento do sêmen após 24 horas, com média de motilidade de 

29,67% diferindo do Tris- citrato (4,83%) e Tes-tris (17,30%).  

Outro diluente comercial que já foi relatado em aves é o OVODYL™. Seu uso já 

foi relatado em perdizes machos (Rhynchotus rufescens) no qual o sêmen foi diluído e 

refrigerado até 48 horas, observando-se uma motilidade de 37,1 ± 23,7% após 24 horas e 

uma queda para 24,7 ± 18,8% após 48 horas de refrigeração (CAVALCANTE, 2006). Na 

primeira refrigeração a 5°C de sêmen de galo-lira e galo-silvestre foi utilizado o diluente 

OVODYL™ sendo observado que após 48 horas as amostras de sêmen de galo lira  

apresentaram 37,5±20,8% de motilidade e o sêmen de galos silvestres 54.0±14.4% 

(CIERESZKO et al., 2011). Adicionalmente aos trabalhos envolvendo refrigeração, o 

diluente OVODYL™ também já foi utilizado na congelação de espermatozoides. Nos 

galo-lira e galo-silvestre, tendo sido observado que a criopreservação garantiu de 40 a 

60% de motilidade pós-descongelação (CIERESZKO et al., 2011). 

Atualmente, a água de coco em pó (ACP) vem ganhando destaque na preservação 

de espermatozoides de várias espécies, seu uso já foi relatado na refrigeração de sêmen 

de capotes (Numida meleagris), sendo obtida uma média de 88% de motilidade no sêmen 

refrigerado a 4°C (RONDON et al., 2008). Além disso foi relatado o uso da ACP como 

preservante de sêmen de galos (FREITAS et al.,2018). A ACP que é transformada em 

material pulverizado mantém as propriedades fundamentais do líquido in natura com 

estabilidade e longevidade, que pode ser empregada em processos biotecnológicos, 

substituindo produtos importados, quimicamente constituídos e com preços elevados 

(MOREIRA-NETO et al., 2009). Por ser uma solução natural estéril, ligeiramente ácida, 

composta de proteínas, sais, açúcares, vitaminas, gorduras neutras, além de indutores da 

divisão celular e eletrólitos diversos, que lhe conferem densidade e pH compatíveis com 

o plasma sanguíneo, a água de coco fornece os nutrientes necessários para manter a 

sobrevivência e a viabilidade dos gametas masculinos e femininos criopreservados 

(LAVOR; CÂMARA, 2012). 
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2.4.2. Crioprotetores 

Os agentes crioprotetores são substâncias que oferecem proteção aos espermatozoides 

durante o processo de congelação bem como durante a descongelação (SQUIRES et al., 

1999; ARRUDA, 2000). Estes apresentam a função de evitar danos ocasionados pela 

redução da temperatura como a formação de cristais de gelo, reduzir o estresse osmótico 

por meio da reposição de água necessária para manutenção do volume celular, interagir 

com íons e macromoléculas e reduzir o ponto de congelação da água (MEDEIROS et al., 

2002). 

Os crioprotetores são classificados em intracelulares ou penetrantes e extracelulares 

ou não penetrantes. Crioprotetores intracelulares são pequenas moléculas que penetram 

pela membrana da célula por difusão, formam pontes de hidrogênio com moléculas de 

água presente no interior da célula, reduzindo a formação dos cristais de gelo (JAIN; 

PAULSON, 2006). A gama de crioprotetores utilizados nos espermatozoides de aves 

inclui glicerol, dimetilsulfóxido, dimetilacetamida, etilenoglicol, dimetilformamida e 

propileneglicol (BLESBOIS, 2007). A metilcetamida foi testada em avestruz e embora a 

concentração mais alta (12%) tenha se mostrado como a mais eficaz, os resultados pós-

decongelação ainda foram insatisfatórios (MALECKI; KADOKAWA, 2011). Já Sood et 

al. (2011) consideraram a dimetilcetamida a 9% ideal para a viabilidade máxima pós-

descongelação dos espermatozoides de emú. 

Em combinação com os crioprotetores intracelulares, são utilizados crioprotetores 

extracelulares nos meios de congelação visando diminuir a concentração destes dentro da 

célula e, consequentemente, a toxicidade (PEREIRA; MARQUES, 2008). Os 

crioprotetores não penetrantes possuem alto peso molecular e permanecem no meio 

extracelular (VAJTA; NAGY, 2006), aumentando a osmolaridade do meio extracelular, 

sendo responsáveis pela passagem da água do interior da célula espermática para o meio 

extracelular, impedindo, assim, a formação de cristais de gelo no seu interior durante a 

congelação (KEITH, 1998). Um exemplo de crioprotetor externo é a gema de ovo, 

componente comumente utilizado para suplementar diluentes de sêmen, é rica em 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL), cujos principais fosfolipídios são a 

fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina (ANTON et al., 2003). O uso da gema de ovo 

de galinha como crioprotetor já foi relatado em espermatozoides de galo a 15% associada 

a DMA a 6% onde observou-se uma maior proteção espermática, com uma motilidade 

pós descongelação de 14,3% no entanto exerce um papel contraceptivo no trato genital 
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da galinha (SANTIAGO-MORENO et al., 2012). Em galos vermelhos da selva indiana a 

gema de ovo foi testada nas concentrações de 10, 15, 20 e 25% em comparação ao glicerol 

na concentração de 20%, e, observou-se que os melhores resultados pós-descongelação 

foram com a gema a 15% (75,0 ± 2,8% de motilidade, 79,3 ± 1,8% de integridade de 

membrana plasmática e 75,9 ± 1,5% de integridade do acrossoma (RAKHA et al., 2018). 

Sabe-se que as propriedades protetoras da gema do ovo são atribuídas ao seu conteúdo de 

LDL, possivelmente a membrana do espermatozoide incorpore fosfolipídios e colesterol 

dessas lipoproteínas e seu uso isolado também têm sido proposto para o espermatozoide 

de aves (BERGERON et al., 2004; SHAHVERDI et al., 2015). 

 

2.5.Métodos de avaliação espermática 

A avaliação de uma amostra de sêmen é de grande importância para predizer a 

capacidade fecundante antes ou após um protocolo de criopreservação (GARCÍA-

ÁLVAREZ et al., 2009). Os parâmetros rotineiramente avaliados nos ejaculados são a 

motilidade, concentração, morfologia e integridade das membranas plasmática e 

acrossomal por meio da microscopia de óptica (CRESPILHO et al., 2009). Com o 

objetivo de aumentar a acurácia em predizer o potencial de fertilidade do sêmen, novos 

métodos de avaliações e outros testes complementares vêm sendo utilizados 

rotineiramente. Dentre estes, podem ser citados as avaliações por meio da Análise 

Computadorizada de Sêmen (CASA) na qual é possível avaliar os parâmetro cinéticos 

dos espermatozoides (VERSTEGEN et al., 2002), o teste hiposmótico, que avalia a 

funcionalidade da membrana plasmática (JEYENDRAN et al.,1984), a microscopia de 

florescência que associada as sondas fluorescentes torna possível uma avaliação mais 

fidedigna da integridade da membrana plasmática, da cromatina, do acrossoma e da 

atividade mitocondrial (CELEGHINI et al., 2007; RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 

2009). 

 

2.5.1. Morfometria e Morfologia espermática 

 

A morfologia e a morfometria espermáticas tem sido consideradas importantes na 

avaliação espermática desde o início do desenvolvimento das técnicas de reprodução 

artificial. As dimensões medidas com precisão das estruturas das células espermáticas 
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(especialmente a cabeça) podem ser usadas como indicadores de influências ambientais, 

para melhorar o entendimento das estratégias reprodutivas e evolutivas e para otimizar 

técnicas de reprodução assistida como por exemplo a criopreservação de espermatozoides 

(SANTIAGO-MORENO et al., 2016). Nesse sentido, o tamanho da cabeça do 

espermatozoide influencia o volume de água transportado pela célula, bem como a 

permeabilidade da membrana celular à água e ao crioprotetor, afetando, por sua vez, as 

taxas de sobrevivência das células (SANTIAGO-MORENO et al., 2016). 

Uma das formas de se analisar a morfometria espermática é por meio de análise 

computadorizada (CASA-Morph), esta fornece um método preciso e confiável para 

avaliar a morfometria espermática, reduzindo o problema de subjetividade associado à 

avaliação visual humana. Os sistemas computadorizados foram padronizados para uso 

com sêmen de diferentes espécies de mamíferos. No entanto, os espermatozoides aviários, 

são filiformes, limitando sua análise com esses sistemas, que foram desenvolvidos para 

examinar as cabeças aproximadamente esféricas dos espermatozoides de mamíferos 

(SANTIAGO-MORENO et al., 2016). Outra forma de análise morfométrica dos 

espermatozoides aviários é a utilização da microscopia óptica associada a programas de 

captura de imagem, no entanto, os dados obtidos por esta metodologia são relativamente 

escassos (Du PLESSIS L; SOLEY, 2014). 

A avaliação da morfologia espermática além de fornecer dados sobre a qualidade das 

células espermáticas pode fornecer também dados sobre o sistema reprodutor do macho, 

pois qualidade do sêmen por meio do estudo da morfologia do espermatozoide também 

pode refletir a saúde dos túbulos seminíferos e epidídimos (BARTH; OKO, 1989). Uma 

alta frequência de espermatozoides anormais ou alta incidência de um único defeito 

podem reduzir a fertilidade (ARRUDA et al., 2011). 

Na avaliação da morfologia espermática de aves são contadas 200 células espermáticas 

por amostra de sêmen, anotando-se as formas anormais. Os defeitos espermáticos 

geralmente são classificados em defeitos de cabeça [enrolada, turmefeita (inchada), 

dobrada e isolada], defeitos de cauda [tumefeitas (inchada), dobrada e isolada], presença 

de gota e taxa de normalidade RUFINO et al., 2018). 

Vários métodos têm sido desenvolvidos para avaliar a morfologia da célula 

espermática. A técnica em câmara úmida permite uma avaliação da morfologia 

espermática, na qual é utilizada a microscopia de contraste de fases ou microscopia de 

contraste de interferência diferencial sem necessidade de uso de corantes, no entanto 
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apesar de conservar bem as características morfológicas das células espermáticas, oferece 

baixa visualização do acrossomo em algumas espécies onde esta estrutura possui um 

tamanho bem reduzido (ZAMBELLI et al., 1993; SCHÄFER; HOLZANN, 2000; 

ARRUDA et al., 2011). Para uma melhor visualização podem ser realizados esfregaços 

de células com corantes (Wright, Rosa de Bengala, Vermelho Congo, Giemsa, Eosina-

nigrosina, Karras e outros) e analisadas em microscopia de luz (SOUSA, 2013).  

Adicionalmente, para uma maior riqueza de detalhes podem ser realizadas análises 

morfológicas através da microscopia eletrônica (SILVA et al., 2009). Através das 

microscopias eletrônicas de varredura e transmissão é possível determinar o tamanho e a 

forma de estruturas biológicas em escala manométrica, visualizar várias regiões, como 

acrossomo, cromatina, teca perinuclear, mitocôndrias, axonema, periaxonema e outras 

estruturas que não são detectáveis por microscopia de luz, permitindo uma descrição mais 

complexa, detalhada e fidedigna (MORIETTI; SUTERA; COLLODEL, 2016). Em aves 

o estudo da utraestrutura do espermatozoide já foi relatado em galos e perus. Nos 

espermatozoides de galos por meio da microscopia eletrônica de transmissão foi 

observado um espaço subacrossomal na cabeça que separava o acrossoma de formato 

cônico do núcleo alongado, a região do pescoço consistia em um complexo centriolar e 

uma peça de conexão não estriada que se estende apicamente na fossa de implantação. 

Aproximadamente 30 mitocôndrias circundam o centríolo distal e a porção proximal do 

complexo axonemal da peça intermediária (BAKST; HOWARTH, 1975). Já nos perus a 

microscopia eletrônica de varredura permitiu examinar as dimensões médias em micra 

dos espermatozoides, sendo que o acrossoma possui 1,8µ, núcleo 9,1µ, peça central 4,8µ 

cauda 61,0µ, comprimento total de 76,7µ e o diâmetro máximo da cabeça em sua maior 

largura foi de 0,8 mícrons. 

Apesar dos enriquecedores dados sobre a morfologia dos espermatozoides de emas já 

relatados por Góes, (2004) ainda não existem relatos sobre a morfometria e ultraestrutura 

dos espermatozoides de emas, informações estas de grande importância para o 

conhecimento da biologia reprodutiva das emas 

 

2.5.2. Análise Computadorizada de Sêmen 

A Análise Computadorizada de Sêmen (CASA) representa um método objetivo 

que gera informações importantes a respeito das propriedades cinéticas dos 
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espermatozoides baseando-se na avaliação individual das células (FERREIRA et al., 

1997; JANUSKAUSKA; ZILINSKAS, 2002), além de fornecer um resumo estatístico 

das subpopulações e a concentração de espermatozoides/mL (VERSTEGEN et al., 2002). 

Os parâmetros de movimento analisados pelo CASA são: Velocidade Curvilínea (VCL), 

que consiste na velocidade média do trajeto real do espermatozoide; Amplitude Lateral 

da Cabeça (ALH), amplitude de deslocamento médio da cabeça do espermatozoide no 

seu trajeto real; Frequência de Batimento Cruzado (BCF), frequência com que a cabeça 

do espermatozoide cruza a direção do movimento; Velocidade Linear Progressiva (VSL) 

corresponde a velocidade média em função da reta estabelecida entre o início e o fim do 

trajeto espermatozoide; Velocidade Média da Trajetória (VAP), que é a velocidade média 

da trajetória do espermatozoide; Índice de Progressão (STR), relação entre VSL e VAP e 

Índice de Linearidade (LIN), relação entre VSL e VCL (VERSTEGEN et al., 2002; 

MATOS et al., 2008). Este método já foi relatado para espermatozoides de perus 

(KOTŁOWSKA et al., 2007; 2012), galos (EHLING et al., 2012) e avestruzes (SMITH 

et al., 2016), mas os parâmetros cinéticos dos espermatozoides de emas permanecem por 

serem descritos. 

 

2.5.3. Teste Hiposmótico 

O teste hiposmótico é realizado com o intuito de identificar a reação do 

espermatozoide, contento uma membrana celular funcional. Quando o espermatozoide é 

colocado em solução hiposmótica, permite a passagem da água através da membrana, até 

o restabelecimento do equilíbrio osmótico entre fluidos extra e intracelular 

(JEYENDRAN et al., 1984). Com a passagem da água para o interior da célula, há um 

aumento do volume celular (edema), ocasionando assim o dobramento da cauda 

(JEYENDRAN et al.,1984).  

Para aplicação em diferentes espécies, é necessário determinar a osmolaridade 

específica das soluções que serão utilizadas no teste em relação às espécies que estão 

sendo avaliadas (SANTOS et al., 2013). Em geral, a solução hiposmótica ideal deve 

exercer um estresse osmótico grande o suficiente para causar um aumento observável no 

volume, mas pequeno o suficiente para evitar lises da membrana espermática 

(JEYENDRAN et al., 1984). 
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Em perus, o teste hiposmótico foi aplicado com sucesso nos espermatozoides de 

perus, onde o inchaço máximo das caudas dos espermatozoides ocorreu na água com uma 

osmolalidade de apenas 19 mOsm/kg (DONOGHUE et al., 1996). Já em falcões 

peregrinos, as células espermáticas foram expostas a uma solução de NaCl a 50 mOsm/kg 

por 10 minutos causando morte da maioria dos espermatozoides em contraste com os 

espermatozoides de três espécies de águias, que eram muito mais tolerantes (BLANCO 

et al., 2000). 

Em emús, mostrou-se que a osmolalidade de mOsm/kg era adequada para se 

realizar o teste hiposmótico (MALECKI; REED; MARTIN, 2005). Em outro estudo com 

emús as osmolalidades de 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250 e 300 mOsm/Kg foram testadas 

e observou-se a resposta máxima de 70% a 50 mOsm/kg, sendo significativamente maior 

(p < 0,001) do que a 75 mOsm/kg e as demais osmolalidades (MATSON; KAPPELLE; 

MALECKI, 2009). 

Em periquitos, a água destilada foi utilizada como solução hiposmótica para a avaliar 

espermatozoides em microscopia de contraste de fases, sendo observado pequeno 

percentual de dobramento de cauda (PEIXOTO, 2010).  

É valido ressaltar que em emas o teste hiposmótico nunca foi aplicado, sendo 

necessário testes com soluções de diferentes hosmolaridades para definir a que melhor se 

adequa a espécie. 

 

2.5.4. Avaliação da integridade da membrana plasmática 

A membrana plasmática é uma das partes mais sensíveis do espermatozoide e por 

isso é a uma das primeiras estruturas a sofrerem modificações (KROGENAES et al., 

1994). Nesse sentido, avaliar a integridade da membrana plasmática é essencial para 

garantir a qualidade da amostra de espermatozoides. Podendo ser a avaliada por meio da 

utilização de esfregaços corados com substâncias que possuem ação dependente da 

capacidade da membrana celular ser permeável ou não à penetração dos mesmos no 

compartimento nuclear do espermatozoide (OLIVEIRA et al., 2009). Um exemplo de 

corante que pode ser utilizado para avaliar a integridade da membrana plasmática da 

célula espermática é a eosina-nigrosina, um corante supravital, que penetra em 

espermatozoides possuidores de membrana lesionada, e ao penetrar na célula promove 

uma coloração rosa ao núcleo (TARTAGLIONE; RITTA, 2004). O uso da eosina e 
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nigrosina para avaliação da integridade da membrana plasmática já foi relatado em galos 

por Góes et al., (2011) em espermatozoides de perdizes se mostrando uma técnica eficaz. 

Outro exemplo de corante que pode ser utilizado para a avaliação da integridade 

da membrana plasmática celular é o Azul de Bromofenol que foi descrito por Derivaux 

(1980) para sêmen bovino, sendo uma coloração simples, de fácil preparação, baixo custo 

e aplicável à campo (MEDEIROS et al., 2006). A coloração com o azul de bromofenol é 

realizada com o intuito de avaliar a membrana através da confecção do esfregaço com 

uma alíquota de sêmen e a mesma proporção do corante. O corante penetra na célula que 

apresenta membrana desintegrada e cora em azul (SOUSA et al., 2013). É válido ressaltar 

que o uso desses corantes na avaliação da integridade da membrana plasmática de 

espermatozoides de emas ainda não foi relato e que essas técnicas são de baixo custo e 

facilmente aplicadas a campo. Assim, seu uso poderia incrementar os espermogramas de 

emas com informações valiosas. 

Várias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliação da integridade 

da membrana plasmática espermática tais como: Iodeto de Propídio, SYBR-14®, YoPro-

1, Hoechst 3342 e 3258 e Diacetato de Carboxifluoresceína (SILVA; GUERRA, 2012) 

Todavia, o iodeto de propídio (IP) vem se destacando em pesquisas pela sua facilidade de 

preparação e aplicação da técnica, estabilidade e eficiência na avaliação da integridade da 

membrana. Esta sonda possui afinidade pelo DNA e é impermeável à célula marcando 

em vermelho o núcleo de células com membrana plasmática lesada. (ARRUDA et al., 

2003). Associado ao IP podem ser utilizados fluoróforos permeáveis a membrana 

plasmática como o Hoechst (H3342) atuando como marcador de membrana íntegra 

emitindo fluorescência azul (MAXUEWLL et al., 1997).  

Já foram relatados estudos utilizando a associação de  sondas fluorescentes SYBR-14 

e o IP para avaliar a integridade da membrana plasmática dos espermatozoides do frango 

doméstico (Gallus domesticus), peru doméstico (Meleagris gallopavo), águia-dourada 

(Aquila chrysaetos), águia-de-bonelli (Hieraaetus fasciatus), águia-imperial (Aquila 

adalberti), falcão-peregrino (Falco peregrinus) e grou-canadiano (Grus canadenses), 

obtendo-se bons resultados de viabilidade no sêmen fresco (BLANCO et al., 2000). Em 

galos também foi utilizado IP mostrando que essa sonda é eficiente para avaliação da 

integridade da membrana plasmática (CELEGHINI et al., 2007) Nos periquitos 

australianos (Melopsittacus undulatus) foram utilizadas a associação dos fluoróforos IP e 
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CFDA, que embora apresentasse bons resultados com o sêmen fresco não possibilitou a 

visualização de marcação nos espermatozoides descongelados (PEIXOTO, 2010). 

 

2.5.5. Avaliação da integridade do acrossoma 

Alguns métodos foram desenvolvidos para detectar o status acrossomal dos 

espermatozoides. Dentre estes, o uso da coloração com o Azul de Coomassie G-250 

mostrou-se simples e rápido para avaliação da integridade do acrossoma de humanos, 

bovinos, suínos, coelhos, porquinhos-da-índia e camundongos (LARSON; 

MILLER,1999). Nesta técnica, os espermatozoides inicialmente são fixados, 

posteriormente submetidos a lavagens e corados para então serem avaliados conforme a 

coloração observada no acrossoma (THIANGTUM et al., 2006).  

A integridade do acrossoma, bem como a manutenção de suas enzimas, são 

cruciais para que ocorra a fertilização (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Nesse sentido, a 

avaliação dessa estrutura é fundamental. A integridade do acrossomo pode ser verificada 

por diferentes técnicas de fluorescência. Pelo fato do acrossoma intacto possuir natureza 

ácida sondas acidofílicas tais como o LysoTracker Green DND-26 (LYSO-G) podem ser 

utilizadas como marcadores da integridade acrossomal (THOMAS et al., 1997). 

Marcadores dos constituintes acrossomais também podem ser enzimáticos ou 

imunológicos. Neste caso, marcadores enzimáticos da acrosina, como inibidores da 

protease serina podem ser ferramentas fluorescentes de mensuração da integridade 

acrossomal (PALENCIA et al., 1996). Técnicas de imunofluorescência também podem 

identificar acrossomas lesados por preenchimento secundário com fluoróforos, como o 

uso de anticorpos anti-acrosina (THOMAS et al., 1997) e anticorpos anti-hialuronidase 

(BACCETTI et al., 1999). Adicionalmente, devido o caráter glicoprotéico dos 

componentes acrossomais pode-se avaliar a integridade acrossomal, por preenchimento 

fluorescente da matriz acrossomal lesionada com lecitinas marcadas (GRAHAM et al., 

1990). As aglutininas, tais como aglutinina de Pisum sativum (PSA), aglutinina de 

Ricinus communis (RCA), aglutinina de Arachis hypogea (PNA) (CROSS; MEIZEL, 

1989) ou Concanavalia ensiformis (ConA), que possuem especificidade a glicoproteínas 

da membrana crossomal, têm sido usadas para determinar a integridade acrossomal. Para 

a visualização do acrossoma em microscopia de fluorescência, as aglutininas devem ser 

devem ser conjugadas a fluoresceínas, como o isotiocionato de fluoresceína (FITC) 
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(FARLIN et al., 1992; HOLDEN et al., 1990). Em galos utilizou-se o FITC- PSA na 

avaliação da integridade do acrossoma demonstrando que essa sonda é eficaz nesta 

análise (CELEGHINI et al., 2007; SHAHVERDI et al., 2014). 

2.5.6. Avaliação da condensação da cromatina 

A condensação do material nuclear é um importante evento da diferenciação 

nuclear durante a espermatogênese. Estudos mostram que a permanência de histonas 

somáticas ou ocorrência de anormalidades nas protaminas podem levar à formação de 

distúrbios de condensação da cromatina dos espermatozoides que se torna frouxa 

(RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009). Nesse sentido, mesmo com espermogramas 

normais os reprodutores podem se comportar como subférteis, tendo como uma possível 

explicação as alterações na compactação da cromatina dos espermatozoides (BRITTO; 

MELLO, 1988). 

Desse modo, vários métodos para avaliar a integridade da cromatina em 

espermatozoides já formam descritos. Com relação as análises a nível de condensação da 

cromatina, destacam-se as análises citoquímicas que podem ser realizadas utilizando 

corantes nucleares em microscopia óptica, como o Azul de Toluidina (TALEBI et al., 

2012). O Azul de Toluidina é um corante metacromásico, isto é, promove alterações de 

cor devido à ligações em estruturas particulares de células e tecidos, neste caso ele tem 

sido associados a condensação da cromatina devido à redução das pontes de dissulfeto 

entre as protaminas, ligando-se a grupos fosfatos livres no DNA, corando de azul escuro 

à violeta cromatinas espermáticas anormais (EXBRAYAT, 2013; ANDREETTA et al., 

1995; MELLO, 1982).  

A detecção de anomalias na cromatina dos espermatozoides em aves já foi 

verificada em galos. Soares e Beletti (2006) compararam as alterações morfológicas e de 

compactação de cromatina com a fertilidade de dois lotes de galos. Eles observaram que, 

no lote com os galos mais férteis, foi encontrado maior número de espermatozoides com 

alterações morfológicas, enquanto no lote com menor fertilidade foi encontrado um 

maior número de alterações na compactação da cromatina, mostrando a importância desta 

característica na fertilidade dos galos. Além disso, Rodrigues, Rocha e Beletti (2009) 

testaram a avaliação de condensação da cromatina utilizando o corante Azul de toluidina 

e um software para a leitura das lâminas e observaram que os espermatozoides de galos 

velhos apresentaram mais alterações na cromatina que os de galos jovens. 
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2.5.7.  Avaliação da função mitocondrial 

A função mitocondrial pode ser avaliada sob microscopia de fluorescência por 

diversas sondas: Rodamina 123 (R123); o MitoTracker green FM (MITO); o iodeto de 

5,5’,6,6’-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1); o 8-(4`-

clorometil)-fenil-2,3,5,6,11,12,14,15-octahidro-1H,4H,10H,13H-diquinolizino-8H-

xanteno (H2-CMXRos) e o cloreto de 8-(4-clorometil) fenil 2,3,5,6,11,12,14,15 

octahidro-1H,4H,10H,13H-diquinolizino-8H-xantilio (CMXRos- Mito Tracker red®) 

(CELEGHINI, 2009).  O CMXRos é um marcador catiônico e fluorescente 

intrinsicamente. Devido ao seu potencial de membrana, mitocôndrias funcionais 

absorvem este marcador. Uma vez que a sonda esteja acumulada na mitocôndria, o grupo 

clorometil pode reagir com nucloeófilos acessíveis, incluindo grupos tiol de peptídeos e 

proteínas, para formar um conjugado fixável ao aldeído (POOT et al., 1996). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Devido ao seu papel econômico e a relevante função ecológica é de extrema 

importância o conhecimento acerca da sua biologia reprodutiva e pesquisas envolvendo 

aplicação de técnicas reprodutivas em emas, pois essas informações poderão auxiliar a 

conservação da espécie, bem como sua reprodução em cativeiro. Atualmente são escassas 

as informações acerca da biologia reprodutiva e praticamente inexistente a aplicação de 

biotécnicas aplicadas a reprodução das emas, por exemplo, ainda não existem relatos 

detalhados acerca dos eventos que envolvem a maturação espermática no epidídimo e 

ducto deferente, não foram propostas metodologias para conservação de espermatozoides 

e ainda há necessidade de um protocolo de avaliações espermática mais completo que 

melhor indicaria o potencial fertilizante de uma amostra.  

Desse modo, as informações que o presente estudo irá proporcionar poderão 

contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva das emas, bem como para o 

aprimoramento dos protocolos de avaliação espermática, além de propor a 

criopreservação espermatozoides de emas. Consequentemente, tais informações poderão 

auxiliar a formação bancos de germoplasma masculino, úteis para a conservação de 

indivíduos geneticamente vulneráveis. 
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4. HIPÓTESES 

 

• É possível a obtenção de espermatozoides viáveis a partir dos epidídimos e 

ducto deferente de emas por meio das técnicas de lavagem retrógrada e 

flutuação 

• A utilização de água destilada (0mOsm/L) para o teste hiposmótico de 

espermatozoides de emas é eficaz para a avaliação da função de membrana 

espermática nesta espécie. 

• A integridade da membrana plasmática de espermatozoides de emas pode ser 

eficientemente avaliada por meio do corante Azul de Bromofenol. 

• A avaliação da integridade do acrossoma utilizando a sonda fluorescente 

FITC-PSA é mais eficiente que o corante Azul de Coomassie para 

espermatozoides de emas. 

• O método de avaliação de condensação da cromatina de espermatozoides 

utilizando o corante Azul de Toluídina é eficiente para emas. 

• A associação das sondas fluorescentes Iodeto de Propídio, Hoechst 3342 e 

Mito traker red® são competentes para avaliar a integridade da membrana 

plasmática e a atividade mitocondrial de espermatozoides de emas. 

• O diluente OVODYL™ é superior aos diluentes TRIS, TES e ACP na 

manutenção dos parâmetros espermáticos de emas durante a criopreservação. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo Geral 

• Estabelecer protocolos eficientes para a obtenção, avaliação e conservação de 

espermatozoides de emas (Rhea americana). 

 

5.2. Objetivos Específicos 

• Testar os métodos de obtenção de espermatozoides por flutuação e lavagem 

retrógrada do ducto deferente em emas. 

• Caracterizar as mudanças estruturais que ocorrem durante a maturação do 

espermatozoide ao longo do seu trajeto no epidídimo e ducto deferente 

• Caracterizar a morfometria do espermatozoide de emas. 

• Testar e validar métodos adequados para avaliações de integridade e 

funcionalidade da membrana plasmática, atividade mitocondrial, morfologia, 

condensação de cromatina e integridade do acrossoma de espermatozoides de 

emas. 

• Comparar os diluentes TRIS, TES, ACP e OVODYL™ na criopreservação 

dos espermatozoides de emas. 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1. Locais de execução e bioética 

Os animais utilizados serão provenientes do Centro de Multiplicação de Animais 

Silvestres (CEMAS), da Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA). O 

CEMAS é registrado no IBAMA como criadouro científico sob o número 12.492-0004. 

A UFERSA está localizada a 5º11’ de latitude sul e 37º20’ de longitude oeste e altitude 

média de 16m em uma região caracterizada por clima tropical semiárido, apresentando 

classificação climática de Köppen do tipo seco e muito quente, com temperatura anual 

média de 27,4°C. A obtenção dos espermatozoides a partir dos complexos epidídimo-

ducto deferente, avaliações e refrigeração serão realizados no Laboratório de 

Conservação de Germoplasma Animal (LCGA), o processamento das amostras para as 

microscopias eletrônicas será realizado no Laboratório de Morfofisiologia Animal 

Aplicada e as imagens serão obtidas no Laboratório de Microscopia Eletrônica da 

UFERSA. 

O projeto será submetido ao Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBIO) e ao Comitê de Ética no Uso de Animais (CEU -UFERSA) 

para apreciação e adequação as normativas vigentes de bem-estar animal. 

 

6.2. Animais experimentais e manejo 

As emas do CEMAS serão alimentadas com ração concentrada a base de milho, farelo 

de trigo e farelo de soja, também são fornecidas frutas e a água é fornecida à vontade para 

os animais diariamente. 

Para o experimento, serão utilizadas carcaças frescas de animais que tenham vindo a 

óbito ou animais que tenham se acidentado sendo necessária a eutanásia. Para a eutanásia, 

as aves serão anestesiadas e será realizado o procedimento de exaguinação Estes animais 

deverão ser adultos em idade reprodutiva ± 2,0 anos de idade e com peso médio de 34,0 

kg. A coleta dos complexos testículos-epidídimos ocorrerá durante a estação reprodutiva, 

entre os meses de maio ou junho e indo até novembro ou dezembro. Para cada fase 

experimental espera-se um “N” de pelo menos 5 animais. 
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6.3. Desenho Experimental 

A presente tese será dividida em três experimentos: 

• No primeiro experimento, os espermatozoides serão obtidos por flutuação de 

diferentes seguimentos do complexo epidídimo-ducto. As amostras serão 

processadas para as microscopias eletrônicas de varredura e transmissão afim de 

se caracterizar as mudanças que ocorrem durante a passagem do espermatozoide 

por essas estruturas. Além disso, uma alíquota das amostras de espermatozoides 

será utilizada para a caracterização morfométrica através do software ImageJ®. 

• No segundo experimento os espermatozoides serão obtidos pelas técnicas de 

flutuação e lavagem retrograda, para se comparar esses dois métodos de coleta. 

Após a obtenção dos espermatozoides, serão validadas diferentes técnicas de 

avaliações espermáticas: CASA, teste hiposmótico, integridade da membrana 

plasmática, acrossoma e cromatina espermática, e, atividade mitocondrial. 

• No terceiro experimento, os espermatozoides serão obtidos pela melhor técnica 

testada no experimento 2 e avaliados conforme os testes validados também no 

experimento 2. Posteriormente, as amostras serão criopreservadas testando-se os 

diluentes descritos na figura 4. 

 

6.4. Experimento 1 

 

6.4.1. Obtenção dos espermatozoides 

Após a eutanásia dos animais, os complexos testículos-epidídimos-ductos 

deferentes serão coletados, envoltos em gaze umedecida com solução fisiológica 0,9% a 

Amostras

TRIS-GEMA 15% TES-GEMA 15% ACP-GEMA 15% OVODYL-GEMA 15%

Figura 4. Tratamentos testados no experimento 3 
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38°C colocados em Becker, todos estéreis, e transportados imediatamente até o 

Laboratório de Conservação de Germoplasma Animal. Os complexos testículo-

epidídimo-ducto deferente esquerdo e direito serão dissecados e lavados externamente 

com solução fisiológica a 38°C. Será utilizada a técnica de flutuação separadamente em 

diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto deferente. Resumidamente, esses 

seguimentos serão fatiados com bisturi em uma placa de Petri contendo solução 

fisiológica a 38°C. Após 5 minutos em posição estática, os tecidos serão removidos e a 

suspensão será avaliada (CARY et al., 2004).  

 

6.4.2.  Morfometria Espermática 

Esfregaços de rosa de Bengala serão preparado utilizando-se uma alíquota de 5 µL de 

espermatozoides que será incubada com 45 µL do corante Rosa de Bengala. 

Posteriormente, serão retirados 10 µL da amostra e depositados sobre uma lâmina que 

será coberta com uma lamínula e selada para posterior analises. Campos aleatórios da 

lâmina serão fotografados através a microscopia de luz conectada a software analisador 

de imagem. Cem células serão analisadas a partir das fotomicrografias medindo-se 

estruturas espermáticas como cabeça, peça intermediária e cauda separadamente por meio 

do software ImageJ® (SAYED et al., 2017). 

 

6.4.3.  Processamento e avaliação por Microscopia Eletrônica de Varredura - MEV 

Para a análise da MEV, os espermatozoides serão fixados no reagente de Karnovsky 

(paraformaldeído a 4% e glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 

7,2 ) a 27 ° C. Após  o período de fixação as amostras serão centrifugadas a 800 × g por 

10 min, em seguida três lavagens de 5 min cada serão realizadas com tampão de 

cacodilato de sódio 0,1 M. Posteriormente, os pellets formados serão desidratados e 

submetidos a banhos de acetona em concentrações crescentes (50, 70, 90 e 100%) por 10 

minutos cada. Os pellets serão desfeitos e uma gota (300 µL) da suspensão será 

depositada em uma lamínula de vidro e seca ao ar. As lamínulas serão montadas em stubs 

com a ajuda de fita de carbono. Para metalização, os stubs serão colocados em um 

metalizador e metalizados com uma camada de ouro de 20 nm para posterior observação 

com um microscópio eletrônico de varredura (BEZERRA et al., 2018). 
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6.4.4.  Processamento e avaliação por Microscopia Eletrônica de Transmissão - MET 

Para a análise da MET, será utilizada a metodologia de Soares e Beletti et al (2006) 

com modificações, resumidamente, os espermatozoides serão fixados em glutaraldeído a 

4% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2. Após a fixação por 48 horas, as 

amostras serão centrifugadas a 800 x g por 10 min, em seguida lavadas em tampão 

cacodilato (0,1 M, pH 7,2) duas vezes por 10 minutos e então, pós-fixados por quatro 

horas em glutaraldeído a 3% e uma hora em tetróxido de ósmio a 1% mais ferrocianeto 

de potássio a 1,25%. Finalmente, o pellet será incluído em resina Epon e posteriormente 

será cortado em ultramicrótomo para obtenção de cortes ultrafinos. Os cortes serão 

contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Por fim os cortes serão 

examinados em microscópio eletrônico. 

 

6.5.Experimento 2 

 

6.5.1.  Obtenção dos espermatozoides 

 

No segundo experimento, os espermatozoides serão coletados por flutuação, porém, 

diferentemente do primeiro experimento o ducto deferente será fatiado integralmente sem 

divisões. Também será utilizada a lavagem retrógrada, resumidamente, serão realizadas 

ligaduras nas duas extremidades do ducto deferente, a fim de evitar o extravasamento dos 

espermatozoides. Na sequência, o segmento será mantido em posição vertical, a ligadura 

da extremidade inferior retirada e será feita a injeção de solução fisiológica a 38°C no 

lúmen, com auxílio de uma seringa e agulha imediatamente abaixo da ligadura superior 

remanescente, fazendo com que os espermatozoides sejam carreados e recuperados na 

outra extremidade, sendo acondicionados em tubos apropriados (SILVA et al., 2011). 

 

6.5.2. Avaliações espermáticas 

Após a coleta dos espermatozoides, será mensurado o volume recuperado utilizado 

pipetas e tubos graduados. Uma pequena alíquota da solução contendo espermatozoides 

será depositada sobre lâmina de vidro e levada ao microscópio de luz (100x, 400x), onde 
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serão avaliados a motilidade espermática (0-100%) e o vigor (0-5). A concentração 

espermática será avaliada em câmara de Newbauer (SMITH, 2016). 

Para avaliação das características morfológicas dos espermatozoides, serão 

confeccionados esfregaços com o corante Rosa de Bengala. Onde serão analisadas 200 

células espermáticas por lâminas sob microscopia de luz (100x), sendo classificadas em 

morfologicamente normais ou portadores de alterações subdivididas de acordo com a 

região espermática afetada (cabeça, peça intermediária, cauda) (GÓES, 2003) 

 

6.5.3. Teste Hiposmótico 

Alíquotas de sêmen (10μL) serão adicionadas a 90μL de várias soluções 

hiposmóticas e incubadas por 40 minutos a 37 ° C. Para tanto, serão utilizadas água 

destilada (0mOsm / L) e soluções de frutose (50, 100, 150 e 200mOsm / L). Após a 

incubação, as avaliações serão realizadas sob microscopia de contraste de fase (x1000). 

Um total de 200 espermatozoides serão contados em pelo menos cinco campos e 

classificados como reativos ou não reativos com base na presença ou ausência de caudas 

enroladas (inchadas), respectivamente. A porcentagem de espermatozoides com defeitos 

na cauda (com base na avaliação da morfologia espermática) será subtraída da 

porcentagem de espermatozoides reativos (SANTOS et al., 2013). 

 

6.5.4. Fhash Frozen 

Para a validação das avaliações de integridade da membrana plasmática, acrossoma, 

cromatina e atividade mitocondrial será realizado o flash frozen. Resumidamente, as 

amostras serão divididas em duas alíquotas: uma mantida viável e a outra submetida à 

congelação rápida em nitrogênio líquido, seguida de descongelação lenta por três vezes 

consecutivas para causar injúrias à membrana celular (CELEGHINI, 2005). Três 

tratamentos serão feitos a partir destas alíquotas com as seguintes proporções de 

espermatozoides frescos e espermatozoides submetidos ao flash frozen: 100:0 (T100), 

50:50 (T50) e 0:100 (T0).  

 

6.5.5. Integridade da membrana plasmática por corantes vitais 

Será testado o corante Azul de Bromofenol e Eosina-Nigrosina, para tanto, esfregaços 
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serão confeccionados a partir de 10 µl de amostra que serão misturadas ao mesmo volume 

dos corantes, a mistura será depositada em uma lâmina e arrastada com o auxílio de outra 

lâmina. Após a secagem da lâmina em temperatura ambiente, serão contadas 200 células 

em microscopia óptica (400x), no qual, para os espermatozoides corados com o Azul de 

Bromofenol, as células transparentes serão consideradas como possuidoras de membrana 

plasmática íntegra e as células coradas em azul serão consideradas como células 

possuidoras  de membrana plasmática degenerada (SOUSA et al., 2013). Já para os 

espermatozoides corados com Eosina-Nigrosina aqueles que apresentarem coloração 

rosa serão os considerados com membrana plasmática íntegra (CHALAN et al., 1999). 

 

6.5.6. Avaliação da integridade do acrossoma 

Para avaliação acrossomal, amostras de espermatozóides serão fixadas em 0,5 mL de 

solução de paraformaldeído a 4% em temperatura ambiente por 15 min e, em seguida, 

armazenadas a 4°C até serem processadas para coloração acrossomal. Os 

espermatozóides fixos serão então centrifugados por 8 min a 3000g e o sobrenadante 

descartado. Os pellets serão lavados duas vezes com 0,5 mL de acetato de amônio 0,1 m 

(pH 9,0) e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 50 μL da solução de acetato de 

amônio. Uma alíquota desta suspensão será espalhada nas lâminas de microscópio e 

deixada secar à temperatura ambiente. Após a secagem, as lâminas serão inundadas com 

coloração de Coomassie (Coomassie Blue G-250 a 0,22%; 50% de metanol, 10% de ácido 

acético glacial e 40% de água desionizada) por 90 s (Larson e Miller 1999 ), lavada com 

água desionizada, seca à temperatura ambiente e preservada permanentemente, colocando 

uma lamínula sobre uma gota de meio de montagem. De cada amostra, 200 

espermatozóides serão avaliados individualmente quanto à integridade acrossomal, 

utilizando microscopia de campo claro a 1000x. A integridade acrossômica será 

classificada como: (1) intacta (coloração escura uniforme sobre a região do acrossoma 

com coloração clara ou inexistente da região pós-acrossomal); (2) danificado (coloração 

não uniforme ou irregular sobre a região acrossomal); ou (3) não intacto (ausência total 

de coloração acrossomal ou coloração apenas no segmento equatorial; a região pós-

acrossomal geralmente é levemente corada em azul) (THIANGTUM et al., 2006). 
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6.5.7. Avaliação da Condensação da Cromatina 

Para a avaliação da integridade da cromatina serão confeccionados esfregaços 

utilizando-se 10µl das amostras que serão fixados em 3:1 etanol:ácido acético por 1 min 

e em etanol a 70% por 3 min, posteriormente, serão submetidos a imersão em solução 4M 

de HCl por 25 min, lavados em água destilada e secados a temperatura ambiente. Em 

seguida, 5µl de Azul de toluidina serão depositados sobre o esfregaço, sendo coberto por 

uma lamínula e imediatamente avaliado em microscopia de campo claro, serão contadas 

500 células e classificadas em negativos e positivos. Os espermatozoides levemente 

corados em azul claro serão considerados normais (negativos) e aqueles corados em azul 

escuro à violeta serão considerados com cromatina alterada (positivos). 

6.5.8. Integridade da membrana plasmática e acrossomal, e atividade Mitocondrial por 

Fluorescência 

A associação das sondas fluorescentes Iodeto de Propídeo, Hoechst3342, FITC-PS e 

CMXRos (Mito Tracker Red) será utilizada para avaliar simultaneamente a integridade 

de membrana plasmática, acrossomal e atividade mitocondrial. Para tanto, serão 

colocados 150μL das amostras (25 x 106 sptz/mL) em um microtubo, posteriormente será 

adicionado 2μL de Hoechst 33342 (40 μg/mL em DPBS) que serão incubar por 10 

minutos a 37° C, em seguida serão adicionados 3 μL de PI (0,5 mg/mL em DPBS), 0,5 

μL de CMXRos (500 μM em DMSO) e 50 μL de FITC-PSA (100 μg/mL em DPBS) e 

incubados por 8 minutos a 38,5° C. Em seguida, as lâminas para microscopia poderão ser 

preparadas, colocando uma alíquota sobre uma lâmina e recobrindo com lamínula. As 

avaliações serão realizadas em microscopia de epifluorescência (1000x). Serão avaliadas 

200 células, espermatozoides marcados em vermelho (IP) serão considerados com 

membrana degenerada, espermatozoides marcados em azul (Hoechst) serão considerados 

com membranas íntegras, espermatozoides com acrossoma marcado em verde-amarelado 

serão considerados com acrossoma lesionado e espermatozoides com peças 

intermediárias marcadas em vermelho serão considerados com atividade mitocondrial 

(CELEGHINI et al., 2007). 
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6.6. Experimento 3 

 

6.6.1. Congelação e descongelação dos espermatozoides de emas 

Para a congelação dos espermatozoides de emas, serão utilizadas como base, as 

metodologias propostas por Santiago-Moreno et al. (2012) e Smith et al. (2016) com 

algumas modificações. Dessa forma, inicialmente as amostras serão diluídas nos 

tratamentos conforme mostrado na figura 4. Serão resfriadas a uma taxa de 1°C/min até 

a temperatura final de 5°C. Posteriormente será adicionada a dimetilcetamida pré-

resfriada de modo que a concentração final seja 6% e a concentração de espermatozoides 

seja de 100 milhões/ ml. As amostras então serão equilibradas por 15 min a 5°C, em 

seguida envasada nas palhetas, em seguida, congeladas uma taxa padronizada de 5 °C/min 

de 5 °C a -20 °C, nucleação a -20 °C e de -20 °C a -80 °C a uma taxa de 10 °C/minuto. 

Depois disso, as palhetas serão mergulhadas em nitrogênio líquido a -196°C. As palhetas 

serão então descongeladas após pelo menos uma semana por 1 minuto e 20 segundos a 5 

° C, posteriormente, as amostras serão transferidas para tubos em banho maria a 38° C e 

serão avaliadas conforme citado para o material fresco. 

 

6.7.Análise Estatística 

Todas as variáveis serão expressas como média e erro padrão, a análise de 

homocedasticidade será realizada pelo teste de Levene e a normalidade será verificada 

através do teste de Shapiro-Wilk e partir desta análise inicial, serão estabelecidos os testes 

estatísticos mais adequados para a comparação das médias. 
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7. RESULTADOS ESPERADOS 

 

Ao final da pesquisa, espera-se contribuir com conhecimentos acerca da biologia 

reprodutiva das emas (Rhea americana), fornecendo base para futuras aplicações de 

outras biotécnicas reprodutivas. Tais conhecimentos poderão auxiliar a formação de 

bancos de germoplasma visando a preservação da espécie bem como sua reprodução em 

cativeiro e assim, aprimorar sistemas de produção sustentáveis desta espécie.  
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