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RESUMO 
 
 
Durante a criopreservação são inúmeras as alterações sofridas pelas células espermáticas, o 
que conduz à queda na motilidade e perda da sua viabilidade pós-descongelação. Por este 
motivo, surge a necessidade de aperfeiçoar os processos de tecnologia do sêmen, 
principalmente quanto ao uso de diluentes. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade de 
espermatozóides ovinos, submetidos ao processo de diluição e criopreservação, utilizando-se 
3 diluentes (TES, TRIS e PBS) e 3 tempos de equilíbrio (4h, 8h e 12h), sendo o estudo 
dividido em 9 grupos: TES-4h, TES-8h, TES-12h, TRIS-4h, TRIS-8h, TRIS-12h, PBS-4h, 
PBS-8h e PBS-12h. Após a colheita, o sêmen foi avaliado macro e microscopicamente, e pré-
diluído nas soluções TES, TRIS e PBS, no entanto sem a adição dos crioprotetores (Solução 
A), onde permaneceram por 1h. Posteriormente, o sêmen foi diluído com as soluções TES, 
TRIS e PBS, já contendo os crioprotetores, novamente avaliado, para então ser envasado, 
sendo submetido aos diferentes tempos de equilíbrio, e em seguida, congelado. Após a 
descongelação, foi avaliado a motilidade e o vigor, e após o TTR, a motilidade, o vigor e o 
desprendimento do acrossoma. Na criopreservação com TRIS, a motilidade e o vigor foram 
estatisticamente similares (p>0,05) no sêmen congelado com equilíbrio de 4h (17,2% e 1,6), 
8h (22,4% e 2,1) e 12h (14,8% e 1,6) (p>0,05). Após o TTR não foi observado diferença 
estatística (p>0,05) para a motilidade e o vigor em 4h (10,4% e 1,1) e em 12h (10,0% e 1,2) 
de equilíbrio, porém houve um aumento em 8h (15,6% e 1,6) (p<0,05). Não houve diferença 
estatística (p>0,05) no índice de desprendimento do acrossoma entre 4h (35,1) e 12h (37,6) de 
equilíbrio, havendo uma redução nestes índices em 8h (30,4) (p<0,05). Na criopreservação 
com TES, a motilidade do sêmen congelado com equilíbrio de 4h (24,8%) e 12h (27,6%) 
foram estatisticamente similares (p>0,05), sendo que o tempo de 8h (40,4%) diferiu 
estatisticamente dos demais. O vigor foi estatisticamente similar (p>0,05) para o sêmen 
descongelado com equilíbrio de 4h (2,0), 8h (2,6) e 12h (2,3), não diferindo estatisticamente 
(p>0,05). Após o TTR não foi observado diferença estatística (p>0,05) para a motilidade em 
4h (18,8%) e em 12h (17,4%) de equilíbrio, porém houve um aumento em 8h (29,6%) 
(p<0,05). Em relação ao vigor e ao desprendimento do acrossoma não houve diferença 
estatística (p>0,05) em 4h (2,0 e 35,8), 8h (2,1 e 33,4) e 12h (1,8 e 42,2) de equilíbrio. Na 
criopreservação com o PBS, não foram observados motilidade e vigor após a descongelação. 
Esses resultados indicam que o diluente à base de TES e o tempo de equilíbrio de 8h 
mostraram-se mais adequados para a diluição e congelação de sêmen ovino. 

 

Palavras-chave: Diluição. Criopreservação. Sêmen. Ovino. 
 

 



 

  

ABSTRACT 
 
 
During cryopreservation are numerous changes experienced by the sperm cells, which leads to 
the decrease in motility and loss of viability after thawing. For this reason, there arises the 
need to refine the process technology of semen, especially regarding the use of diluents. The 
aim of this study was to evaluate the viability of spermatozoa undergoing the process of 
cryopreservation and dilution, using three extenders (TES, TRIS and PBS) and three years of 
stability (4h, 8h and 12h), and the study was divided into nine groups: TES-4h-8h TES, TES-
12h, TRIS-4h-8h TRIS, TRIS-12h-4h PBS, PBS and PBS-8h-12h. After collection, semen 
was evaluated macro and microscopically, and pre-diluted solutions in TES, TRIS and PBS, 
but without the addition of cryoprotectants (Solution A), where they remained for 1 hour. 
Subsequently, semen was diluted with solutions TES, TRIS and PBS, already containing the 
cryoprotectants, again assessed to be so packed, and subjected to different periods of 
equilibrium, and then frozen. After thawing, motility was assessed and vigor, and after the 
TTR, motility, vigor and detachment of the acrosome. On cryopreservation with TRIS, 
motility and vigor were statistically similar (p> 0.05) in semen frozen with a balance of 4h 
(17.2% and 1.6), 8h (22.4% and 2.1) and 12h (14.8% and 1.6) (p> 0.05). After the TTR was 
not observed statistical difference (p> 0.05) in motility and vigor in 4h (10.4% and 1.1) and 
12h (10.0% and 1.2) of balance, but there was an increase in 8h (15.6% and 1.6) (p <0.05). 
There was no statistical difference (p> 0.05) in the rate of detachment of the acrosome 
between 4h (35.1) and 12 (37.6) equilibrium, with a reduction in these indices at 8 am (30.4) 
(p <0 , 2005). On cryopreservation with ERT, the motility of frozen semen with a balance of 
4h (24.8%) and 12h (27.6%) were statistically similar (p> 0.05), although the time of 8h 
(40.4% ) differed significantly from the others. The force was statistically similar (p> 0.05) 
for thawed-balanced 4h (2.0), 8h (2.6) and 12h (2.3), not statistically different (p> 0.05) . 
After the TTR was not observed statistical difference (p> 0.05) for sperm motility in 4h 
(18.8%) and 12h (17.4%) of balance, but there was an increase in 8h (29.6%) (p <0.05). In 
relation to the force and the detachment of the acrosome was no statistical difference (p> 
0.05) 4h (2.0 and 35.8), 8h (2.1 and 33.4) and 12h (1.8 and 42 , 2) equilibrium. On 
cryopreservation with PBS, showed no motility and vigor after thawing. These results indicate 
that solvent-based TES and the equilibrium time of 8h were more suitable for dilution and 
freezing of ram semen. 
 
 

Key-words: Dilution. Cryopreservation. Semen. Sheep. 
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1 – INTRODUÇÃO 

  

 

A ovinocultura está presente na história da humanidade como sendo atividade que 

proporciona fontes alternativas para subsistência, pois, fornece a lã e a pele para o vestuário; a 

carne e o leite para a alimentação.  

O Brasil apresenta criações de ovinos em todas as suas regiões, sendo o efetivo do 

rebanho ovino nacional de aproximadamente 16 milhões de cabeças, onde a região Nordeste 

assume maior relevância, pois detém o primeiro lugar na exploração de ovinos, com cerca de 

7,7 milhões de cabeças, seguida pela região Sul que detém 4 milhões de cabeças. A região 

Norte possui um rebanho em torno de 480 mil cabeças (IBGE, 2008).  

A criação de ovinos vem tornando-se mundialmente, uma atividade de alta 

lucratividade, sendo o manejo reprodutivo de fundamental importância para o bom andamento 

desta atividade. Um reprodutor infértil rapidamente é identificado, porém aquele que é sub-

fértil, pode ocasionar perdas econômicas consideráveis na criação. Portanto uma propriedade 

que deseja alcançar bons índices reprodutivos necessita de um adequado acompanhamento da 

saúde reprodutiva dos machos (GRANADOS, 2006). 

Além do acompanhamento do rebanho, algumas biotecnologias têm sido 

desenvolvidas objetivando o aumento dos índices produtivos e reprodutivos da espécie ovina, 

e consequentemente a sua rentabilidade. Dentre estas pode-se citar a Criopreservação de 

Sêmen, a Inseminação Artificial (IA), a Produção in vitro (PIV) e a Transferência de 

Embriões (TE) (COX; ALFARO, 2007; SIMPLICIO et al., 2007). 

 A criopreservação proporciona a estocagem do sêmen de animais de alto valor por 

tempo indeterminado, maximizando assim o poder reprodutivo do macho e permitindo seu 

uso mesmo após a morte do animal. Além disso, reduz os custos com criação de reprodutores, 

tendo em vista que se pode adquirir sêmen congelado com qualidade comprovada (CASTELO 

et al., 2008).  

O sêmen criopreservado pode ser aplicado posteriormente em outras biotecnologias, 

como a I.A., que permite a utilização de sêmen de reprodutores selecionados em um grande 

número de fêmeas (SILVA, 2002; AMIRAT et al., 2004; FONSECA, 2005). Sua difusão na 

espécie ovina e a realização do seu total potencial dependem das características do sêmen 

criopreservado e das técnicas disponíveis para a obtenção de uma fertilidade aceitável 

(PAPADOPOULOS et al., 2005).  
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A técnica de I.A. utilizando sêmen fresco e refrigerado apesar das vantagens inerentes 

ao melhoramento genético apresenta como principal limitante o curto período de viabilidade 

do sêmen, por outro lado, o sêmen congelado de ovinos apresenta como fatores limitantes os 

baixos índices de fertilidade na inseminação intra-cervical, os quais de acordo com Aisen 

(2001) variam entre 8-30%.  

Pesquisas realizadas sobre a diluição e conservação de sêmen ovino, mostraram que a 

fertilidade do sêmen em estado líquido declinava rapidamente quando o mesmo é armazenado 

por mais que 24 horas e utilizado para a I.A. No entanto, este mesmo sêmen, sendo usado para 

a inseminação intra-uterina manteve sua capacidade de fertilização em torno de 10 dias 

(MAXWELL; WATSON, 1996).  

Aisen et al. (2005) e Bucak et al. (2007) afirmam que dentro da problemática da I.A. 

ovina com sêmen congelado encontra-se o fato do sêmen do carneiro não possuir uma 

capacidade antioxidante adequada (diferença em relação a outras espécies) e também 

diferenças na composição lipídica da membrana do espermatozóide, que segundo Holt (2000) 

dificulta o sucesso da sua criopreservação.  

Diante deste contexto surge a necessidade de aperfeiçoar os processos de tecnologia de 

sêmen, principalmente quanto ao uso de diluentes, assim como avaliar as alterações 

espermáticas após a diluição e a criopreservação. Por estes motivos, esta pesquisa teve como 

objetivo contribuir para o estudo da criopreservação de espermatozóides ovinos, analisando-se 

o efeito de diferentes diluentes e tempos de equilíbrio, sobre a qualidade e a viabilidade 

espermática após a descogelação. 
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 OBJETIVOS   

 

 

2.1 – OBJETIVO GERAL  

 

 

Avaliar a viabilidade de espermatozóides ovinos, submetidos à criopreservação com 

diferentes diluentes e tempos de equilíbrio.  

 

 

2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 

      Determinar a melhor motilidade e vigor de espermatozóides ovinos após a 

criopreservação com diferentes diluentes e tempos de equilíbrio. 

Avaliar a resistência espermática do sêmen criopreservado, através do Teste de Termo 

Resistência (TTR) e da análise da integridade do acrossoma. 

Determinar dentre os diluentes e tempos de equilíbrio, o mais apropriado para a 

criopreservação de sêmen ovino. 
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3 - REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

A criopreservação de sêmen é uma importante biotécnica reprodutiva, e quando 

associada à IA, representa um mecanismo eficiente para promoção e difusão de material 

genético de excelente qualidade (TRALDI, 1994).  

A I.A. é uma valiosa ferramenta para programas de melhoramento genético e 

conservação de raças em ovinos. No entanto, esta técnica não é tão difundida nessa espécie, 

quando comparada a outras espécies domésticas, não somente devido ao fato dos baixos e 

irregulares índices de fertilidade, mas também à dificuldade na aplicação de melhorias, tais 

como o uso de sêmen congelado (ANEL et al., 2006).  

Salamon e Maxwell (2000) relataram que a célula espermática sofre alterações ultra-

estruturais, bioquímicas e funcionais após passar pelo processo de criopreservação, o que 

conduz à queda na motilidade e perda da sua viabilidade dentro do trato genital feminino. 

Apesar disto, consideráveis avanços têm sido obtidos no sentido de minimizar os efeitos do 

processo de criopreservação sobre a estrutura e função espermática (GILLAN et al., 2004). 

Portanto, a criopreservação do sêmen na espécie ovina é um processo complexo, onde 

é importante atentar para diversos fatores a fim de obter resultados satisfatórios. Dentre esses 

fatores, destacam-se a diluição, a criopreservação, a descongelação e também a fisiologia 

seminal (TRALDI, 1994). 

 

 

3.1 - PRODUÇÃO ESPERMÁTICA 

 

 

Os espermatozóides são formados dentro dos tubos seminíferos, nos testículos, por um 

processo denominado espermatogênese. Nos animais, as células precursoras dos gametas, 

chamadas células germinativas primordiais ou espermatogônias migram da região do saco 

vitelínico do embrião para as gônadas indiferenciadas (HAFEZ; HAFEZ, 2004).  

Atingida a puberdade e após um período de proliferação mitótica, as espermatogônias 

dão origem as espermatogônias do tipo A, podendo estas manter-se indiferenciadas 

funcionando como células mãe ou continuar a divisão mitótica e por diferenciação, originar as 

espermatogônias do tipo B e posteriormente, os espermatócitos primários. Por divisão 
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meiótica, os espermatócitos primários (2n) passam à espermatócitos secundários (n), e estes à 

espermátides (n) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).   

A espermiogênese é o processo pelo qual as espermátides se diferenciam em 

espermatozóides. A espantosa evolução de uma célula redonda sem núcleo distinto para um 

espermatozóide altamente organizado deve-se ao alongamento e achatamento do núcleo 

condensado, dando forma à cabeça do espermatozóide; à eliminação de grande parte do 

citoplasma; à organização da superfície da célula em domínios específicos, constituídos por 

grupos distintos de lipídios e proteínas, desprovidos de motilidade; à reorganização das 

organelas citoplasmáticas: fusão das vesículas do complexo de Golgi para a formação do 

acrossoma, reorganização dos centríolos para formação do flagelo e repartição das 

mitocôndrias em torno da base da cauda (GATTI et al., 2004). 

A espermiação consiste na liberação dos espermatozóides imóveis no lúmen do tubo 

seminífero (HAFEZ, 1993). Estes flutuam passivamente no fluído liberado pelas células de 

Sértoli, dos canais eferentes até ao epidídimo, onde vão maturar e permanecer até à ejaculação 

(KING, 1993). 

Os espermatozóides maturos são células altamente especializadas constituídas por 

duas regiões distintas, a cabeça e a cauda, cobertas por uma única membrana citoplasmática. 

Estas encontram-se unidas através do colo. A cabeça é ocupada quase na totalidade com o 

núcleo onde se encontra a cromatina muito condensada (EVANS; MAXWELL, 1990). A 

porção anterior do núcleo encontra-se coberta por uma estrutura de dupla membrana, o 

acrossoma, que contém enzimas hidrolíticas, tais como a acrosina e hialuronidase. Estas, 

quando em contato com o oócito, vão proporcionar um caminho através das camadas 

circundantes deste (MILLER et al., 2002). A sua forma achatada dorso-ventralmente permite 

a oscilação lateral do espermatozóide durante a penetração das células do cumulus e da zona 

pelúcida (ZP) do oócito (BEDFORD, 2006). 

A cauda, sistema propulsor para mover o espermatozóide e consequentemente o 

núcleo, encontra-se dividida em três regiões: a peça intermédia (PI), a peça principal e a peça 

terminal. A cauda é atravessada por um complexo fibrilar denominado axonema, que emerge 

do centríolo situado na base da cabeça. A hidrólise do ATP gerado pelas mitocôndrias 

contidas na PI permite a propulsão do espermatozóide (GILBERT, 2003). 

A membrana citoplasmática é uma estrutura fluída e dinâmica, composta por 

agregados de lipídios e proteínas unidos através de ligações não covalentes. A dupla camada 

fosfolipídica funciona como uma barreira impermeável à passagem da maioria das moléculas 

hidrosolúveis. Além das funções estruturais, tanto os lipídios como as proteínas exercem 
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outras funções: os lipídios participam na transdução de sinais, ao passo que as proteínas 

funcionam como receptores, enzimas ou transportadores de moléculas específicas 

(WHITE,1993). 

O sêmen é uma suspensão celular semi-gelatinosa que contém os gametas masculinos 

e o meio líquido em que estes se encontram suspensos, o plasma seminal (HAFEZ, 1993). O 

plasma seminal é composto por uma mistura de secreções produzidas pelas glândulas 

vesiculares, epidídimo, ducto deferente e outras glândulas sexuais acessórias (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004).  

O plasma seminal da espécie ovina não possui capacidade antioxidante adequada, 

além do que a criopreservação diminui as defesas antioxidantes do sêmen, devido à produção 

de espécies reativas de oxigênio, que levam à peroxidação lipídica das membranas dos 

espermatozóides, resultando numa perda de motilidade, viabilidade e fertilidade dos mesmos 

(AISEN et al., 2001; BUCAK et al., 2007). 

O ejaculado ovino é caracterizado por volume em torno de 1-2 ml, e a concentração 

espermática oscila entre 2.000-6.000 x 106 espermatozóides/ml (PACHECO et al., 2009). 

 

 

3.2 - AVALIAÇÃO SEMINAL 

 

 

O macho ovino apresenta uma determinada estacionalidade produtiva que depende de 

uma série de variáveis. Essas variáveis podem ser de ordem intrínseca, destacando-se a raça, o 

peso e a idade; e extrínsecas, como o fotoperíodo, a latitude, a temperatura e a alimentação 

(NUNES et al., 1997).  

Alterações nas características seminais de carneiros, devido a variações estacionais, 

são destacadas por diversos pesquisadores. As causas dessas alterações residem, em grande 

parte, nos diferentes fatores componentes do clima, como evidenciam trabalhos efetuados 

com respeito à luminosidade, à temperatura e ao regime de chuvas (FERRARI, 1993). 

A duração do fotoperíodo parece constituir o principal fator a condicionar a 

estacionalidade reprodutiva (ESPESCHIT, 1998). A luz recebida pela retina, e pelo nervo 

óptico, envia uma mensagem até a glândula pineal, por meio de estímulo nervoso. Essa 

glândula, na ausência de luz no meio ambiente, produz a Melatonina que, por sua vez, 

estimula o hipotálamo, a hipófise e os testículos ao retorno da atividade reprodutiva 

(TRALDI, 1994). Os locais e o modo de ação da Melatonina não são totalmente conhecidos, 
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porém o efeito final do padrão de secreção hormonal durante um dia curto é a de modular a 

secreção do Hormônio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) pelo sistema nervoso central. O 

GnRH controla a secreção hipofisária do Hormônio Luteinizante (LH) e do Hormônio 

Folículo-Estimulante (FSH) que, por sua vez, estimulam a atividade gonadal (AISEN, 2008). 

Nas latitudes temperadas, a estação sexual dos machos caprinos inicia-se durante os 

dias decrescentes de verão-outono e termina durante os dias crescentes de inverno. A 

temperatura ambiental pode modificar o ciclo reprodutivo dos machos caprinos. Nas raças 

estacionais, a temperaturas baixas ou anormalmente elevadas adiantam ou retardam, 

respectivamente, o início do período da atividade sexual. Deste modo, as temperaturas baixas 

podem prolongar o final da estação sexual, enquanto as altas o adiantam (AISEN, 2008). 

Nas regiões Sudeste e Sul do Brasil, os ovinos tendem a se comportar como 

poliéstricos estacionais, com o auge da estação reprodutiva nos meses de outono, quando os 

dias são mais curtos, podendo se estender até o inverno. Além do que, a estacionalidade 

reprodutiva típica da espécie é mais marcante em raças produtoras de lã e menos em raças 

lanadas especializadas em produção de carne e praticamente inexistente em raças deslanadas 

(FERRARI, 1993). 

Várias técnicas têm sido propostas para a avaliação das características estruturais e 

funcionais do ejaculado ovino (PAPADOPOULOS et al., 2005; VALENTE et al., 2007), no 

entanto estas técnicas até agora não possuem uma relação consistente com a fertilidade in vivo 

(MEARA et al., 2008). 

 

 

3.2.1 - Avaliação Macroscópica  

 

 

São avaliadas a cor, o odor, o aspecto e o volume. Estes parâmetros dependem 

fundamentalmente da concentração de espermatozóides e eventualmente da presença de 

sangue, pus, urina, células epiteliais, detritos, etc. (CBRA, 1998), sendo muito importantes 

para eliminar machos oligozoospérmicos, e para preparar doses de inseminação que atinjam a 

máxima fertilidade usando o menor número de espermatozóides possível. O êxito de uma 

cobertura depende tanto da qualidade como da quantidade de sêmen depositado no trato 

reprodutivo feminino (CENSYRA, 1994). 



19 
 

  

Segundo Aisen (2008) o sêmen dos carneiros é normalmente branco cremoso, 

podendo apresentar em alguns animais uma cor mais amarelada. O mesmo autor afirma que o 

volume médio do ejaculado é de 1 mL (0,3 a 1,5 mL ).   

 

 

3.2.2 - Avaliação Microscópica  

 

 

a) Motilidade  

 

 

A avaliação da motilidade dos espermatozóides é o teste mais utilizado para a 

determinação da qualidade seminal, uma vez que pode ser realizado rapidamente. A 

percentagem de espermatozóides com movimento progressivo retilíneo é o parâmetro mais 

relacionado com a fertilidade, com resultados variáveis entre autores (TARTAGLIONE; 

RITA, 2004). Este parâmetro é especialmente importante em ovinos, devido às 

particularidades anatômicas da cérvice (EVANS; MAXWELL, 1990). 

A criopreservação é capaz de alterar a capacidade fertilizante dos espermatozóides 

(SÁNCHEZ-PARTIDA et al., 1999), através de alterações ultra-estruturais, bioquímicas e 

funcionais que ocorrem nas células espermáticas durante a criopreservação, o que conduz à 

queda na motilidade e perda da sua viabilidade dentro do trato genital (GILLAN et al., 2004). 

Este exame é realizado em microscópio com aumento de 200 a 400X, utilizando-se 

uma gota de sêmen entre lâmina e lamínula, previamente aquecidas e mantidas a 37°C 

durante a avaliação. Normalmente, no caso de ruminantes, faz-se uma diluição para melhor 

avaliação, embora algumas espécies, por exemplo, suínos e equinos, não precisem de diluição 

(SALVIANO; SOUZA, 2008; SOARES; GUERRA, 2009). 

Apesar de uma elevada proporção (40-60%) de espermatozóides de carneiro preservar 

a sua motilidade após a criopreservação, apenas cerca de 20-30% se mantêm biologicamente 

não danificados (WATSON, 2000). Um espermatozóide pode ser móvel, mas danificado, o 

que comprometerá a fertilidade do mesmo (SALAMON; MAXWELL, 2000). Tonieto (2008) 

classificaram reprodutores de acordo com a motilidade espermática pós-descongelação em 

alta (80%), média (70%) e baixa (53%) motilidade. 

Atualmente, grande atenção tem sido dada aos métodos objetivos, entre eles a análise 

computadorizada (Computer-Assisted Semen Analyses - CASA). Os programas 
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computadorizados para a avaliação espermática podem ser mais objetivos e imprimir maior 

repetibilidade às observações do que a habilidade do técnico em identificar padrões de 

motilidade espermática. O poder de análise deste tipo é dado pela avaliação precisa e acurada 

dos espermatozóides com alto grau de objetividade, podendo assim aperfeiçoar o processo de 

avaliação do sêmen (ARRUDA, 2000). 

 

 

b) Turbilhonamento  

 

 

O turbilhonamento é o movimento de massa em forma de ondas observado em 

umagota de sêmen recém colhido. A intensidade do movimento é resultante da interação da 

motilidade, do vigor e da concentração espermática (CBRA, 1998).  

Segundo os métodos convencionais, propostos pelo CBRA, para se proceder a 

avaliação desta característica, coloca-se uma gota de sêmen sobre uma lâmina previamente 

aquecida a 37°C e leva-se ao microscópio, como aumento de 100X. Atualmente a 

interpretação, ainda subjetiva, é expressa utilizando-se uma classificação em escala de 0 a 5, 

em que 0 é a ausência de turbilhão, o que não implica em ausência de motilidade, e 5 o valor 

máximo dado a um acentuado movimento de massa (AISEN, 2008; CBRA, 1998).  

 

 

c) Vigor  

 

 

O vigor é a característica que representa a força do movimento, que acaba 

influenciando a velocidade com que os espermatozóides se movimentam. Este parâmetro é 

classificado em escala de 0 a 5, em que 0 é a ausência de movimento progressivo com o 

deslocamento lateral de cauda fraco e inexpressivo e 5 resulta em movimento progressivo, 

vigoroso e veloz dos espermatozóides (CBRA, 1998).  
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d) Concentração 

 

 

A concentração espermática representa o número de espermatozóides por milímetro 

cúbico (mm³) ou centímetro cúbico (cm³ = mL). O procedimento mais comum para se obter a 

concentração espermática consiste na contagem das células no hemocitômetro, ou como é 

mais conhecida Câmara de Neubauer, embora também se possa utilizar a espectrofotometria e 

o Micro-Cell-Couter (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A concentração de espermatozóides por 

centímetro cúbico em carneiros varia de 3000-7000 x 106 espermatozóides/mL (AISEN,  

2008). 

 

 

e) Morfologia  

 

 

Aisen (2008) afirma que alguns defeitos morfológicos estão associados à fertilidade 

reduzida. Amostras que contenham mais de 15% de anormalidades não devem ser usadas em 

programas de I.A. As anormalidades espermáticas podem ser primárias, quando originam-se 

durante a espermatogênese, secundárias quando aparecem durante a passagem no epidídimo, 

ou terciárias, logo após a ejaculação e manipulação. Segundo Coetzee et al., (1998) a 

avaliação da morfologia espermática pode ser realizada pela técnica de esfregaço corado ou 

pela preparação úmida, em microscópio de contraste de fase ou de interferência diferencial, 

associados ou não, sendo mais indicado a preparação úmida.  

A montagem da preparação úmida consiste na colocação de uma gota de sêmen 

diluído em formol salino tamponado sobre lâmina, cobrindo-a de imediato com uma lamínula. 

Aplica-se sobre este conjunto um papel filtro, pressionando-se suavemente a lâmina até que o 

excesso de líquido seja absorvido. A análise morfológica deve ser realizada sob imersão onde 

as primeiras 200 células observadas são classificadas quanto aos defeitos de forma e estrutura 

(CBRA, 1998). 

Alterações nas organelas e DNA podem ser detectadas com precisão num grande 

número de espermatozóides, através de ensaios imunocitoquímicos, citometria de fluxo e 

análise computacional de imagens (GRAHAM; MOCÉ, 2005).  
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f) Outros Métodos de Avaliação Seminal 

 

 

f.1) Teste de Termorresistência (TTR)  

 

 

O Teste de Termorresistência (TTR) é um teste de exaustão, onde é avaliada a 

capacidade de sobrevivência dos espermatozóides a uma temperatura similar à do trato 

reprodutivo da fêmea (37-38ºC). A avaliação do sêmen à temperatura corporal após o 

processo de criopreservação é muito importante, uma vez que a viabilidade espermática deve 

ser mantida após este processo (AISEN, 2001; LIMA, 2008).  

As condições de incubação variam com a espécie e com o tipo de processamento de 

sêmen a testar (fresco, resfriado ou congelado), mas em caprinos e ovinos, o sêmen é 

geralmente diluído em concentrações compreendidas entre 80 e 300x106 

espermatozóides/mL, e colocado em banho-maria a 37-38oC (CBRA, 1998). A porcentagem 

de espermatozóides móveis e a motilidade individual progressiva podem ser calculadas ao 

início do teste e duas a três horas após a incubação (BARIL et al., 1993). 

 

 

f.2) Teste Hiposmótico (HOST) 

 

 

A membrana citoplasmática dos espermatozóides não é homogênea, apresentando 

diferenças estruturais e funcionais (WHITE, 1993), por este motivo, a realização de testes que 

avaliem a integridade desta membrana se torna é necessária. 

O teste que avalia a funcionalidade e a integridade da membrana que cobre a cauda do 

espermatozóide é o teste da endosmose ou HOST (Hypoosmotic Swelling Test), que parece 

ser o que melhor se correlaciona com os resultados de fertilidade (ARTIGA, 1994; 

GRAHAM; MOCÉ, 2005). Segundo Matsuoka et al. (2006) este é um teste simples, útil e 

com boa confiabilidade.  

Quando o espermatozóide é exposto a condições hipoosmóticas há entrada de água 

pela membrana espermática, numa tentativa de atingir um equilíbrio osmótico entre os 

compartimentos intracelular e extracelular. Este influxo de água aumenta o volume da célula e 
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provoca a dilatação da membrana plasmática, enrolando o flagelo. A cauda é particularmente 

susceptível a esta condição, torcendo-se em helicoidal (reação positiva), ou seja, enrolando a 

cauda. Esta situação é facilmente observada com um microscópio de contraste de fase, sendo 

suficiente contar 100 espermatozóides para validar o teste (ROTA et al., 2000). Esta reação é 

um sinal de que o transporte de água através da membrana ocorreu normalmente, isto é, um 

sinal de que a membrana está fisicamente e funcionalmente intacta, ou seja, bioquimicamente 

ativa (CORREA; ZAVOS, 1994). 

A osmolaridade ideal da solução é a que produz o maior efeito possível, ou seja, maior 

percentagem de espermatozóides reativos, sem resultar na lise das células (ROTA et al., 

2000). Esta osmolaridade, bem como o tempo no qual se atinge o valor máximo de reações 

positivas e a temperatura ideal para a realização do teste, varia com a espécie, havendo 

estudos para humanos, bovinos, ovinos, suínos e cães, que nem sempre são coincidentes nos 

valores de referência indicados (VAZQUEZ et al., 1997; CABRITA et al, 1999). Embora 

apresentando valores diferentes quanto às percentagens de endosmoses obtidas, Cortés et al. 

(1993) e Sousa et al. (2000) indicam que a solução hipoosmótica aconselhada para a 

determinação e seleção de indivíduos de maior qualidade seminal, é a solução de 100 

mOsm/Kg, e que a maior proporção de espermatozóides com reação positiva é encontrada nos 

primeiros vinte minutos do teste.  

Ferreira et al. (2001) analisando o sêmen caprino pós-descongelação utilizando uma 

solução hipoosmótica de 100 mOsm/kg, observaram que a percentagem de endosmoses 

positivas totais aos 25 minutos, apresentou um valor significativamente superior à dos 5 

minutos, sendo de 88,5 % e 85,9 %, respectivamente.  

Andrade (2007) utilizando o HOST para espécie ovina, verificou que o diluente a base 

de TRIS-Gema apresentou melhores índices da conservação da integridade da membrana 

plasmática no intervalo de até 48 horas, e que o diluente a base de Leite desnatado mostrou 

melhores índices quanto à motilidade e vigor. Santos et al. (2001) também encontraram bons 

resultados, trabalhando com essa mesma combinação de solutos, a 60 mOsmol. Esses autores, 

porém, trabalharam com um tempo de incubação de 60 minutos, a 37° C.  
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 f.3) Testes de Coloração  

 

 

A vitalidade é um método que baseia-se nas diferentes permeabilidades das 

membranas dos espermatozóides aos corantes, onde avalia-se a viabilidade espermática por 

meio de colorações supra-vitais, as quais consistem de Eosina ou esta combinada com a 

Nigrosina (WATSON, 1995). As alterações na membrana permitem que os corantes penetrem 

nos espermatozóides, o que providencia um método simples de avaliar os danos causados pela 

congelação (WHITE, 1993).  

A integridade da membrana espermática também pode ser analisada utilizando-se 

corantes ou combinações destes, como o Azul de Tripan associado à Giemsa 

(TARTAGLIONE; RITA, 2004). A integridade desta membrana é um atributo essencial para 

a fertilidade do espermatozóide e, por isso, a análise deste parâmetro é fundamental para a 

predição da fertilidade (LUZ et al., 2000).  

De modo semelhante, a integridade do acrossoma é pré-requisito básico para garantir 

um bom potencial de fertilidade dos espermatozóides, pois seu dano parcial ou total leva a 

uma incapacidade para fertilizar. Entretanto, a integridade acrossomal não reflete 

necessariamente a integridade de membrana, sendo importante o uso de testes que combinem 

ambas avaliações (CAVALCANTE, 2008). 

Torna-se interessante o uso de técnicas que aliem a vitalidade espermática com a 

integridade acrossomal. Talbot e Chacon (1991) desenvolveram uma técnica de coloração 

tripla que faz uso de três corantes: Azul de Tripan (coloração vital), Marrom de Bismark e 

Rosa Bengala (coloração do acrossoma). 

Outra técnica que permite avaliar a viabilidade e o estado acrossomal é o uso da 

coloração dupla associando o corante Giemsa, que verifica a presença ou ausência do 

acrossoma, e o Azul de Tripan, que detecta a população de espermatozóides vivos e mortos 

(DIDION et al., 1989). Segundo Lima (2008) os espermatozóides vivos não se coram e os 

mortos se coram em azul na região pós-acrossomal. Nas células onde o acrossoma está 

presente este se cora de roxo escuro brilhante e aquelas sem acrossoma não se coram. 

Dentre as técnicas de avaliação da membrana plasmática espermática destacam-se as 

sondas fluorescentes permeáveis e impermeáveis, detectando assim as membranas 

danificadas, como as que utilizam os corantes diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) e o 

iodeto de propídio (IP) (ANZAR et al., 1997; SOUZA, 2003).  
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O CFDA é uma solução não fluorescente que penetra o ambiente celular e é, 

rapidamente, convertida em carboxifluorosceína pelas esterases intracelulares. A 

carboxifluorosceína é uma solução altamente fluorescente não permeável que é mantida no 

meio intracelular na presença de uma membrana plasmática intacta, apresentando a coloração 

verde. Por outro lado, o IP tem a capacidade de corar o DNA de células que estão mortas ou 

têm sua membrana danificada, produzindo uma coloração vermelho fluorescente quando 

excitada (PEÑA et al., 1998b).  

Existem diversos outros corantes fluorescentes utilizados para avaliar não apenas a 

integridade da membrana plasmática, mas também os diversos estágios da reação 

acrossômica. Dentre os mesmos, podem ser citados: o SYBR-14, o carboxi-SNARF, a 

calceína-AM associada ao homodímero etídio e o Hoeschst 33258. As colorações 

fluorescentes permitem a avaliação espermática tanto através da microscopia de fluorescência, 

quanto da citometria de fluxo. A vantagem da citometria é a possibilidade de contagem de um 

maior número de células e uma avaliação mais objetiva dos parâmetros seminais 

(RIJSSELAERE et al., 2005). 

 

 

f.4) Testes de Ligação do Espermatozóide com o Óocito  

 

 

A redução na capacidade de ligação deve-se provavelmente aos danos na membrana 

citoplasmática, principalmente nos receptores de membrana ou por agregação incompleta 

destes receptores (BAILEY et al., 2000). Para atingir a fertilização, um espermatozóide 

fertilizante tem de se ligar e interagir com vários alvos. Estas interações podem ser avaliadas 

através de: Testes de Ligação do Espermatozóide às Células do Oviduto, Testes de Ligação e 

Penetração na Zona Pelúcida e Fertilização in vitro (WABERSKI et al., 2005).  

 

 

f.5) Testes Enzimáticos   

 

 

Os Testes Enzimáticos que permitem determinar a presença de enzimas acrossômicas, 

como a acrosina no plasma seminal, funcionando como indicadores de lesões a nível do 
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acrossoma (CENSYRA, 1994). Aisen (2008) afirma que danos parciais ou totais no 

acrossoma levam a uma incapacidade para fertilizar. 

 

 

3.3 - DILUIÇÃO DO SÊMEN 

 

 

Após a etapa de avaliação e considerando-se ter uma amostra de boa qualidade 

seminal, passa-se à fase de diluição (GONÇALVES et al., 2002).  

Para que o sêmen possa ser conservado, ele deve ser devidamente diluído, desta 

maneira, ele terá sua durabilidade estendida e poderá ser transportado. O diluidor tem como 

função proteger a membrana do espermatozóide contra o choque térmico e as injúrias 

mecânicas causadas pelo transporte, além de fornecer nutrientes e estabilizar o pH do meio 

(VERSTEGEN et al., 2005).  

Segundo Picket e Amann (1987), um diluidor apropriado, em geral deve apresentar as 

seguintes características: ser atóxico para os espermatozóides, ser de baixo custo e preparo 

fácil, pressão osmótica compatível, balanço mineral apropriado, combinação ajustada de 

nutrientes, capacidade de neutralizar produtos tóxicos originados do metabolismo 

espermático, proteção contra os danos causados por ação das mudanças de temperatura, bem 

como proporcionar a estabilidade dos sistemas enzimáticos e a integridade da membrana 

plasmática. Aisen (2008) afirma que os diluentes devem proporcionar nutrientes como fonte 

de energia, o tamponamento de pH e também o aumento do volume do ejaculado, a fim de 

obter múltiplas doses para inseminar. 

Segundo Gonçalves et al. (2008) após fazer o diluidor, deve-se medir o pH, o qual 

deve estar em torno da neutralidade (6,8 a 7,2) e antes de ser feita a diluição, é importante 

observar se o ejaculado e o diluidor estão na mesma temperatura.  

Meios diluidores são indispensáveis à criopreservação do sêmen, sendo a proporção de 

diluição desejável de 1:1 a 1:2. Diluições acima desse patamar geralmente resultam em baixa 

densidade final da mistura, o que implica em menor taxa de fertilização. A dose inseminante 

deve conter entre 150 e 200 milhões de espermatozóides viáveis o que resulta na possibilidade 

de inseminação de 15 a 30 ovelhas com um único ejaculado (BICUDO et al., 2003). 

O processo de congelação de sêmen é caracterizado por apresentar uma reconhecida 

queda de fertilidade quando comparado ao sêmen fresco, devido a uma menor viabilidade 

celular pós-descongelação e a alterações estruturais/funcionais que ocorrem em uma grande 
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parte dos espermatozóides submetidos ao processo (WATSON, 2000; BITTENCOURT et al., 

2006). Por este motivo a congelação dos espermatozóides deve ocorrer na presença de 

diluidores, adicionados de substâncias crioprotetoras que têm como função minimizar os 

danos causados pelo choque térmico, manter o pH e a osmolaridade adequada (WOLFE; 

BRYANT, 2001).  

Na atualidade os diluidores oferecem boa proteção à integridade espermática, 

entretanto com os últimos avanços na fisiologia da fecundação, é possível inferir que a baixa 

fertilidade do sêmen congelado está relacionada, fundamentalmente com a composição dos 

diluidores, que pode favorecer modificações na distribuição e características dos componentes 

de membrana que cobrem o espermatozóide, resultando na sua desestabilização. Esta 

desestabilização está correlacionada ao aumento de fluidez da bi-camada lipídica da 

membrana o que a torna mais permeável favorecendo a entrada de Cálcio livre no interior da 

célula, o qual por sua vez estimula o processo de capacitação (SILVA, 2007). 

É importante ressaltar que um dos pré-requisitos para o sucesso da I.A. é a utilização 

de um diluidor que mantenha a integridade da membrana plasmática dos espermatozóides 

(PAPADOPOULOS et al., 2005). 

A melhor maneira de se avaliar a funcionalidade de um diluidor é através da 

determinação da taxa de concepção, mas essa avaliação nem sempre é viável em condições 

experimentais. Entretanto, podem ser avaliadas algumas características dos espermatozóides 

fundamentais para o processo de fertilização, tais como: motilidade, vigor espermático e 

integridade das membranas espermáticas após a diluição. Uma boa motilidade e vigor 

espermático são importantes para que o espermatozóide chegue até a tuba uterina e ultrapasse 

os envoltórios do oócito, no entanto a membrana precisa estar intacta para que ocorra a 

fertilização (CUNHA; LOPES, 2000). 

Segundo Silva (2001) e Gibbons (2002), um diluente para ser usado na conservação do 

sêmen deve ser constituído por substâncias tampões, como o Fosfato de Sódio, Citrato de 

Sódio, TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano), TES (N-tris(hidroximetil) metil 2-

aminoetanosulfônico); por fontes energéticas, como a Glicose e a Frutose; e por crioprotetores 

externos como a Gema de Ovo ou o Leite, e internos, como o Glicerol (GLY) e o 

Etilenoglicol (EG); bem como por antibióticos, sendo a Penicilina, a Estreptomicina e a 

Gentamicina as mais utilizadas. 

Sabe-se que a atividade metabólica do espermatozóide resulta na formação de íons 

hidrogênio que tornam o meio ácido, levando a um decréscimo da longevidade e da fertilidade 

dos espermatozóides, por este motivo é necessário à adição de tampões nos diluidores 
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seminais. Os tampões agem removendo os íons hidrogênio produzidos pelo metabolismo 

espermático. O pH ótimo para as células espermáticas é próximo da neutralidade, logo, a 

maioria dos diluidores é tamponada com pH entre 6,9 e 7,1 (ENGLAND; PONZIO, 1996; 

NELSON; COUTO, 1994). 

O Fosfato foi primeiramente testado como tampão, porém o Citrato de Sódio, 

introduzido por Salisbury 1940, adaptou-se melhor para essa finalidade, visto que este 

aumenta a capacidade de diluição da Gema de Ovo ao meio líquido, fenômeno que favorece 

sobremaneira a ação da mesma sobre os espermatozóides reduzindo o fator de choque térmico 

e por conseqüência aumentando o tempo de sobrevivência dos espermatozóides (PÉREZ; 

PÉREZ, 1994).  

O TRIS é um dos principais componente dos diluentes de sêmen ovino utilizados 

rotineiramente, que atua como tampão iônico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0. Ele é uma 

substância solúvel em água, disponível comercialmente em um alto grau de pureza na forma 

de cristais (CHOE et al., 2006; DORADO et al., 2007a).  

Davis et al. (1963) foram os primeiros a descrever a utilização do tampão TRIS para a 

conservação do sêmen de um mamífero, no caso, da espécie bovina. No ano seguinte, Foote 

(1964) adaptou o uso do diluente à base de tampão TRIS associado ao Citrato de Sódio para a 

preservação do sêmen na espécie canina. Posteriormente, Maxwell e Watson (1996) 

reportaram que na conservação de sêmen caprino, utilizando um diluente a base de TRIS-

Citrato de Sódio a 5°C, a capacidade de fertilização in vitro dos espermatozóides pode ser 

mantida por 14 dias.  

Rodrigues (1997) reportou que o TRIS não apenas apresenta atividade tamponante, 

mas que também atua na redução do metabolismo da Frutose pela célula espermática, 

contribuindo assim para a preservação de sua energia. Para o preparo do diluente TRIS, 

usualmente, realiza-se a adição de uma Hexose, como uma fonte exógena de substrato 

energético para o espermatozóide (ENGLAND, 1993). O TRIS tem sido o meio mais 

comumente utilizado na criopreservação de espermatozóides ovinos (SALAMON; 

MAXWELL, 2000). 

O TES foi um diluente desenvolvido especialmente para a criopreservação do sêmen 

bubalino (VALE et al., 1991). Na congelação de sêmen de búfalos bons resultados foram 

obtidos com diluidores à base de TRIS e TES, com motilidade pós-descongelação variando de 

50-60%. Após o TTR, a motilidade espermática do sêmen congelado com TRIS cessou com 

uma hora e meia após o início de teste, sendo melhor resultado obtido com o diluidor à base 

de TES, no qual a motilidade espermática após cinco horas do TTR ainda era ao redor de 20% 
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(OHASHI, 1993b). Barnabé et al. (1995) observaram que o sêmen congelado com TES 

apresentou um índice de gestação de 60%, enquanto que o sêmen congelado com TRIS o 

índice foi de 49,2%, ou seja, o diluidor à base de TES apresentou um índice de gestação 

10,7% superior (p<0,05). 

A solução tampão denominada Phosphate Buffered Solution (PBS) possui em sua 

composição sais à base de cloretos e fosfatos adicionados de componentes energéticos como 

Glicose e Piruvato de Sódio. Esta solução foi desenvolvida, e ainda é largamente utilizada, 

para a manipulação e cultivo celular, caracterizando-se como uma solução de osmolaridade 

280mOsm e pH 7.2 (LIU et al., 1998; GUTHRIE et al., 2002), portanto dentro dos padrões 

indicados para a diluição do sêmen de algumas espécies (AGUIAR et al., 2007). 

O Ácido Cítrico (ácido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxílico) é outra substância que 

entra na composição de alguns diluentes,  possui ação anti-oxidante e tem sido utilizado como 

um conservante natural. Em bioquímica, é marcada a sua atuação no ciclo de Krebs, 

importante via da respiração celular que ocorre nas mitocôndrias. Além disso, em algumas 

soluções, o ácido cítrico é capaz de servir como doador de prótons, produzindo o Citrato, que 

é largamente conhecido por atuar na estabilização de pH (SILVA, 2005). 

Azerêdo et al. (2001) relataram que na diluição de sêmen ovino pode ser utilizado o 

diluente TRIS-Gema de Ovo, que segundo os autores produz altas taxas de fertilidade pós-

descongelação.   Salviano e Souza (2008) afirmam que na diluição utilizando TRIS-Gema de 

Ovo, devem ser adicionadas inibidores do crescimento microbiano, fontes nutritivas, 

estabilizadoras e tamponantes para a manutenção das células espermáticas. A adição de 

Frutose, de Lactose e da própria Gema do Ovo têm a função de nutrir os espermatozóides.  

 É importante salientar que a Gema de Ovo também tem propriedades termoprotetoras, 

protegendo a membrana plasmática e restaurando os fosfolipídios perdidos durante o choque 

térmico oriundo da mudança de temperatura que ocorre durante o resfriamento inicial do 

sêmen. Acredita-se que essa proteção possa ser devido à presença de uma lipoproteína 

chamada Fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, estas lipoproteínas interagem com a 

estrutura lipídica da membrana plasmática das células espermáticas e propiciam a proteção 

(BOUCHARD et al., 1990).  

Além de sua ação em proteger a membrana espermática, a Gema de Ovo é também 

conhecida por servir como uma fonte protéica para o diluente (SANTOS, 2004). Outras 

substâncias têm sido também utilizadas com este mesmo propósito, tais como o Leite 

desnatado (ROTA et al., 2001) e a Albumina Sérica Bovina (BSA) (SIRIVAIDIAPONG et 
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al., 2000). Apesar de seus efeitos benéficos, a Gema de Ovo apresenta um inconveniente, que 

é a possibilidade de transmissão de doenças (SILVA et al., 2002).  

Rodrigues & Rodrigues (1998) realizaram um estudo onde compararam a diluição do 

sêmen caprino com TRIS-Gema de Ovo e TRIS-BSA (0,25%, 0,50% e 1,00%) e após a 

criopreservação foi observado perda de motilidade espermática em todos os grupos: 31,58%, 

47,39%, 52,69% e 45,69%, respectivamente, sendo observado diferença estatística entre o 

grupo TRIS-Gema de Ovo e TRIS-BSA 0,50%.  

Em alguns estudos têm sido proposto a adição de surfactantes, como o Lauril Sulfato 

de Sódio (OEP) ao diluidor a base de Gema de Ovo, com melhoria da sobrevivência e 

motilidade espermática, e manutenção da integridade das membranas plasmática e acrossomal 

após a descongelação, refletindo em incremento de fertilidade (AKOURKI et al., 2004). 

Maia et al. (2008) avaliaram a adição do detergente OEP ao diluente TRIS utilizado 

para a criopreservação do sêmen de ovinos. Os autores observaram que a motilidade para o 

sêmen diluído em TRIS (0,5% ou 1,0%) com OEP e em TRIS sem OEP, foi de 65,0%, 69,9% 

e 34,3%, respectivamente, e que a percentagem de espermatozóides viáveis com membrana 

plasmática e acrossomal intactas foi de 28,8%, 32,3% e 13,8%, respectivamente.  

Segundo Salamon e Maxwell (2000) o Leite é um meio isotônico, contendo muitos 

componentes favoráveis à manutenção e conservação da viabilidade do espermatozóide. O 

sucesso desse diluente tem sido atribuído à sua fração protéica, que pode atuar como tampão, 

contra mudanças do pH e, como agente quelante, contra a presença de metais pesados no 

meio. Além do que, Betini et al. (1998) e Cunha (2002) afirmam que o Leite possui 

abundância de carboídratos que seriam utilizados pelos espermatozóides na produção de 

energia. Sabe-se que duas substâncias responsáveis por estas características são: a Lactose, 

que age como elemento energético, e a Caseína que é uma substância capaz de potencializar a 

atividade cinética dos espermatozóides.   

Souza et al. (2006) citam o uso de um diluente à base de Leite em pó desnatado para a 

congelação do sêmen ovino, mas recomendam a adição do antibiótico Gentamicina na 

concentração de 13,3 mg/mL, visando controlar a contaminação bacteriana nas amostras. 

Recentemente, Dorado et al. (2007a) demonstraram que amostras de sêmen ovino congeladas 

neste diluente promovem taxas de gestação superiores àquelas obtidas com o TRIS.  

Carvalho et al. (2008) estudaram o efeito dos diluentes, TRIS-Gema (TG), Leite-Gema 

(LG) e TRIS-Gema-Leite (TGL) sobre a diluição e a criopreservação de sêmen ovino. Foi 

observado que o diluente TG mostrou motilidade progressiva (46,5%) superior aos diluentes 

LG (26,1%) e TGL (32,1%) após a descongelação. Os mesmos autores também observaram 
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que a percentagem de espermatozóides com membrana plasmática e acrossomal lesadas após 

a descongelação não diferiu entre os diluentes, TG (29,8%), LG (24,3%) e TGL (30,1%).  

Inúmeras pesquisas vêm demonstrando o bom potencial da água de coco como 

diluente seminal em várias espécies (MEDEIROS, 2008). A água de coco é uma solução 

natural e estéril, composta de sais, proteínas, açúcares, vitaminas, gorduras neutras, além de 

indutores da divisão celular e eletrólitos diversos, fornecendo os nutrientes necessários para a 

conservação de células espermáticas (BLUME; MARQUES JR., 1994). Além do que, a água 

de coco, através de experimentos in vitro e in vivo, exibiu um excelente comportamento no 

que se refere ao vigor, motilidade e fertilidade dos espermatozóides (NUNES, 1986). A água 

de coco sendo um diluente pobre em Fosfolipídios, pode ser utilizada por exemplo na diluição 

do sêmen ovino, o que permite suprimir os processos de lavagem que são submetidos o sêmen 

antes de diluí-lo nos diluentes convencionais (MACHADO, 1991).  

Pesquisadores realizaram o fracionamento da água de coco e observaram uma 

molécula pertencente ao grupo das Auxinas, o ácido 3-indol acético (IAA), substância com 

ação hormonal estimuladora do crescimento de vegetais, que ativa o metabolismo dos 

espermatozóides, aumentando a motilidade e também a taxa de fertilidade, além de permitir 

sua conservação durante períodos mais longos.  A presença do IAA pode variar de acordo 

com o estágio de maturação e da espécie do coco e conseqüentemente influir nos resultados in 

vitro e in vivo do sêmen diluído em diferentes composições da água de coco (NUNES; 

SALGUEIRO, 1999). 

Figuerêdo (2006) avaliou a adição de Gema de Ovo aos diluidores água de coco em pó 

e in natura, e observaram que esta adição é necessária para a manutenção da integridade e da 

qualidade do sêmen ovino resfriado a 4°C, por um período de até dois dias. 

Oliveira et al. (2009) diluíram e congelaram sêmen ovino utilizando água de coco em 

pó (ACP-101) e TRIS, sendo analisada a morfologia espermática por esfregaços corados por 

eosina-nigrosina (EN) e azul de bromofenol (AB). Após 5 minutos de TTR não foi verificada 

alteração morfológica nos espermatozóides avaliados. No entanto após 120 minutos, a maior 

quantidade de espermatozóides normais foi observada quando se utilizou o TRIS-EN e TRIS-

AB em comparação ao ACP-EN e ACP-AB, sendo respectivamente 56,73%, 52,88%, 47,60 e 

49,79.  Os autores concluíram que o meio à base de TRIS promove maior proteção quanto às 

crioinjúrias em espermatozóides, eles afirmam que a maior quantidade de Gema de Ovo 

presente neste meio é responsável por esta proteção. Este fato foi confirmado por Cavalcante 

(2008), quando avaliando o sêmen ovino diluído e criopreservado em TRIS e em água de 

coco em pó (ACP-102), observou que na incubação por um período de 2 horas a 37ºC após a 
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descongelação o percentual de espermatozóides móveis foi de 62,8% e 40,3%, 

respectivamente.     

A adição de antibióticos no meio diluidor previne contaminações das amostras de 

sêmen, principalmente durante a manipulação do mesmo e durante o período que permanece 

resfriado (LINDE-FORSBERG, 1999). A contaminação bacteriana pode afetar negativamente 

a fertilidade, pela própria presença de bactérias, pela produção de toxinas, por degradação dos 

componentes do meio, ou ainda, pela utilização de substratos metabólicos. Essa situação 

determina a necessidade de incorporar aos diluentes substâncias de efeito antimicrobiano 

(NELSON; COUTO, 1994; WATSON, 1995). 

 

 

3.4 - REFRIGERAÇÃO DO SÊMEN  

 

 

O objetivo da refrigeração do sêmen previamente a sua utilização é reduzir o 

metabolismo energético dos espermatozóides, prolongando assim sua viabilidade e 

capacidade fecundante no tempo. O sêmen de carneiro é sensível ao resfriamento rápido 

(choque ao frio), manifestando-se por um aumento de espermatozóides mortos, formas 

anormais, alterações de distribuição de lipídios de membrana e aumento do Cálcio 

intracelular, com possível fusão de membranas (AISEN, 2008), o que segundo Watson (2000) 

promove a exocitose acrossomal. 

O sêmen fresco e resfriado apresentam fertilidade mais elevada quando comparado ao 

congelado (NUNES et al., 1997; SILVA et al., 2002). Entre as principais vantagens da 

refrigeração, está à manutenção da viabilidade espermática por mais tempo, sem que ocorra 

diminuição na capacidade fertilizante dos espermatozóides (MEDEIROS, 2008). 

Donovan et al. (2004) estudando a interação entre o tipo de sêmen (fresco ou 

congelado) e o tipo de estro (natural ou sincronizado) de ovelhas, observaram que a taxa de 

prenhez após a inseminação cervical foi maior com sêmen fresco e estro natural e 

sincronizado, 82% e 70%, respectivamente, em comparação com sêmen congelado e estro 

natural e sincronizado, 40% e 52%.   

A temperatura do sêmen no momento da ejaculação é de aproximadamente 37,5°C, e a 

exposição do sêmen a temperaturas superiores a essa, aumenta o ritmo metabólico e esgota 

suas reservas energéticas, ocorrendo decréscimo da viabilidade média do espermatozóide. Por 

outro lado, a diminuição da temperatura contribui para a redução do metabolismo 
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espermático, porém essa diminuição de forma abrupta, produzirá a perda da viabilidade 

celular (WATSON, 2000). 

Quando os espermatozóides são armazenados a 5°C, as necessidades metabólicas 

decrescem a aproximadamente 10%, daquela que teriam se estivessem à temperatura de 37°C. 

Em conseqüência, a produção de catabólitos é menor e o desgaste da célula não ocorre de 

forma tão rápida (McKINNON, 1996). 

Para a diluição do sêmen refrigerado são utilizados em geral meios isotônicos, sendo 

habituais os preparados à base de Leite desnatado ou Gema de Ovo, sendo adicionado aos 

meios tampões, açúcares e antibióticos (AISEN, 2008).  

Segundo Feldman e Nelson (1996) uma adequada diluição e refrigeração, pode manter 

viáveis os espermatozóides por 24 horas e, dependendo do meio diluidor, por até cinco dias. 

O sêmen pode ser resfriado em temperaturas entre 2º e 5°C, sendo de 4º a 5°C as mais 

comumente utilizadas (LEBOEUF et al., 2000). Segundo Aisen (2008) o sêmen resfriado a 

5ºC mantém sua fertilidade variando entre 18-24 horas após a colheita. Entretanto, Nunes et 

al. (1997) afirmam que o sêmen resfriado a 4oC possui viabilidade máxima de 48 horas, o que 

segundo Simplício et al. (2007) limita a comercialização do mesmo, dentro e entre Estados, 

Regiões e Países.  

Milczewski et al. (2000) compararam a eficiência in vitro de 6 diferentes diluentes: 

“Cornell University Extender” (CUE), “Cornell University 16” (CU-16), Glicina-Gema (GG), 

Citrato-Gema (CG), Leite Desnatado UHT-Gema (LG) e Tris-Gema (TG), na conservação de 

sêmen ovino à temperatura de 5ºC. Após 8 horas de refrigeração o sêmen diluído foi 

submetido ao TTR, e a análise do sêmen apresentou resultados superiores em relação a 

motilidade progressiva (50%) e ao vigor (1,8) com a utilização do diluente CG. Os mesmos 

autores estudando a morfologia espermática, observaram que não houve diferença estatística 

na análise do desprendimento do acrossoma entre os diluentes empregados, CUE (4,7%), CU-

16 (5,8%), GG (5,7%), CG (6,1%), LG (4,9%) e TG (5,1%).  

Segundo Ollero et al. (1998) os principais danos causados pelo decréscimo da 

temperatura são alterações nas membranas acrossomal e plasmática e nas mitocôndrias. 

Para o sucesso na conservação dos espermatozóides pela refrigeração, é necessário 

seguir uma série de passos que visam à redução nos danos causados às células e que 

assegurem longevidade in vitro e in vivo, a saber, tais como, a taxa da diluição adequada, os 

diluentes, as substâncias crioprotetoras, as taxas adequadas de resfriamento (FASTAD, 1996) 

e a manutenção em temperaturas específicas que reduzam o metabolismo, miniminizem os 
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danos na membrana e não desencadeiem prematuramente a reação acrossômica (LOOMIS, 

1992). 

 

 

3.5 - CRIOPRESERVAÇÃO DO SÊMEN 

 

 

A conservação de células vivas fora do organismo foi considerada por longo período 

como um obstáculo para o desenvolvimento de pesquisas (WATSON, 2000). Desde que os 

primeiros espermatozóides caprinos foram congelados por Smith e Polge (1950), inúmeras 

pesquisas têm sido realizadas visando estabelecer protocolos de resfriamento e congelação do 

sêmen. Mascarenhas (1994) e Leboeuf et al. (2000)  afirmam que o futuro da I.A. depende do 

sucesso da criopreservação do sêmen, sendo necessários mais estudos para melhorar os meios 

e as técnicas de criopreservação dos espermatozóides em diferentes espécies, como é o caso 

dos caprinos e ovinos. 

A criopreservação de sêmen diminui a taxa de fertilização, quando comparado com o 

sêmen fresco e resfriado (SALAMON; MAXWELL, 2000), contudo as espécies que 

apresentam estacionalidade reprodutiva a utilização do sêmen em estado fresco ou resfriado, 

pode ficar limitada, a determinados períodos do ano. Já o sêmen criopreservado preserva-se 

por um período de tempo indefinido, se mantido em nitrogênio líquido à temperatura de -

196oC, e é de maior aplicabilidade, quando comparado ao sêmen resfriado (NUNES et al., 

1997; TRALDI, 2006). 

A criopreservação do sêmen proporciona uma economia para o produtor ao reduzir 

custos com alimentação e transporte dos reprodutores, bem como riscos de transmissão de 

doenças sexualmente transmissíveis (CASTELO et al., 2008). Entretanto, o processo de 

criopreservação é conhecido por gerar danos às células espermáticas, em particular às 

membranas. Em sêmen de ovinos têm-se observado que a criopreservação causa capacitação 

precoce após a descongelação (WATSON, 1995), e que mudanças na membrana do 

espermatozóide podem afetar a motilidade e encurtar a vida das células, reduzindo ou 

incapacitando a fertilização (TILBURG et al., 2008). 

Segundo Salamon e Maxwell (2000), apenas 20-30% dos espermatozóides 

permanecem biologicamente não danificados após o processo de congelação e descongelação. 

O dano ultraestrutural durante esse processo é acompanhado por mudanças bioquímicas ou 

diminuição do seu conteúdo vital. Watson (1995) afirma que as características de motilidade 
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dos espermatozóides antes e depois da criopreservação tem sido comparada. Ollero et al. 

(1998) afirmam que a motilidade espermática não diminui tão drasticamente após a 

refrigeração do sêmen ovino, ficando em média 60% aos +5ºC. Entretanto, em relação a 

congelação e descongelação, observou uma perda mais séria da motilidade levando a uma 

perda total da mesma. 

O princípio básico da criopreservação é proteger as células contra os danos causados 

pela formação de gelo intracelular e pelo aumento da concentração de sais (“efeito solução”) 

que ocorrem durante a criopreservação e a descongelação (KASAI, 1996). Isto pode ser 

conseguido através da remoção da maior parte de água de dentro das células, para que não 

ocorra a formação de cristais; ou ainda a utilização de substâncias que impeçam que a célula 

desidrate excessivamente, que do mesmo modo, provoca injúrias as mesmas (VISINTIN, 

2002). 

O processo de criopreservação envolve basicamente as seguintes etapas: (1) adição de 

agente crioprotetor; (2) resfriamento e indução da formação de gelo; (3) congelação; (4) 

estocagem em nitrogênio líquido; (5) descongelação ou aquecimento e (6) remoção ou 

diluição do agente crioprotetor (LIMA, 2008; SANTOS et al., 2008).  

 

 

3.5.1 - Crioprotetores 

 

 

No caso de sêmen destinado à congelação, a adição de substâncias crioprotetoras aos 

diluidores é fundamental para a sobrevivência dos espermatozóides durante o processo. A 

utilização de diversos crioprotetores e suas combinações pode minimizar e controlar os efeitos 

deletérios na célula durante os processos de congelação e descongelação (ROSSI et al., 2003), 

protegendo as mesmas contra danos causados pela formação de cristais e pelas altas 

concentrações de soluto (BADALOTTI et al., 1997).  

O mecanismo de ação dos crioprotetores basea-se em: 1) Diminuir o ponto de 

congelação da solução, dando mais tempo para que as células desidratem o suficiente para 

impedir a formação de gelo intracelular; 2) Favorecer a interação e estabilização das 

membranas celulares tornando-as menos quebradiças durante as mudanças para estruturas 

sólidas (congelação), ou provavelmente mais importante ainda, quando agem permitindo que 

as células voltem ao seu estado fisiológico na descongelação; 3) Promover uma pequena 

retenção de água intracelular, evitando desidratação excessiva e aumento da concentração 
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eletrolítica no seu interior; 4) Produzir alterações das características de permeabilidade das 

membranas celulares, de tal forma que possam ocorrer alterações reversíveis em resposta às 

variações da pressão osmótica (BALL; VO, 2001; SANTOS et al., 2008). Contudo, agentes 

crioprotetores podem ser tóxicos, bem como podem facilitar a entrada de agentes tóxicos nas 

células (SANTOS, 2007). 

Os procedimentos de diluição empregam diferentes crioprotetores, tais como o 

Dimetil-Sulfóxido (DMSO), Dimetil-Formamida, o Etilenoglicol (EG), o Glicerol (GLY), o 

Propanodiol (PRHO), entre outros, considerados intracelulares, por serem pequenas 

moléculas que penetram facilmente nas membranas celulares. Existe ainda, o grupo de 

agentes extracelulares, que são formados por substâncias compostas por grandes moléculas 

que, devido seu tamanho e polaridade não penetram nas células, sendo representados pelos 

açúcares, como a Sacarose, a Rafinose, a Trealose e a Glicose, podendo ser ainda proteínas e 

lipoproteínas, como a Gema do ovo, o Leite, a Albumina Sérica Bovina (BSA) e o 

Polivinilpirrolidona (PVP), assim como o Ficoll, que é um polímero sintético não iônico da 

Sacarose (KULESHOVA et al., 1999; HOLT, 2000). O GLY é o agente crioprotetor que 

possui grande capacidade de penetrar através das membranas celulares, conferindo as mesmas 

proteção contra efeitos deletérios durante o processo de congelação (MURGAS et al, 2007). 

Entretanto, seu efeito tóxico tem sido relatado para o sêmen eqüino, bovino e ovino, conforme 

a concentração (ALVARENGA et al., 2000). Na prática, diversos crioprotetores vêm sendo 

adaptados e estudados para um melhor resultado (DOBRINSKY, 2002).  

O agente crioprotetor mais utilizado é o GLY, sua proteção se deve às propriedades 

coligativas e a união com as moléculas de água. O período de equilíbrio que ocorre durante o 

resfriamento permite que o GLY penetre na célula e estabeleça um equilíbrio entre as 

concentrações intra e extra-celulares (SALAMON; MAXWELL, 2000). O GLY evita a 

formação de cristais de água intracelular, pois sendo permeável, atravessa rapidamente a 

membrana citoplasmática do espermatozóide. A sua proteção deve-se a união com as 

moléculas de água, diminuindo em tamanho e em número os cristais de gelo. O GLY diminui, 

também o grau de dissociação de eletrólitos reduzindo a pressão osmótica do meio congelado 

(WOLFE; BRYANT, 2001).  

A exposição a baixas temperaturas induz danos na organização dos lipídios de 

membrana (fase de transição), modificando as propriedades cinéticas de suas enzimas. O 

GLY interage com os lipídios de membrana alterando a fluidez da membrana, ao se intercalar 

na bicamada lipídica evitando algumas das fases de transição durante o resfriamento 
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(BAILEY et al., 2000). Por outro lado, o GLY induz fenômenos indesejáveis como alterações 

na integridade estrutural e bioquímica da membrana citoplasmática, como a aceleração da 

reação acrossômica (SALAMON; MAXWELL, 2000).  

A concentração de GLY depende da composição e pressão osmótica do diluidor, e da 

concentração de Gema de Ovo, uma vez que esta reduz a concentração necessária de GLY 

(BAILEY et al., 2000). Entretanto, devido sua ação tóxica, reduziu-se sua concentração para a 

congelação de sêmen ovino a 4-8% (AISEN, 2008). 

O EG é um crioprotetor utilizado em protocolos de criopreservação de sêmen nas 

espécies domésticas, devido ao seu baixo peso molecular e baixa toxicidade (MARTINEZ; 

MATKOVIC, 1998). Moraes et al. (1998) afirmam que o EG é um. crioprotetor que quando 

utilizado na concentração de 1,5% e 2,0% mostrou-se semelhante ao glicerol (3,5%) para a 

congelação do sêmen ovino. 

Em caprinos, Silva et al. (2006) demonstraram que não houve benefícios na 

criopreservação de sêmen utilizando a Dimetil-Formamida (DMSO) isolada ou associada ao 

GLY. Entretanto, Kundu et al. (2001) afirmam que a associação do GLY com o DMSO 

apresentou resultados positivos na criopreservação do sêmen desses animais. . Kundu et al., 

(2002) reportaram a associação de um polímero Dextran ao GLY e ao DMSO e observaram 

um incremento na motilidade do sêmen caprino epididimário após a criopreservação.  

O DMSO é um crioprotetor que penetra rapidamente na membrana plasmática. 

Entretanto, apresenta como inconveniente a capacidade de causar alterações na membrana, as 

quais danificam e inviabilizam as células, tornando os crioprotetores penetrantes geralmente 

tóxicos para as células (WOLFE; BRYANT, 2001). Segundo Melo (2003) tanto isoladamente 

quanto em associação com o GLY, o DMSO aumenta a motilidade espermática pós-

descongelação em amostras de sêmen ovino, bovino e canino. 

Os efeitos benéficos da suplementação de açúcares nos diluentes sob a viabilidade 

pós-descongelação dos espermatozóides de mamíferos têm sido descritos em muitos estudos. 

Além de atuarem como crioprotetores, mantêm a pressão osmótica do diluente (RIGAU et al., 

2002). Esta ação crioprotetora ocorre devido às interações, envolvendo ligações de hidrogênio 

dos grupos hidroxil dos açúcares com os grupos fosfato localizados na cabeça dos 

fosfolipídios, podendo prevenir os danos causados pela desidratação extrema que pode 

ocorrer na congelação (DE LEEUW et al., 1993).  
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Os acúcares, tais como a Sacarose, a Rafinose, a Trealose e a Glicose fornecem 

substrato energético, mantêm a pressão osmótica do diluidor e atuam como crioprotetores 

(HIGASHIYAMA, 2002; YAMASHIRO et al., 2007).  

A Trealose é um dissacarídeo da Glicose, que vem sendo incorporada aos diluentes e 

que protege as células contra vários estresses, tais como a desidratação, congelação e pressão 

osmótica, desenvolvendo um papel chave ao dar estabilidade à membrana citoplasmática e 

outras macromoléculas durante condições ambientais extremas (ESPINOSA et al., 2006). 

Segundo Berlinguer et al. (2007), as propriedades protetoras da Trealose foram mais do que 

evidenciadas na manutenção da capacidade de congelamento do espermatozóide in vitro, que 

é considerado como um ponto crucial na avaliação do procedimento de congelamento. Aisen 

et al. (2002) afirmam que a concentração de 100mOsmol/L de Trealose no meio diluidor 

apresenta melhores índices de viabilidade in vitro e fertilidade in vivo em ovinos. 

Terada e Aboagla (2004) utilizando um diluente à base de Trealose e Gema de Ovo 

para a criopreservação do sêmen de ovinos verificaram após a descongelação, motilidade 

espermática de 73%, enquanto o resultado para TRIS-Citrato-Gema foi de 59%. Porém, mais 

estudos ainda são necessários para avaliar os benefícios da utilização deste açúcar. Segundo 

Molina (1994) em diluentes sem GLY, a motilidade espermática do carneiro foi maior na 

presença de Trealose do que na de Glicose, indicando um efeito crioprotetor do dissacarídeo. 

Valente et al. (2007) realizaram um estudo comparativo entre dois diluidores 

utilizados no sêmen ovino: EZN, composto por 4,4% TRIS + 7% GLY + 16,2% Gema de 

Ovo e Aisen, composto por 2,7% TRIS + 3% GLY + 5% Gema de Ovo + 3,8% Trealose. 

Inicialmente foram avaliados os parâmetros seminais antes e depois da congelação, e 

observou-se que o diluidor EZN obteve valores superiores de motilidade individual após 

descongelação (46,50% e 38,89%), para o teste de termorresistência (47,86% e 39,08%) e de 

endosmose positiva (40,57% e 32,14%). No entanto, a vitalidade foi superior com o diluidor 

Aisen (66,54 e 59,75%). Posteriormente, avaliou-se a capacidade fertilizante do sêmen após a 

descongelação e swim-up, observando-se que a motilidade individual pré-swim-up (57, 88% e 

42,08%) e pós-swim-up (67,92% e 56,67%) swim-up, a taxa de clivagem (57,15% e 33,50%) 

e de FIV (85,27% e 62,95%) foram superiores com o diluidor EZN. Os autores concluíram 

que o diluidor EZN tem uma ação crioprotetora superior ao diluidor Aisen, permitindo uma 

maior capacidade fertilizante dos espermatozóides após descongelação.  

Goularte et al. (2008) compararam a diluição de sêmen ovino utilizando dois 

tratamentos: T1, com o diluente TRIS com inclusão de gema de ovo e glicerol; e T2, TRIS 

com inclusão de gema de ovo e trealose. Os mesmos autores observaram que não houve 
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diferença entre a integridade da membrana pré-congelação, da membrana pós-descongelação 

e do acrossoma pós-descongelação entre os tratamentos, sendo de 51,7%, 13,9% e 21,6% para 

T1, e de 48,0%, 14,9% e 20,7%, para T2, respectivamente.  

Durante a criopreservação ocorre perda de lipídios de membrana (CHAKRABARTY 

et al., 2007), deste modo, aos diluentes são adicionados lipídios de diversas origens, como a 

Gema de ovo, o Leite, a Albumina Sérica Bovina (BSA) e o Polivinilpirrolidona (PVP) 

(PÉREZ-GARNELO et al., 2006). Entretanto, segundo Gil et al., (2003) a utilização de 

aditivos de origem animal como Gema de Ovo e Leite na diluição pode implicar em riscos 

sanitários, não apenas pela inclusão de agentes microbiológicos, mas também por 

contaminantes que podem comprometer a qualidade do produto. 

Segundo Holt (2000) as modificações na estrutura lipídica e protéica da membrana 

plasmática que ocorrem durante a congelação e descongelação do sêmen ovino, promovem a 

capacitação e reação precoce do acrossoma. Por este motivo, estudos vêm sendo 

desenvolvidos com a utilização do plasma seminal. Trabalhos recentes mostraram que a 

utilização do plasma seminal melhora a viabilidade e heterogenicidade da membrana 

plasmática do sêmen de carneiro criopreservado (OLLERO et al., 1997), a adição do plasma 

seminal como solução de descongelação exerce efeito protetor sobre os espermatozóides não 

capacitados e previne a reação do acrossoma precoce no período pós-descongelação do sêmen 

ovino (ABAD et al., 2007; SILVA et al., 2005). 

Silva (2007) realizando a diluição e congelação do sêmen ovino com TRIS-Gema de 

Ovo, e posteriormente analisando a influência da adição da Solução Salina Fosfatada (PBS) 

ou do plasma seminal na descongelação de sêmen ovino, observaram que as taxas de prenhez 

utilizando sêmen fresco/diluído com PBS, sêmen congelado/descongelado com PBS e sêmen 

congelado/descongelado com plasma seminal foram de 95,6%, 60,0% e 94,1%. O autor 

concluiu que o sêmen congelado/descongelado com plasma seminal obteve índices de prenhez 

satisfatórios semelhantes ao sêmen fresco.  

No sêmen de caprinos foi descrito em 1957, um problema relacionado ao efeito 

deletério do plasma seminal na viabilidade dos espermatozóides criopreservados com 

diluentes contendo Gema de Ovo e/ou Leite Desnatado (Leboeuf et al., 2000). Pellicer-Rubio 

et al. (1997) afirmam que uma fração glicoprotéica (SBUIII) do plasma seminal caprino, 

originada das glândulas bulbo-uretrais, interage com o diluente à base de Gema de Ovo e/ou 

Leite, provocando inibição da motilidade, ruptura do acrossoma e morte celular espermática. 

A SBUIII é responsável por hidrolisar triglicerídios de membrana plasmática e triglicerídios 
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no Leite desnatado, resultando em um ácido graxo, o ácido oléico, que é tóxico aos 

espermatozóides.  

Leboeuf et al. (2000) e Purdy (2006) afirmam que o método convencional de superar 

as interações prejudiciais do plasma seminal e as proteínas da Gema de Ovo ou do Leite é 

diluir a amostra de sêmen caprino num diluente tamponado e, então, separar o plasma seminal 

do esperma através de centrifugação a 550-950x g por 10 a 15 minutos. Entretanto, Roca et al. 

(2000) relataram que a remoção do plasma seminal em caprinos, pela lavagem do sêmen 

imediatamente após a colheita, aumentou a porcentagem de células vivas e sua motilidade 

durante conservação a 5ºC em diluidores contendo Gema de Ovo ou Leite.  

Entretanto, em 2001, Azerêdo et al. verificaram que a motilidade dos espermatozóides 

sofre aumento quando o plasma seminal está presente, e que a porcentagem de 

espermatozóides com membranas lesadas aumenta com a retirada do plasma seminal por 

centrifugação, sendo ainda, acentuada pela congelação e descongelação. Dessa forma, esses 

autores concluem que a remoção do plasma seminal seria prejudicial para a criopreservação 

de sêmen caprino. Viana et al. (2006) demonstraram a eficácia do diluidor TRIS-Gema de 

Ovo, sem a remoção do plasma seminal, frente ao diluidor à base de Leite desnatado-Glicose 

para a congelação do sêmen de caprinos, principalmente para os parâmetros motilidade, vigor, 

e patologias de acrossoma, contudo não houve diferença entre os diluidores quanto à 

patologia de cauda.  

Um problema específico na criopreservação do sêmen ovino está relacionado a 

indução precoce da capacitação e reação acrossômica após a descongelação.  Sabe-se que a 

criopreservação envolve uma interrupção artificial do processo fisiológico de capacitação 

espermática pós-ejaculação (TILBURG et al., 2008). Esta capacitação precoce está 

relacionada com a produção de radicais livres, oxidantes e espécies reativas do metabolismo 

do oxigênio (ROS) e com a peroxidação lipídica que ocorrem durante o processo de 

criopreservação, o excesso de ROS também leva ao decréscimo da motilidade e da fertilidade 

(MAIA; BICUDO, 2009). O sistema antioxidante dos espermatozóides é de origem 

citoplasmática, e durante a espermiogênese a maioria do citoplasma é descartado, restando 

apenas uma pequena porção de agentes antioxidantes (BUCAK et al., 2007). Portanto, a 

adição de antioxidantes ao meio de congelação tem sido proposta para evitar tais eventos 

(AISEN et al. 2005). 

Desta forma, a adição de antioxidantes aos meios de congelação e refrigeração do 

sêmen ovino ajuda a proteger o espermatozóide contra o dano induzido pelos radicais livres 

sobre sua motilidade, viabilidade, produção de energia e integridade do DNA, bem como a 
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interromper a reação em cadeia de peroxidação dos lipídios das membranas espermáticas, 

especialmente dos ácidos graxos insaturados (AISEN et al., 2001). 

A geração excessiva de ROS leva à peroxidação lipídica das membranas dos 

espermatozóides, resultando numa perda de motilidade, viabilidade e fertilidade dos mesmos 

(BAILEY et al., 2000; MAIA; BICUDO, 2009). No carneiro, a peroxidação lipídica in vitro 

diminui drasticamente a reserva de oxigênio e a motilidade espermática, ao interagir com os 

microtúbulos do axonema (WHITE, 1993).  

A proteção lipídica do GLY durante a desidratação é nula (AISEN, 2001), no entanto, 

a inclusão de antioxidantes com carácter crioprotetor permite o uso de concentrações de GLY 

mais baixas (SALAMON; MAXWELL, 2000). 

O sistema antioxidante que compreende o Superóxido Dismutase e a Catalase tem sido 

descrito como agente defensor contra a peroxidação do sêmen, sendo importante na 

manutenção da viabilidade e integridade da membrana do espermatozóide (BUCAK et al., 

2007).  

Bucak et al. (2007) ao incluírem Trealose, Taurina, Cisteamina e Hialuronidase no 

diluidor de sêmen de carneiro obtiveram melhor motilidade pós-descongelação e maior 

concentração de vitamina E, comparativamente ao diluidor base. A Vitamina E é considerada 

como o componente principal do sistema antioxidante do espermatozóide, e é um dos maiores 

protetores de membrana contra as espécies reativas de oxigênio e a peroxidação lipídica.  

Aisen et al. (2005) relataram que a adição de Trealose a um diluidor à base de Tris e Gema de 

Ovo forneceu proteção a membrana acrossômica de carneiros e também teve uma ação 

antioxidante. Segundo os resultados da pesquisa de Higashiyama (2002) a produção de 

enzima hidroperoxidase, produto inicial da reação de oxidação do ácido linoléico, é suprimida 

pela Trealose quando esta é adicionada à solução em estudo. 

A estrutura das proteínas é alterada durante a congelação devido à desidratação 

(HOLT; NORTH, 1994). A adição de aminoácidos nos diluentes baseia-se no seu efeito 

protetor intracelular não tóxico, que reduz o efeito desnaturante da condição hiperosmolar 

induzida pela desidratação celular durante a congelação, ao alterar o seu estado de hidratação 

e da fase de transição (AISEN, 2001). A Glicina, a Betaína e a Prolina possuem propriedades 

crioprotetoras e estabilizadoras de membrana, no entanto apenas na presença do GLY e da 

Gema do Ovo (WATSON, 1995). Segundo Aisen (2001) a adição destes compostos melhora 

a motilidade pós-descongelação, entretanto não a fertilidade. De acordo com Papa et al. 

(1993), a ação da Glicina ainda não está totalmente elucidada, mas sabe-se que esse 

aminoácido participa na síntese de enzimas antioxidantes (Glutadiona Peroxidase), inibindo a 
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formação de radicais livres e, conseqüentemente, protegendo a membrana celular da 

oxidação.  

 

 

3.5.2 - Tempo de Equilíbrio (Resfriamento) 

 

 

O tempo de equilíbrio é considerado o tempo total em que os espermatozóides são 

mantidos em contato com o crioprotetor e todos os demais componentes do diluidor, 

previamente à congelação (BITTENCOURT et al., 2006). Durante esse período, ocorre o 

equilíbrio osmótico entre o meio intracelular espermático e extracelular, formado por todos os  

componentes osmoticamente ativos presentes no meio diluidor (SALAMON; MAXWELL,  

2000). Segundo Oettlé (1986), um apropriado período de equilíbrio, assim como adequadas 

taxas de diluição e resfriamento celular, são fatores fundamentais para a prevenção do 

surgimento de alterações espermáticas durante o processo de criopreservação, além do que, 

uma otimização dos processos iniciais de pré-congelação, pode aumentar os índices de 

viabilidade espermática pós-descongelação. 

Sinha et al. (1992) analisaram o tempo de equilíbrio e obtiveram melhores resultados 

de motilidade espermática pós-descongelação do sêmen caprino, utilizando um período de 4 

horas (h). Das e Rajkonvar (1995) observaram que o sêmen ovino mantido por um tempo de 

equilíbrio de 3h obteve melhores índices de motilidade (47,4%) pós-descongelação, em 

relação ao sêmen submetido a 1h de equilíbrio. 

Bittencourt et al. (2006) analisando diferentes tempos de equilíbrio (1, 2, 3 e 4h) para a 

congelação sêmen caprino observaram que a motilidade espermática foi de 34,28%, 43,57%, 

41,42% e 45,00%, respectivamente, concluindo que o tempo de equilíbrio de 4h foi o que 

obteve os melhores índices de viabilidade espermática pós-descongelação. Baruah et al. 

(2003) estudando também o período de equilíbrio para o sêmen caprino não verificaram 

diferenças significativas em relação às taxas de motilidade espermática e lesões acrossomais, 

para as amostras de sêmen equilibradas por 0, 5, 1 e 1,5h.  

Gomes et al. (2009) observaram uma similaridade nos índices de motilidade 

progressiva (65%) pós-descongelação do sêmen ovino, sem a utilização de tempo de 

equilíbrio, bem como com um tempo de equilíbrio de 1h. Estes mesmos autores afirmam ser 

desnecessário a utilização de tempo de equilíbrio na temperatura de 5ºC antes do início da 
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curva negativa de congelação, o que implica diretamente numa otimização do tempo 

disponibilizado durante todo o processo. 

Carvalho et al. (2008) diluindo sêmen ovino com TRIS-Gema (TG), Leite-Gema (LG) 

e TRIS-Gema-Leite (TGL), e utilizando o tempo de equilíbrio de 2 e 14h, observaram que 

após 2h de equilíbrio a motilidade progressiva foi de 63,1%, 56,6% e 60,3%, respectivamente. 

Entretanto, após o tempo de equilíbrio de 14h a motilidade progressiva do sêmen diluído com 

LG (41,4%) foi inferior em relação ao TG (52,5%) e TGL (49,1%).  

O resfriamento é um período crítico por vários motivos, sendo os principais o dano 

direto devido à formação de cristais de gelo intracelulares e o conseqüente aumento da 

concentração de sais (efeito solução) à medida que os cristais de gelo vão se formando. Neste 

período os espermatozóides são expostos à faixa de temperatura correspondente à temperatura 

de transição dos lipídios (ZERON et al., 1999), o que está associado a baixa viabilidade 

espermática após a congelação (VISINTIN et al., 2002; WATSON, 1995).  

Atualmente tem se utilizado rápidas taxas de resfriamento entre 15 a 6ºC/min, o que 

tem sido estabelecido empiricamente como responsável por melhores taxas de sobrevivência 

(WATSON, 2000). Watson (1995) propôs que a taxa ótima de resfriamento pode ser 

determinada segundo a sensibilidade do espermatozóide ao estresse osmótico. Acredita-se que 

o importante não seja a permeabilidade da água, mas sim a taxa de deslocamento da água 

requerido pela membrana para se adaptar à mudança de volume e isto pode afetar as ligações 

com o citoesqueleto. 

Segundo Mies Filho (1987), o efeito brusco do frio provoca o enrolamento da cauda 

dos espermatozóides, além de fraturas nos envoltórios, devido à maior contração da bainha 

lipoprotéica em relação ao conteúdo celular, degeneração e/ou desprendimento do acrossoma, 

consequentemente perda de suas enzimas, lipoproteínas, potássio, fosfolipídios e ATP.  

 

 

3.5.3 - Congelação 

 

 

A criopreservação pode ser realizada por dois métodos básicos: congelação 

convencional ou vitrificação (BERTHELOT et al., 2003). No entanto, a congelação 

convencional tem a vantagem de usar baixas concentrações de crioprotetores, que estão 

associados a toxicidade química e choque osmótico, e de possuir um equilíbrio 

termodinâmico mais estável (WATSON, 2000; WALKER et al., 2006). A vitrificação utiliza 
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soluções mais concentradas de crioprotetores e alta velocidade de resfriamento, impedindo a 

formação de cristais de gelo intracelulares, devido uma passagem rápida das células pela 

temperatura crítica de criopreservação, sendo mais utilizada para embriões (MOREIRA DA 

SILVA; METELO, 2005). Entretanto, a criopreservação de sêmen tem sido preferencialmente 

realizada pelo processo de congelação convencional (ARAV et al., 2002), pois as elevadas 

concentrações de crioprotetores penetrantes necessárias para a vitrificação são extremamente 

tóxicas para os espermatozóides (WATSON, 1995; STACHECKI; COHEN, 2004).  

Durante a congelação existem três patamares de temperaturas aos quais os 

espermatozóides são submetidos. A temperatura de resfriamento, que situa-se perto dos 0ºC, e 

causa através da exposição contínua danos nas células de grande parte dos animais. Dos 0 aos 

-40ºC encontra-se o intervalo da temperatura de congelamento, durante o qual ocorrem a 

maioria dos danos celulares (BYRNE et al., 2000). Por último, a temperatura criogênica (-

196ºC) à qual os efeitos bioquímicos e fisiológicos são praticamente nulos. Deste modo, se as 

células não sofreram danos durante o processo de resfriamento até à temperatura criogênica, a 

permanência a esta temperatura não irá causar alterações do estado celular. Visto que, a 

temperatura criogênica não é nociva (WOLFE; BRYANT, 2001). 

Os protocolos de criopreservação de sêmen possuem limitações, e as taxas de sucesso 

variam entre espécies e até entre indivíduos da mesma espécie (WOODS et al., 2004). As 

diferenças inter-individuais para a criopreservação de espermatozóides são de carácter 

hereditário e não aleatório. Vários estudos sugerem que os espermatozóides de diferentes 

espécies necessitam de diferentes propriedades criobiológicas, tal como, diferenças nos graus 

de sensibilidade à manipulação, tolerância osmótica, e sensibilidade à fase de transição da 

membrana. Diferenças entre espécies relativas à sensibilidade ao resfriamento são atribuídas à 

variação da composição das membranas citoplasmáticas dos espermatozóides. Sendo os 

lipídios, os maiores componentes das membranas, são os mais afetados pela criopreservação 

(HOLT, 2000).  

A formação de cristais de gelo intra e extracelular durante a congelação pode provocar 

danos às células espermáticas sendo as membranas, o citoesqueleto e a cromatina dessas 

células, as estruturas mais suscetíveis a essas injúrias (AMANN; PICKETT, 1987). Dentre as 

membranas espermáticas que podem ser afetadas, incluem-se a membrana plasmática, a 

membrana do acrossoma e a membrana mitocondrial (WATSON, 1995). Essas alterações 

podem ser irreversíveis, pois a organização e a quantidade de lipídios das membranas e de 

seus constituintes são alteradas após este procedimento, diminuindo drasticamente, afetando a 

capacidade de interação dos espermatozóides com os oócitos (BAILEY et al., 2000; 
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CHAKRABARTY et al., 2007). Bailey et al. (2000) afirmam que exames microscópicos 

demonstraram que a integridade da membrana espermática de ovinos é inevitavelmente 

afetada, em diferentes proporções, durante a criopreservação, além do que esta integridade 

exerce um papel fundamental na sobrevivência do espermatozóide no trato genital da fêmea e 

na manutenção de sua capacidade fertilizante. 

Em ovinos, a integridade da membrana após a descongelação é drasticamente 

reduzida, mas os efeitos na redução da motilidade não ocorrem na mesma proporção. A 

análise simultânea da integridade da membrana e da motilidade revelaram a existência de uma 

grande população de espermatozóides com membrana lesada, porém móveis, após a 

descongelação (TONIETO, 2008). 

 

 

3.5.4 – Descongelação 

 

 

O processo de descongelação parece ser tão deletério para a célula espermática quanto 

a congelação e os principais efeitos adversos são atribuídos a recristalização de microcristais 

do gelo intracelular (ACIPRESTE, 2006). A temperatura sob a qual se descongela uma 

amostra de sêmen influencia na viabilidade pós-descongelação do mesmo, sendo descritas 

alterações no movimento espermático e na integridade das membranas (PEÑA; LINDE-

FORSBERG, 2000a). 

O processo de descongelação das amostras de sêmen é determinado pelo método de 

congelação usado (EVANS; MAXWELL, 1990). Em bovinos, o procedimento usual de 

descongelação é mergulhar as palhetas em água a 35ºC por 20 a 30 segundos, quando se 

utiliza de palhetas de 0,25mL, ou 40 a 60 segundos para palhetas de 0,5mL, sendo que após a 

descongelação, o ideal é utilizar a dose de sêmen em no máximo de 15 minutos (BALL & 

PETERS, 2006).  

Já nos ovinos, tradicionalmente, a descongelação a 37°C por 12-30 segundos, obtém 

resultados superiores do que quando descongeladas a 5°C por 2 minutos (PURDY, 2006). Ao 

se comparar a descongelação a 70°C por 7 segundos com o processo a 37°C por 2 minutos e 

40°C por 20 segundos, o primeiro proporciona melhor motilidade progressiva espermática e 

integridade da membrana plasmática (TULI et al., 1991). Azerêdo et al., (2001) observaram 
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que amostras descongeladas a 70ºC por 5 segundos apresentaram taxas de membranas intactas 

mais altas quando comparadas àquelas descongeladas a 35ºC por 12 segundos. 
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4 - MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

 Cinco animais foram selecionados através de exame andrológico, onde todos 

apresentaram características espermáticas acima dos padrões mínimos, conforme estabelecido 

pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA 1998).  

Os animais foram submetidos a um manejo de semi-confinamento, recebendo água e 

sal mineral ad libitum, e alimentação à base de capim picado (Cameron), adicionado a 1,5 kg 

de farelo de milho e soja, duas vezes ao dia.  

 

 

 4.1 - COLHEITA DO SÊMEN 

 

 

Foram utilizados cinco machos ovinos da raça Santa Inês, com idade entre 8 a 11 

meses, criados em uma propriedade (Rancho Tabiha) localizada no município de 

Castanhal/PA, com localização geográfica a 1o 18' 17,9'' de latitude (S) e 47o 56 ' 30,2'' de 

longitude (W). O sêmen foi obtido através de vagina artificial adaptada a espécie ovina, sendo 

realizada 5 colheitas de cada animal.  

 

4.2 - AVALIAÇÃO INICIAL DO SÊMEN  

   

Após a colheita, o sêmen obtido foi mantido na propriedade em banho-maria numa 

temperatura de 37ºC durante o tempo necessário para as avaliações macroscópica (cor, 

aspecto, odor e volume) e microscópica (turbilhonamento, motilidade, vigor, concentração e 

morfologia espermátca).  

O turbilhonamento foi avaliado subjetivamente com aumento de 100x, sendo a 

motilidade e o vigor espermático avaliados também de forma subjetiva com objetiva de 200x 

em microscópio de contraste de fase1, acoplado a uma placa aquecedora. A concentração 

espermática foi avaliada utilizando-se um Espectrofotômetro2, através da diluição de 40 μL de 

sêmen em 4 mL de solução fisiológica.  
 

 

1 NIKON ECPLISE E600 
2 MINI TUB 
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4.3 - PRÉ-DILUIÇÃO E DILUIÇÃO  

 

 

Inicialmente o sêmen foi pré-diluído em 3 diferentes soluções (Solução A - Anexo I) 

dos diluidores utilizados TES, TRIS e PBS, contendo substâncias tampões, fontes energéticas 

e antibióticos na proporção 1:1, em tubos de centrífuga de 15 mL, onde permaneceram por um 

período de 1h. Durante este período o sêmen foi transportado até o Laboratório de 

Processamento de Sêmen, localizado no município de Castanhal, na Central de Biotecnologia 

de Reprodução Animal - CEBRAN/UFPA, em caixas isotérmicas com a temperatura em 

torno de 25-26oC. 

Transcorrido o tempo de 1h da pré-diluição, as amostras foram submetidas no 

Laboratório, a diluição final coma Solução A acrescida de crioprotetores (Anexo I), sendo 

posteriormente submetidas a avaliação microscópica (vigor, motilidade e morfologia 

espermática). É importante ressaltar que o diluente TES empregado no presente estudo é o 

destinado a criopreservação de sêmen bubalino e bovino, e o TRIS é o diluente citado por 

Aisen (2008) para a diluição de sêmen ovino. 

A morfologia espermática foi avaliada pelo método da Câmara Úmida, com uma 

alíquota de 10 µL de sêmen diluído em formol salino tamponado, através de microscópio de 

contraste de fase3 (400x), sendo contando um total de 100 células, para a determinação do 

percentual de patologias espermáticas.  

 

 

4.4 - CONGELAÇÃO DO SÊMEN 

 

 

Após a diluição final, para que a concentração da dose fosse 100 x 106 

espermatozóides/ml, foi realizada nova avaliação microscópica e o sêmen foi envasado em 

palhetas de 0,25 ml, previamente identificadas (diluente, tempo de equilíbrio e animal), e 

então submetidas ao processo de congelação propriamente dito.  

Inicialmente as doses permaneceram por diferentes tempos de equilíbrio (4h, 8h e 12h) 

em refrigeração a uma temperatura de 5ºC, dispostas horizontalmente em uma grade de 

alumínio.  
 

3 NIKON ECLIPSE E400 
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Transcorrido o tempo de equilíbrio, as doses foram transferidas para outra grade de 

alumínio em uma caixa isotérmica contendo nitrogênio líquido a uma distância de 5 cm acima 

do nível de nitrogênio,  onde permaneceram por 20 minutos, sendo posteriormente 

mergulhadas em nitrogênio líquido (-196ºC), e armazenadas em botijões criogênicos.  

 

 

4.5 - DESCONGELAÇÃO DO SÊMEN 
 

 

Após alguns dias, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37ºC durante 30 

segundos, sendo em seguida avaliados o vigor e a motilidade espermática. Nas amostras 

também foi realizado o TTR (Teste de Termoresistência), onde as doses de sêmen foram 

submetidas a uma temperatura de 46ºC por 30 minutos, e posteriormente avaliados a 

motilidade, o vigor e a integridade (desprendimento) do acrossoma, para que estas 

características estejam dentro dos padrões exigidos pelo CBRA para a espécie ovina. A 

integridade do acrossoma foi analisada após a retirada de uma alíquota do sêmen 

descongelado adicionado em 2 mL de Formol Salino Tamponado, sendo a avaliação desta 

solução feita sobre lâmina e lamínula contando-se 100 espermatozóides.  

 

 

4.6 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

O experimento consistiu em avaliar a viabilidade e a qualidade do sêmen ovino diluído 

em TES® (Anexo I), TRIS® (Anexo I) e PBS® (Anexo I), submetido a diferentes tempos de 

equilíbrio (4hs, 8hs e 12hs) antes da congelação.  

No estudo foram realizadas cinco repetições para cada um dos diluentes, sendo o 

experimento dividido em diferentes grupos: G-1 (TES-4hs, TES-8hs e TES-12hs), G-2 

(TRIS-4hs, TRIS-8hs, TRIS-12hs) e G-3 (PBS-4hs, PBS-8hs e PBS-12hs). 
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PRÉ-DILUIÇÃO - 1h 
25-26ºC 

 

DILUIÇÃO FINAL 
(TES, TRIS E PBS)  

VAPOR DE NITROGÊNIO LÍQUIDO 
CAIXA DE ISOPOR - 20 minutos 

NITROGÊNIO LÍQUIDO 
-196ºC 

DESCONGELAÇÃO E ANÁLISE  DO SÊMEN 

TES 
(4h, 8h e 12h) 

EQUILÍBRIO  
 - 5ºC 

(4h, 8h e 12h) 
 

TRIS 
(4h, 8h e 12h) 

PBS 
(4h, 8h e 12h) 
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4.7 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Para análise dos dados foi utilizado o software BioEstat V 4.0 através dos parâmetros 

de estatística descritiva como média e desvio padrão, além do teste de análise de variância 

com uma entrada (one away), para determinação da interação entre as variáveis motilidade e 

vigor para o sêmen fresco e diluído, e motilidade, vigor e desprendimento do acrossoma para 

o sêmen criopreservado, estabelecendo-se 5% como nível de confiança (p<0,05).  
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

Na diluição realizada com TES, observou-se que a motilidade e o vigor foram 

estatisticamente similares (p>0,05) para o sêmen in natura (81,6% e 3,6) e diluído (80,4% e 

4,4). No sêmen congelado observou-se que a motilidade para o tempo de equilíbrio de 8h 

(40,4%) diferiu estatisticamente (p<0,05) dos tempos de 4h (24,8%) e 12h (27,6%). O vigor 

pós-descongelação com o TES não diferiu estatisticamente (p>0,05) entre os grupos de 4h 

(2,0), 8h (2,6) e 12h (2,3) (Tabela 1). 

 
Tabela 1 - Motilidade e vigor do sêmen de ovino da raça Santa Inês, in natura, diluído e 

criopreservado com diluente TES em diferentes tempos de equilíbrio.  
Tratamentos Motilidade 

(%) 

Vigor 

(1-5) 

In natura 81,6 ± 8,5ª 3,6 ± 0,7a 

Diluído 80,4 ± 7,8a  4,4 ± 5,3a 

Equilíbrio – 4h 24,8 ± 18,7b 2,8 ± 1,2b 

Equilíbrio – 8h 40,4 ± 16,7c 2,6 ± 0,6b 

Equilíbrio – 12h 27,6 ± 14,5b 2,3 ± 0,9b 

   abc letras diferentes, na mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05)  

 

Segundo Watson (2000) o resfriamento do sêmen, que ocorre durante o tempo de 

equilíbrio, contribui para a redução do metabolismo espermático, porém essa diminuição de 

forma abrupta, produz perda da viabilidade seminal. Esta afirmação pode ter relação com o 

tempo de equilíbrio de 8h ter se mostrado superior no presente estudo, uma vez que um tempo 

maior foi disponibilizado para o armazenamento do sêmen a 5°C, no entanto, este 

prolongamento do equilíbrio não foi eficiente para o grupo de 12h, provavelmente por este 

período ser maior e a constituição do diluente não ser suficiente para manter a viabilidade dos 

espermatozóides por um período mais prolongado. Entretanto, Gomes et al. (2009) estudando 

o sêmen caprino afirmam ser desnecessário a utilização de tempo de equilíbrio, o que implica 

diretamente numa otimização do tempo disponibilizado durante todo o processo, pois 

observaram uma similaridade nos índices de motilidade espermática (65%) pós-

descongelação, sem e com a utilização de tempo de equilíbrio de 1h. Porém, considerando-se 

a percentagem de espermatozóides móveis obtida no tempo de equilíbrio de 8h, pode-se 
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afirmar que este tempo é viável, uma vez que a motilidade encontrada está dentro do mínimo 

(40%) proposto pelo CBRA (1998) para o sêmen congelado. Estes resultados discordam de 

Das e Rajkonvar (1995) que afirmam que no tempo de equilíbrio de 3h obteve-se melhores 

índices de motilidade (47,4%) pós-descongelação. Sinha et al. (1992), analisando o sêmen 

caprino, observaram que no tempo de equilíbrio de 4h foi obtido melhor resultado de 

motilidade espermática pós-descongelação. Bittencourt et al. (2006) concordam com estes 

dados, pois ao analisarem diferentes tempos de equilíbrio (1, 2, 3 e 4h) para a congelação de 

sêmen caprino, observou que a motilidade espermática foi de 34,28%, 43,57%, 41,42% e 

45,00%, respectivamente, concluindo também que o tempo de equilíbrio de 4h obteve 

melhores índices de viabilidade espermática pós-descongelação.  

Após o TTR do sêmen congelado com TES não foi observado diferença estatística 

(p>0,05) para a motilidade em 4h (18,8%) e em 12h (17,4%) de equilíbrio, porém houve um 

aumento significativo desta em 8h (29,6%) (p<0,05). Em relação ao vigor e ao 

desprendimento do acrossoma não houve diferença estatística (p>0,05) em 4h (2,0 e 35,8%), 

8h (2,1 e 33,4%) e 12h (1,8 e 42,2%) de equilíbrio (Tabela 2). Lima (2008) afirma que a 

importância do TTR está na avaliação da viabilidade espermática após a exposição a uma 

temperatura similar à do trato reprodutivo da fêmea. Segundo o CBRA (1998) a motilidade 

espermática após o TTR para sêmen ovino deve ser no mínimo de 30%, podendo a motilidade 

encontrada com o tempo de equilibrio de 8h, ser considerado viável. Os índices de integridade 

do acrossoma encontrados nos diferentes tempos de equilíbrio também estão dentro do padrão 

do CBRA (1998). Baruah et al. (2003) estudando o tempo de equilíbrio para o sêmen caprino 

não verificaram diferenças significativas em relação às lesões acrossomais, para as amostras 

de sêmen equilibradas por 0, 1, 1,5 e 5h. 

 

Tabela 2 - Motilidade, vigor e índice de desprendimento de acrossoma após o TTR do sêmen 
de ovino da raça santa Inês, congelado com TES, em diferentes tempos de 
equilíbrio.  

Tratamentos Motilidade 

(%) 

Vigor 

(1-5) 

Desprendimento do 

Acrossoma (%) 

Equilíbrio - 4h 18,8 ± 15,3a 2,0 ± 1,1a 35,8 ± 15,2a 

Equilíbrio - 8h 29,6 ± 15,1b 2,1 ± 1,1a 33,4 ± 14,1a 

Equilíbrio - 12h 17,4 ± 14,6a 1,8 ± 1,2a 42,2 ± 13,6a 

ab letras diferentes, na mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05)  
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Os resultados demonstraram que a congelação do sêmen com TES mostrou-se superior 

estatisticamente em comparação com o TRIS, o que discorda da literatura, uma vez que na 

mesma o diluente à base de TRIS tem sido o diluente mais utilizado na congelação de sêmen 

ovino. Ohashi (1993b) também observou na congelação de sêmen bubalino superioridade do 

diluente à base de TES em relação ao TRIS, onde após o TTR, a motilidade espermática do 

sêmen congelado com TRIS cessou com uma hora e meia após o início de teste, e com TES, a 

motilidade após cinco horas do TTR ainda era ao redor de 20%. Barnabé et al. (1995) também 

observaram índices superiores de gestação quando compararam a congelação do sêmen 

bubalino com TES (60%) e com TRIS (49,2%). 

Quando foi utilizado o diluente TRIS, a motilidade e o vigor foram estatisticamente 

similares (p>0,05) para o sêmen fresco (81,6% e 3,6) e diluído (76,8% e 3,2), porém houve 

uma redução significativa destas médias (p<0,05) no sêmen congelado com equilíbrio de 4h 

(17,2% e 1,6), 8h (22,4%e 2,1) e 12h (14,8% e 1,6), que foram semelhantes entre si (Tabela 3) 

 

Tabela 3 - Motilidade e vigor do sêmen de ovino da raça Santa Inês, in natura, diluído e 
criopreservado com diluente TRIS em diferentes tempos de equilíbrio.  

Tratamentos Motilidade 

(%) 

Vigor 

(1-5) 

Fresco 81,6 ± 8,5ª 3,6 ± 0,7a 

Diluído 76,8 ± 8,3a  3,2 ± 0,6a 

Equilíbrio - 4h 17,2 ± 12,4b 1,6 ± 1,0b 

Equilíbrio - 8h 22,4 ± 13,3b 2,1 ± 1,0b 

Equilíbrio – 12h 14,8 ± 9,6b 1,6 ± 0,9b 

                    ab letras diferentes, na mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05)  

 

Esta redução brusca da qualidade do sêmen ovino quando se comparou sêmen fresco e 

congelado, independente do tempo de equilíbrio foi também observada por Donovan et al. 

(2004) que obtiveram resultados semelhantes, pois ao analisarem o sêmen ovino fresco e 

congelado com TRIS, observaram taxas de prenhez após a inseminação de 82% e 40%, 

respectivamente.  

Segundo os padrões do CBRA (1998) o sêmen ovino descongelado é considerado apto 

se a amostra contiver no mínimo 40% de motilidade espermática, por este motivo observa-se 

que a motilidade do sêmen criopreservado em TRIS, não apresentou viabilidade, 

independente do tempo de equilíbrio empregado. Resultados superiores em relação ao TRIS 
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foram encontrados por Carvalho et al. (2008) quando compararam a diluição e a 

criopreservação do sêmen ovino com TRIS-Gema (TG), Leite-Gema (LG) e TRIS-Gema-

Leite (TGL), e observaram que o diluente TG mostrou motilidade progressiva (46,5%) 

superior aos diluentes LG (26,1%) e TGL (32,1%) após a descongelação. Segundo Oliveira et 

al. (2009) o meio à base de TRIS promove maior proteção quanto às crioinjúrias em 

espermatozóides, devido a maior quantidade de Gema de Ovo. Este fato foi confirmado por 

Cavalcante (2008), quando comparando o sêmen ovino criopreservado em TRIS e em água de 

coco em pó (ACP-102), observou que após a descongelação o percentual de espermatozóides 

móveis foi de 62,8% e 40,3%, respectivamente. Segundo Valente et al. (2007) o sêmen ovino 

diluído com 4,4% TRIS + 7% GLY + 16,2% Gema de Ovo (EZN) e com 2,7% TRIS + 3% 

GLY + 5% Gema de Ovo + 3,8% Trealose (Aisen), apresentou motilidade individual após a 

descongelação de 46,5% e 38,8%, afirmando que a maior percentagem de TRIS presente no 

diluente EZN permite uma melhor capacidade fertilizante dos espermatozóides após a 

descongelação.  

Após o TTR do sêmen congelado com TRIS não foi observado diferença estatística 

(p>0,05) para a motilidade e o vigor em 4h (10,4% e 1,1) e em 12h (10,0% e 1,2) de 

equilíbrio, porém houve um aumento na motilidade em 8h (15,6%) (p<0,05), sendo o vigor 

(1,6) semelhante estatisticamente aos outros 2 grupos (p>0,05).  Ainda analisando este sêmen 

congelado em TRIS observou-se que não houve diferença estatística (p>0,05) no índice de 

desprendimento do acrossoma em 4h (35,1%) e em 12h (37,6%) de equilíbrio, havendo uma 

redução deste índice em 8h (30,4%) (p<0,05) (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Motilidade, vigor e índice de desprendimento de acrossoma após o TTR do sêmen 
de ovino da raça santa Inês, congelado com TRIS, em diferentes tempos de 
equilíbrio.  

Tratamentos Motilidade 

(%) 

Vigor 

 

Desprendimento do 

Acrossoma (%) 

Equilíbrio – 4h 10,4 ± 11,7a 1,1 ± 1,0b 35,1 ± 11,2aq 

Equilíbrio – 8h 15,6 ± 11,73b 1,6 ± 0,9b 30,4 ± 11,2b 

Equilíbrio – 12h 10,0 ± 8,6a 1,2 ± 0,9b 37,6 ± 8,1a 

                    ab letras diferentes, na mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05)  

 

Diante destes dados pode-se observar que o melhor tempo de equilíbrio para o sêmen 

ovino diluído com o TRIS utilizado neste experimento foi de 8h, pois apresentou melhor 
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motilidade e menor percentagem de desprendimento do acrossoma. No entanto, de acordo 

com o CBRA (1998), a motilidade e o vigor após o TTR inferior a 30% e 2, respectivamente, 

não são considerados viáveis.  Estes dados encontrados discordam de Valente et al. (2007) 

que diluindo o sêmen ovino com 4,4% TRIS + 7% GLY + 16,2% Gema de Ovo (EZN) e com 

2,7% TRIS + 3% GLY + 5% Gema de Ovo + 3,8% Trealose (Aisen), observaram motilidade 

individual após o TTR de 47,8% e 39,0%, respectivamente. Oliveira et al. (2009) utilizando 

água de coco em pó (ACP-101) e TRIS, para a diluição e congelação de sêmen ovino, 

observaram que após 5 minutos de TTR não foi verificada alteração morfológica nos 

espermatozóides avaliados, porém, após 120 minutos, a maior quantidade de espermatozóides 

normais foi observada quando se utilizou o TRIS em comparação ao ACP-101, sendo 

respectivamente 54,7% e 48,6%.  Carvalho et al. (2008) obtiveram também índices 

satisfatórios de acordo com os padrões de CBRA, quando diluíram o sêmen ovino com TRIS-

Gema e observaram após 2 e 14h de equilíbrio motilidade progressiva de 63,1% e 52,5%, 

respectivamente.  

Em relação a integridade do acrossoma os índices encontrados para os diferentes 

tempos de equilíbrio estão dentro do padrão do CBRA (1998), que considera apto o sêmen 

ovino congelado com até 70% de lesões acrossomáticas. Resultados similares foram 

encontrados por Carvalho et al. (2008) quando criopreservaram sêmen ovino com TRIS-

Gema (TG), Leite-Gema (LG) e TRIS-Gema-Leite (TGL), e observaram que a percentagem 

de espermatozóides com membrana acrossomal lesada após a descongelação não diferiu entre 

os diluentes TG (29,8%), LG (24,3%) e TGL (30,1%). Milczewski et al. (2000) discordam 

dos resultados, pois ao empregarem um tempo de equilíbrio de 8h, observaram que após o 

TTR o sêmen diluído com Tris-Gema (TG), “Cornell University Extender” (CUE), “Cornell 

University 16” (CU-16), Glicina-Gema (GG), Citrato-Gema (CG), Leite Desnatado UHT-

Gema (LG), não houve diferença estatística quanto ao desprendimento do acrossoma entre os 

diluentes empregados, 5,1%, 4,7%, 5,8%, 5,7%, 6,1% e 4,9%, respectivamente. Goularte et 

al. (2008) utilizando para a diluição de sêmen ovino dois tratamentos: T1 (TRIS + Gema de 

Ovo + GLY) e T2 (TRIS + Gema de Ovo + Trealose), afirmam que não houve diferença na 

integridade da membrana do acrossoma pós-descongelação entre os tratamentos, sendo de 

21,6% e 20,7%, afirmando que o TRIS exerce efeito positivo nas características pós-

descongelação do sêmen ovino. Esta característica do TRIS também foi citada por Valente et 

al. (2007), que ao diluir sêmen ovino com 4,4% TRIS + 7% GLY + 16,2% Gema de Ovo 

(EZN) e com 2,7% TRIS + 3% GLY + 5% Gema de Ovo + 3,8% Trealose (Aisen), observou 

que o teste de endosmose positiva foi de 40,5% e 32,1%, respectivamente. 
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Na diluição com o PBS, a motilidade e o vigor foram estatisticamente similares 

(p>0,05) para o sêmen fresco (84,0% e 3,6) e o sêmen diluído (82,0% e 3,4). Entretanto, após 

a descongelação do sêmen submetido ao tempo de equilíbrio de 4h, 8h e 12h, não foi 

verificada nenhuma motilidade espermática, que se deve provavelmente a necessidade da 

adição de tampões mais específicos para o sêmen ovino, tais com o TRIS e o TES.  

 

 

 

 



58 
 

  

6 – CONCLUSÃO 

  

 

O sêmen ovino da raça Santa Inês diluído com TES e submetido ao tempo de 

equilíbrio de 8 horas antes da congelação mostrou-se ser viável, com melhores índices de 

motilidade, vigor e integridade da acrossoma após a descongelação e o Teste de Termo 

Resistência (TTR). 

O sêmen ovino quando diluído e criopreservado com TRIS e PBS apresentou índices 

não viáveis após a descongelação e o TTR. 
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ANEXOS  I 
 
 
TES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
TRIS 

Solução A 

Pré – Diluição 100 ml 

            Solução B Diluente TRS 

TRIS                3, 876g Leite Desnatado 11g Solução A 84 ml 

Ácido Cítrico 2,123g Água Deionizada 100 ml Glicerol 5,3 ml 

Glicose               0,533g 

Estreptomicina 100  mg 

Penicilina 100.0000 mg 

Água Deionizada 100 ml 

  Gema de Ovo 16 ml 

 
 
PBS 

Solução A 

Pré – Diluição 100 ml 

Diluente PBS 

100 ml 

PBS (q.s.p.)     500 ml Solução A 73 ml 

Frutose               1,08g Glicerol 7 ml 

Estreptomicina     0,7 g 

Penicilina            0,07g 

Gema de Ovo 20 ml 

  
  
  
  
  

Solução A 

Pré- Diluição 500 ml 

            Solução B Diluente TES 

TES                       24,5g Leite Desnatado 11g Solução A 36,5 ml 

TRIS                      5,3g Água Deionizada 100 ml Solução B 36,5 ml 

Frutose                  1,08g 

 Estreptomicina 700mg 

Penicilina            70 mg 

Água Deionizada 500 ml 

 Glicerol 7 ml 

Gema de Ovo 20 ml 




