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RESUMO

A preservação eficiente de gametas masculinos representa um pilar estratégico das

biotecnologias reprodutivas voltadas à conservação genética e ao melhoramento

animal. Embora a criopreservação seja amplamente utilizada, suas limitações

operacionais e ambientais têm estimulado a investigação de métodos alternativos,

como a liofilização. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da liofilização

sobre a morfologia, a viabilidade celular e a integridade funcional da membrana

plasmática de espermatozoides caprinos (Capra aegagrus hircus). Foram utilizados

ejaculados de seis reprodutores adultos, clinicamente saudáveis, coletados por

vagina artificial e avaliados conforme critérios do Colégio Brasileiro de Reprodução

Animal (CBRA, 2013). As amostras com motilidade =70% e vigor =3 foram diluídas

com meio comercial BotuBov® e divididas em três grupos experimentais: controle

(sem trealose), adição de 0,2 M de trealose e adição de 0,5 M de trealose. Após

resfriamento a 5?°C, as amostras foram congeladas até –100?°C, liofilizadas a

–55?°C sob vácuo por 24 horas e, em seguida, reidratadas com água ultrapura.

Foram então avaliadas quanto à morfologia (microscopia de contraste de fase),

viabilidade celular (eosina-nigrosina) e integridade funcional de membrana (HOST).

Verificou-se perda total da motilidade e do vigor espermático em todos os grupos

liofilizados. A comparação entre liofilização e criopreservação não revelou diferenças

estatísticas nos parâmetros de viabilidade celular, integridade funcional de

membrana, defeitos maiores ou totais. Apenas motilidade e vigor diferiram, sendo

nulos na liofilização. Em relação aos defeitos menores (DEFMEN), não houve

diferença estatística entre nenhum grupo tratado (liofilizado ou criopreservado) e o

sêmen fresco, indicando preservação desse parâmetro mesmo após os

procedimentos de conservação. Tais achados indicam que, embora a liofilização

comprometa severamente a cinética espermática, ela é capaz de manter, em níveis

comparáveis à criopreservação, características estruturais importantes, como

viabilidade celular, integridade de membrana e morfologia fina. Considerando que a

motilidade não é requisito essencial para técnicas como a injeção intracitoplasmática

de espermatozoides (ICSI), a liofilização, quando bem conduzida, pode representar

uma alternativa viável à criopreservação tradicional em programas de conservação

genética e reprodução assistida, sobretudo para pequenos ruminantes.

OLIVEIRA, Natan Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de
2025. Avaliação física e morfofuncional de sêmen de caprinos pré e pós
liofilização. Orientador: Jose Domingos Guimaraes.



Palavras-chave: Parâmetros espermáticos; Preservação gamética; Integridade
celular; Biotecnologia da reprodução; Injeção intracitoplasmática de
espermatozoides.



ABSTRACT

The efficient preservation of male gametes represents a strategic pillar of

reproductive biotechnologies aimed at genetic conservation and animal breeding.

Although cryopreservation is widely used, its operational and environmental

limitations have stimulated the investigation of alternative methods, such as

lyophilization. This study aimed to evaluate the effects of lyophilization on the

morphology, cell viability, and functional integrity of the plasma membrane of goat

spermatozoa (Capra aegagrus hircus). Ejaculates were collected from six healthy

adult bucks using artificial vagina and evaluated according to the standards of the

Brazilian College of Animal Reproduction (CBRA, 2013). Samples showing

progressive motility =70% and vigor =3 were diluted in BotuBov® commercial

extender and distributed into three experimental groups: control (without trehalose),

addition of 0.2 M trehalose, and addition of 0.5 M trehalose. Samples were cooled to

5?°C, frozen in a programmed curve to –100?°C, and lyophilized at –55?°C under

vacuum for 24 hours. After rehydration with ultrapure water, sperm cells were

evaluated for morphology (phase-contrast microscopy), cell viability (eosin-nigrosin

stain), and plasma membrane functional integrity (hypoosmotic swelling test –

HOST). A total loss of sperm motility and vigor was observed in all lyophilized

groups. The comparison between lyophilized and cryopreserved semen revealed no

statistical differences in cell viability, membrane integrity, or in the incidence of major

and total morphological defects. Only motility and vigor differed significantly, with

complete loss observed in lyophilized samples. Regarding minor defects, no

statistical difference was found between any treated group (lyophilized or

cryopreserved) and fresh semen, indicating preservation of this parameter even after

conservation procedures. These findings indicate that although lyophilization severely

compromises sperm kinetics, it can preserve structural characteristics such as cell

viability, membrane integrity, and fine morphology at levels comparable to

cryopreservation. Considering that motility is not essential for techniques such as

intracytoplasmic sperm injection (ICSI), lyophilization, when properly conducted, may

represent a viable alternative to conventional cryopreservation in genetic

conservation programs and assisted reproduction strategies, especially for small

ruminants.

OLIVEIRA, Natan Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2025.
Morpho functional and physical evaluation  of goat semen before and after
lyophilization. Adviser: Jose Domingos Guimaraes.



Keywords: Sperm parameters; Gamete preservation; Cell integrity; Reproductive
biotechnology; Intracytoplasmic sperm injection.
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1 Introdução 

 

A qualidade do material biológico armazenado é diretamente influenciada pelo 

método de conservação empregado, tornando essencial a escolha da abordagem mais 

apropriada para os objetivos da pesquisa (LOVE et al., 2018). Estratégias de 

armazenamento vêm sendo continuamente aprimoradas para otimizar a viabilidade e a 

integridade das amostras, ao mesmo tempo em que visam minimizar desafios logísticos e 

impactos ambientais (CAENAZZO et al., 2020). 

 

A criopreservação é a técnica mais difundida para conservação de biomateriais, 

baseada no armazenamento a temperaturas ultrabaixas (-20, -80 ou -196 °C) em 

ultrafreezers ou tanques de nitrogênio líquido. Embora altamente eficaz na preservação 

da viabilidade celular, essa metodologia impõe desafios logísticos e financeiros, como 

elevado consumo energético, necessidade de infraestrutura específica e altos custos 

operacionais, como manutenção contínua e gestão segura da cadeia de frio (MULLER et 

al., 2016). Adicionalmente, os impactos ambientais, como a liberação de calor e o uso de 

fluídos refrigerantes, fomentam a busca por alternativas mais sustentáveis. 

 

A conservação de amostras biológicas em temperatura ambiente surge como uma 

alternativa economicamente viável e operacionalmente simplificada. Técnicas de 

estabilização molecular possibilitam a manutenção de biomateriais sem necessidade de 

refrigeração, reduzindo custos logísticos e estruturais (LOU et al., 2014; MULLER et al., 

2016). Contudo, a aplicação desse método a células, como os espermatozoides, ainda 

enfrenta desafios técnicos, especialmente na preservação da viabilidade funcional e da 

integridade estrutural após a reconstituição. 

 

A liofilização tem sido amplamente investigada como uma alternativa promissora 

à criopreservação convencional no contexto das biotecnologias reprodutivas. Entre as 

abordagens baseadas na desidratação espermática, Saragusty e Loi (2019) identificaram 

138 publicações sobre secagem de espermatozoides e outras células, sendo 99 (71,7%) 

utilizaram a liofilização, evidenciando sua predominância em relação a outras 

metodologias, que permanecem pouco exploradas. Essa técnica, fundamentada na 

remoção da água celular por sublimação sob vácuo em temperaturas reduzidas, apresenta 

vantagens significativas, incluindo maior biossegurança e estabilidade prolongada 

durante o armazenamento e transporte, aspectos cruciais à viabilidade de gametas e 
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células reprodutivas em longo prazo (KUSAKABE et al., 2001; BIELANSKI et al., 2003; 

KANEKO e NAKAGATA, 2006; HOCHI et al., 2011; KARTOGLU, MOORE e 

LLOYD, 2020). 

 

Apesar dos avanços na otimização dos protocolos de liofilização para 

espermatozoides, há lacunas no entendimento dos efeitos morfofuncionais desse processo 

em espécies de interesse zootécnico, como os caprinos. Estudos sobre a funcionalidade 

espermática pós-liofilização nesta espécie ainda são escassos, sendo que a maioria das 

pesquisas se concentram em modelos murinos e humanos (GIANAROLI et al., 2012; 

CABRAL, 2017; ITO et al., 2021; SHAHMORADI, BAHEIRAEI e HALVAEI, 2022). 

 

Além disso, os estudos publicados até o momento focam principalmente na 

estabilidade da cromatina e na integridade do DNA, dado que a principal aplicação dessa 

técnica tem sido a injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), já 

implementada em espécies domésticas como equinos (RAMÍREZ-AGÁMEZ et al., 2023; 

NAMBO et al., 2024; SAMPER et al., 2024), bovinos (UNNIKRISHNAN, KASTELIC 

e THUNDATHIL, 2021; KAGAWA et al., 2022), pequenos ruminantes (KRESNA et al., 

2021; RESSAISSI et al., 2021; ELORIAGA et al., 2024) e suínos (BRISKI et al., 2021; 

NAKAI et al., 2024), entre outras espécies. 

 

Os métodos convencionais de análise seminal incluem avaliação da concentração, 

morfologia e motilidade espermática, conforme diretrizes do Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (CBRA, 2013). No entanto, esses parâmetros isolados não fornecem 

uma estimativa precisa do potencial fertilizante dos espermatozoides (WANG e 

SWERDLOFF, 2014). Atualmente, não há consenso sobre os testes mínimos necessários 

para avaliar a qualidade espermática após liofilização, e a literatura ainda carece de 

protocolos padronizados que considerem múltiplos marcadores além da integridade do 

DNA (MARTINS et al., 2007; GIANAROLI et al., 2012; OLACIREGUI et al., 2015; 

SAID, AFIATI e MAULANA, 2015; KAZORGAH et al., 2023). Ademais, informações 

sobre a aplicação da liofilização em espécies de interesse pecuário ainda são limitadas. 

 

A caracterização física e morfofuncional do sêmen liofilizado é fundamental para 

compreender os efeitos desse processo sobre a viabilidade e o potencial fecundante dos 

espermatozoides. Alterações ultraestruturais e funcionais podem comprometer tanto a 
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fertilização in vitro quanto a aplicação da tecnologia de ICSI. Assim, o desenvolvimento 

de estratégias que minimizem danos celulares e assegurem a integridade do material 

genético é essencial para viabilizar a liofilização como ferramenta para conservação do 

germoplasma em animais de produção. 

 

Além de contribuir para o avanço do conhecimento sobre a viabilidade 

espermática pós-liofilização, este estudo pode fornecer subsídios para o desenvolvimento 

de novas estratégias de preservação seminal, favorecendo a aplicação da biotecnologia 

reprodutiva em programas de conservação genética e melhoramento animal. Diante desse 

contexto, este estudo objetiva avaliar os impactos da liofilização na integridade estrutural 

e funcional dos espermatozoides caprinos. Para isso, serão analisados parâmetros físicos, 

morfológicos e funcionais, incluindo marcadores de membrana e nanopartículas 

fluorescentes, antes e após o processo de liofilização. 

 

2 Revisão Bibliográfica 

2.1 Estrutura e função dos espermatozoides caprinos 

 

A arquitetura espermática é composta por três compartimentos principais: cabeça, 

peça intermediária e cauda. A cabeça, de formato elíptico, abriga o núcleo altamente 

compactado e envolto pelo acrossoma, estrutura essencial para a interação e penetração 

na zona pelúcida do oócito. A peça intermediária contém um arranjo mitocondrial em 

hélice, que fornece energia para a movimentação flagelar, enquanto a cauda, composta 

pelo axonema e estruturas associadas, garante a propulsão espermática necessária para a 

progressão nos órgãos reprodutivos femininos (HAFEZ e HAFEZ, 2004). 

 

A funcionalidade espermática é regulada por um complexo equilíbrio bioquímico, 

que influencia a fluidez da membrana plasmática, a atividade mitocondrial, a resposta à 

sinais moleculares durante a capacitação espermática e a reação acrossômica. Alterações 

morfofuncionais nesses processos podem comprometer a fertilização e a eficiência 

reprodutiva (MOSTEK et al., 2021; KELLER e KERNS, 2023) Assim, a caracterização 

detalhada da estrutura e função dos espermatozoides é fundamental para o aprimoramento 

de biotecnologias reprodutivas e para a maximização das taxas de fertilidade em 

programas de reprodução assistida. 
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A cabeça do espermatozoide de caprinos apresenta morfologia 

predominantemente oval ou elíptica e é constituída, em sua maior parte, pelo núcleo, que 

armazena o DNA paterno altamente condensado. A compactação do material genético 

resulta da substituição das histonas por protaminas, conferindo maior estabilidade 

estrutural ao DNA e protegendo-o contra danos durante o trânsito pelos órgãos 

reprodutivos feminino (MILLER, BRINKWORTH e ILES, 2010). 

 

Além do núcleo, a cabeça espermática abriga o acrossoma, organela derivada do 

complexo de Golgi que recobre sua região anterior. O acrossoma desempenha um papel 

essencial no processo de fertilização, uma vez que contém enzimas hidrolíticas 

necessárias para a digestão da matriz extracelular do oócito, permitindo a passagem do 

espermatozoide pela zona pelúcida e a subsequente fusão dos pró-núcleos masculino e 

feminino (TOSHIMORI e EDDY, 2015). 

 

A cauda do espermatozoide é dividida em três regiões principais: peça 

intermediária (MP), peça principal (PP) e peça terminal, cada uma caracterizada por 

componentes estruturais específicas. A peça intermediária desempenha papel crucial na 

motilidade espermática, atuando como a região de transição entre a cabeça e a cauda. 

Nessa região, mitocôndrias organizadas em hélice ao redor do axonema são responsáveis 

pela síntese de adenosina trifosfato (ATP), fornecendo a energia necessária para a 

movimentação espermática (HAFEZ e HAFEZ, 2004). 

 

A eficiência bioenergética da peça intermediária influencia diretamente a 

capacidade do espermatozoide de alcançar o oócito e participar da fecundação, sendo, 

portanto, um fator determinante no sucesso reprodutivo (TEVES e ROLDAN, 2022). 

Além disso, essa estrutura contém a bainha mitocondrial e as fibras densas externas 

(FDEx), que conferem suporte estrutural e elasticidade ao flagelo (LEHTI e SIRONEN, 

2017). 

 

A peça principal abriga a bainha fibrosa (BF), composta por duas colunas 

longitudinais ancoradas aos dupletos 3 e 8 do axonema, as quais promovem o 

deslocamento parcial das FDEx e são interligadas por nervuras semicirculares. Essa 

bainha apresenta uma composição proteica estabilizada por ligações dissulfeto, sendo 

essencial para a manutenção da integridade estrutural e flexibilidade do espermatozoide 
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durante sua progressão pelos órgãos reprodutivos feminino (EDDY, TOSHIMORI e 

O'BRIEN, 2003). Adicionalmente, a BF contém enzimas glicolíticas e moléculas 

sinalizadoras que regulam processos bioquímicos fundamentais à motilidade e 

funcionalidade espermática (EDDY, 2007; LEHTI e SIRONEN, 2017). 

 

Por fim, a peça terminal compreende exclusivamente o axonema, sendo 

desprovida de estruturas peri-axonêmicas. Essa região representa a porção final do flagelo 

e está diretamente envolvida na transmissão do movimento gerado pelas regiões 

proximais, contribuindo para a propulsão do espermatozoide. 

 

2.2 Função dos Espermatozoides 

 

A função primordial dos espermatozoides é viabilizar a fecundação, processo que 

requer a integridade de três características fundamentais: motilidade espermática 

progressiva, manutenção das propriedades físicas e funcionais da membrana plasmática 

e competência para fusão com a zona pelúcida e formação do pró-núcleo masculino. Esses 

atributos são essenciais para a viabilidade espermática e o sucesso reprodutivo, refletindo 

diretamente na capacidade fecundante das células germinativas masculinas. 

 

2.3 Interação espermatozoide/oócito e reação acrossômica 

 

A fertilização em mamíferos é um processo altamente espécie-específico, 

dependente de interações moleculares entre espermatozoide e zona pelúcida (ZP) do 

oócito. A adesão inicial do espermatozoide à ZP, referida como ligação primária, ocorre 

por meio de interações específicas entre moléculas complementares presentes na 

superfície do gameta masculino e na matriz glicoprotéica do oócito, sendo um evento 

determinante para a fertilização bem-sucedida (TUMOVA et al., 2021). 

 

A aquisição da competência espermática para interagir com a ZP ocorre por meio 

de modificações pós-testiculares na membrana plasmática, que se iniciam durante a 

maturação epididimária e culminam na capacitação espermática nos órgãos reprodutivos 

femininos. Avanços recentes indicam que a capacitação é um processo multifásico que 

envolve alterações bioquímicas e funcionais do espermatozoide, moduladas também por 

estruturas extracelulares do oócito. Essas mudanças incluem aprimoramento da 

motilidade, quimiotaxia, reconhecimento e adesão à ZP, reação acrossômica e fusão das 
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membranas plasmáticas dos gametas (FLESCH e GADELLA, 2000; CLARK, 2014; 

GADELLA e BOERKE, 2016; TOSTI e MÉNÉZO, 2016). 

 

Durante a interação com a ZP, os espermatozoides capacitados sofrem a reação 

acrossômica (RA), um evento exocitótico altamente regulado e dependente de Ca²⁺. A 

indução da RA ocorre em resposta à ligação secundária do espermatozoide à ZP, 

promovendo rápido aumento da concentração intracelular de Ca²⁺ e a exocitose do 

conteúdo acrossomal (JUNGNICKEL et al., 2007; FLORMAN, JUNGNICKEL e 

SUTTON, 2008). Esse processo resulta na liberação de enzimas hidrolíticas, como a 

acrosina, que facilitam a penetração do espermatozoide através da ZP, além de promover 

a remodelação da membrana plasmática espermática, permitindo sua fusão com o oócito 

(INOUE et al., 2011; JIN et al., 2011; BIANCHI e WRIGHT, 2016; ALDANA et al., 

2021). 

 

Após a penetração espermática, o oócito completa a segunda divisão meiótica, 

culminando na extrusão do segundo corpúsculo polar e no início do primeiro ciclo 

mitótico do embrião recém-formado. Paralelamente, a ativação do espermatozoide 

induzida pelo oócito desencadeia um processo de ativação recíproca, caracterizado por 

modificações elétricas, estruturais e metabólicas no oócito, eventos fundamentais para o 

sucesso da fertilização e para a progressão do desenvolvimento embrionário (TOSTI e 

MÉNÉZO, 2016). 

 

A redução das ligações dissulfeto das protaminas espermáticas, associada à 

ruptura do envelope nuclear, favorece a descondensação da cromatina do espermatozoide. 

Nesse processo, as protaminas são gradualmente substituídas por histonas oriundas do 

citoplasma oocitário. Como resultado, forma-se um zigoto totipotente caracterizado pela 

presença de dois pronúcleos haploides, cuja cromatina se descondensa progressivamente. 

No interior de ambos os pronúcleos, encontram-se corpos precursores nucleolares 

(NPBs), que representam a forma imatura dos nucléolos (ZATSEPINA et al., 2003). 

 

2.4 Parâmetros de qualidade espermática e sua relação com a fertilidade de 

caprinos 

 

A qualidade espermática constitui um determinante da fertilidade em caprinos e 

influencia  diretamente  a  eficiência  das  biotecnologias  reprodutivas,  incluindo  a 
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inseminação artificial (IA) e a fertilização in vitro (FIV). A avaliação do sêmen baseia-se 

na análise de parâmetros essenciais, tais como motilidade espermática progressiva, vigor 

espermático, concentração espermática, morfologia espermática e integridade das 

membranas plasmática e acrossomal, os quais são amplamente utilizados como preditores 

do potencial fecundante dos espermatozoides ou preditores de fertilidade dos 

reprodutores. 

 

2.4.1 Motilidade e vigor espermático 

 

A motilidade espermática é amplamente reconhecida como um dos principais 

preditores de qualidade seminal e fertilidade, refletindo diretamente a competência 

funcional dos espermatozoides (GRAHAM e MOCÉ, 2005; PAOLI et al., 2011). Essa 

propriedade é definida pela propagação de ondas transversais ao longo do flagelo em uma 

direção proximal-distal, gerando impulso propulsivo que permite a progressão dos 

espermatozoides pelos órgãos reprodutivos femininos e sua interação com as membranas 

ovocitárias. 

 

A capacidade de transitar eficientemente pelo ambiente reprodutivo feminino — 

da vagina ao oviduto — é determinante para o sucesso da fertilização (SUAREZ e 

PACEY, 2006). A redução da motilidade espermática está diretamente associada à 

diminuição do potencial fertilizante do sêmen, uma vez que espermatozoides menos 

móveis apresentam menor capacidade de alcançar e fecundar o ovócito (GUZICK et al., 

2001; LOVE, 2011; PUGLISI et al., 2012; YÁNIZ et al., 2018). No entanto, evidências 

indicam que essa relação é significativa apenas até um determinado limiar, além do qual 

incrementos adicionais não resultam em melhorias expressivas na fertilidade (DEN 

DASS et al., 1992). 

 

Den Dass et al. (1998) ainda relataram que o número absoluto de espermatozoides 

móveis apresenta baixa correlação com o “Não Retorno Assintótico” (NRA), sugerindo 

que a motilidade espermática isoladamente pode não ser um indicador confiável do 

potencial fertilizante, reforçando a natureza multifatorial da fertilidade, que envolve 

também capacitação, reação acrossômica e integridade das membranas. 

 

De acordo com o CBRA (2013) recomenda-se motilidade espermático progressiva 

≥70% para sêmen fresco e ≥30% para sêmen pós-descongelado destinado à inseminação 
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artificial em rebanhos. O vigor espermático, por sua vez, representa a intensidade do 

deslocamento progressivo, avaliado subjetivamente em escala de 0 a 5. Essa característica 

reflete a velocidade com que os gametas atravessam o campo óptico e complementa a 

avaliação da motilidade (MAIA, 2010). 

 

A cinética espermática também pode ser determinada por sistemas automatizados 

como o CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), que classificam os padrões de 

movimento em diferentes categorias, aumentando a acurácia da análise (MORTIMER e 

MAXWELL, 1999; AMANN e KATZ, 2004). Segundo o CBRA (2013), os valores 

mínimos de vigor espermático recomendados são ≥3 para sêmen fresco e ≥2 para sêmen 

congelado/descongelado. A análise combinada de motilidade e vigor permite uma 

caracterização mais precisa do potencial fecundante dos espermatozoides. 

 

2.4.2 Volume do ejaculado e concentração espermática 

 

O volume do ejaculado e a concentração espermática por mL ou do ejaculado são 

influenciados por fatores intrínsecos e extrínsecos, incluindo a anatomia testicular 

(volume testicular e reserva gonádica), idade, frequência de coletas ou ejaculações, 

condição nutricional e condições ambientais (KUMAR, SINGH e CHOUDHARI, 2017; 

SINGH et al., 2018; HOANG-THI et al., 2022; MONTES-GARRIDO et al., 2023). 

 

De maneira geral, pequenos ruminantes, como caprinos e ovinos, apresentam 

volume do ejaculado relativamente reduzido (0,5 – 1,5 mL), mas com alta concentração 

espermática. Nos caprinos, essa característica está associada à sua estratégia reprodutiva, 

e a produção espermática pode variar amplamente, com total de 1,0 a 7,2 bilhões de 

espermatozoides por ejaculado (MAIA, 2010). 

 

A concentração espermática é um parâmetro essencial na avaliação da qualidade 

seminal e impacta diretamente a eficiência das biotecnologias reprodutivas. Na 

inseminação artificial, a padronização da dose inseminante é fundamental para otimizar 

as taxas de fertilização. O CBRA (2013) recomenda o mínimo de 10 × 10⁶ 

espermatozoides móveis por dose pós descongelamento para doses produzidas pelas 

empresas brasileiras e 6 x 106 para doses produzidas pelas empresas estrangeiras. 
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2.4.3 Morfologia espermática 

 

A análise da morfologia espermática constitui um parâmetro fundamental na 

avaliação da qualidade seminal, devido a alta correlação com a fertilidade. Elevadas 

frequências de anormalidades espermáticas estão associadas à redução do potencial 

reprodutivo, frequentemente decorrente de alterações durante a fase de maturação 

espermática e de comprometimentos na integridade do epitélio seminífero (ARRUDA et 

al., 2015). Dessa forma, a identificação da frequência no ejaculado de defeitos 

morfológicos assume papel decisivo na seleção de reprodutores, podendo levar à 

desqualificação de indivíduos que apresentem comprometimento significativo no 

processo da espermatogênese, tornando o macho subfértil, infértil temporário ou estéril. 

 

De acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 

2013), as anormalidades espermáticas são classificadas em defeitos maiores e menores, 

os quais podem ser visualizados por microscopia óptica convencional, microscopia de 

contraste de fase ou microscopia de contraste de fase diferencial (DIC). A avaliação pode 

ser realizada a partir de esfregaços corados ou lâminas em preparação úmida, sendo 

imprescindível que as técnicas empregadas sejam descritas no laudo andrológico 

(ARRUDA et al., 2011). 

 

Em condições fisiológicas, a fração espermática do ejaculado pode conter entre 5 

e 10% de células com anormalidades morfológicas sem comprometer significativamente 

a fertilidade. No entanto, quando a proporção de espermatozoides anormais excede 20 a 

25%, observa-se impacto negativo na capacidade fecundante dos espermatozoides 

(MAIA, 2010). A frequência de defeitos morfológicos pode variar em função de fatores 

como estação do ano, temperatura ambiente, idade (especialmente em machos na fase 

puberal), nutrição, presença de enfermidades e exposição a agentes estressores (MAIA, 

2010). 

 

Os critérios estabelecidos pelo CBRA (2013) para sêmen fresco determinam que 

o percentual total de espermatozoides anormais não deve ultrapassar 30%. Para sêmen 

criopreservado, a recomendação estabelece limites máximos de 20% para defeitos totais 

e 10% para defeitos maiores, visto que anormalidades estruturais podem comprometer a 

viabilidade pós-descongelamento e a funcionalidade espermática. 
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2.4.4 Integridade de membranas e viabilidade celular 

A membrana espermática, caracterizada por sua elevada concentração de ácidos 

graxos poliinsaturados, desempenha papel essencial na manutenção da fluidez necessária 

para os eventos de fusão gamética. No entanto, essa composição a torna particularmente 

suscetível aos danos induzidos pelo estresse oxidativo, decorrente da produção 

exacerbada de espécies reativas de oxigênio (ROS) (ARINHO et al., 2016). A integridade 

da membrana plasmática (IMP) constitui requisito essencial para a ocorrência dos 

processos fisiológicos fundamentais à fertilização, incluindo a capacitação espermática, 

a adesão à zona pelúcida, a reação acrossomal e a fusão dos gametas (PAPA et al., 2000). 

A avaliação da integridade das membranas espermáticas assume particular 

importância na criopreservação, uma vez que essas estruturas são altamente sensíveis às 

crioinjúrias, impactando diretamente a viabilidade espermática (THUN, HURTADO e 

JANETT, 2002). Diversas metodologias têm sido empregadas para a análise da IMP, 

incluindo colorações supravitais, como Tripan-Blue-Giemsa e Eosina-Nigrosina, testes 

hiposmóticos, além do uso crescente de fluoróforos que reagem com enzimas 

citoplasmáticas ou interagem com o DNA espermático (BRITO et al., 2003; 

TARTAGLIONE e RITTA, 2004; ARRUDA et al., 2005; RODRIGUEZ-MARTÍNEZ, 

2005). 

Dentre essas abordagens, a combinação de fluorocromos e sua análise por 

microscopia de epifluorescência ou citometria de fluxo destacam-se como estratégias 

robustas na determinação da IMP, fornecendo dados quantitativos sobre a permeabilidade 

relativa das membranas e permitindo a diferenciação precisa entre células viáveis e não 

viáveis (RODRIGUEZ-MARTÍNEZ, 2003). 

2.5 Técnicas de preservação seminal, fundamentos da técnica e importância na 

reprodução assistida 

 

A preservação seminal é um componente essencial das biotecnologias 

reprodutivas, permitindo a conservação e utilização futura de material genético de machos 

de alto valor zootécnico (LÔBO et al., 2007) e de espécies selvagens (MAGNOTTI et al., 

2018; HERRERA-BARRAGÁN et al., 2024). As principais técnicas incluem a 

refrigeração, a criopreservação e a liofilização, cada uma apresentando vantagens e 

limitações dependendo da espécie e do objetivo do armazenamento seminal. 
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2.5.1 Criopreservação 

 

A criopreservação é uma biotecnologia amplamente utilizada para o 

armazenamento a longo prazo de células e tecidos, possibilitando aplicações em pesquisa 

científica e clínica reprodutiva. Essa técnica tem sido aplicada com sucesso em 

procedimentos como transplante de hepatócitos e ilhotas pancreáticas, transfusão 

sanguínea, transplante de medula óssea, inseminação artificial (IA) e em algumas etapas 

em programas de produção in vitro de embriões (WHALEY et al., 2021). 

 

2.5.1.1 Princípios biológicos da criopreservação 

 

O princípio subjacente à criopreservação baseia-se na redução drástica das reações 

bioquímicas e fisiológicas em temperaturas extremamente baixas, promovendo estado de 

quiescência celular e permitindo a preservação de biomateriais por longos períodos 

(PEGG, 2002; JANG et al., 2017; SHARMA e SHARMA, 2022). 

 

2.5.1.2 Aplicações na reprodução animal 

 

Na reprodução animal, a criopreservação seminal tem sido amplamente 

empregada na conservação do material genético de reprodutores melhoradores, linhagens 

transgênicas e espécies ameaçadas de extinção (BAILEY, MORRIER e CORMIER, 

2000; BAILEY, MORRIER e CORMIER, 2003). Além disso, sua associação com 

biotecnologias reprodutivas avançadas, como FIV e injeção intracitoplasmática de 

espermatozoides (ICSI), tem permitido o aprimoramento da eficiência reprodutiva e a 

perpetuação da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides após 

descongelamento (HOLT, 2000; KUMAR, 2019). 

 

2.5.1.3 Etapas do processo de criopreservação seminal 

 

O processo de criopreservação seminal compreende uma série de etapas essenciais 

que visam preservar a viabilidade e funcionalidade espermática durante o armazenamento 

em temperaturas ultrabaixas. Inicialmente, os espermatozoides são diluídos em meios 

específicos formulados para proporcionar condições ideais de nutrição, osmolaridade, pH 

e estabilidade eletroquímica, fundamentais para a manutenção da integridade celular. 

Segue-se a etapa de resfriamento inicial, na qual a temperatura é reduzida gradualmente, 

a taxas controladas de aproximadamente 1 a 5 °C por minuto, até atingir o ponto de 
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solidificação. Esse procedimento favorece a adaptação celular ao estresse térmico, 

minimizando danos estruturais decorrentes da transição para temperaturas criogênicas 

(HOLT, 2000; GRÖTTER et al., 2019). 

Posteriormente, ocorre o congelamento, caracterizado pela diminuição abrupta da 

temperatura, frequentemente por meio da exposição ao vapor de nitrogênio líquido, 

culminando no armazenamento a -196°C. A fase final do processo consiste no 

descongelamento, um procedimento que demanda rigoroso controle térmico e de 

reidratação celular, visando mitigar os efeitos deletérios do choque térmico e garantir a 

recuperação da célula espermática (HOLT, 2000; GRÖTTER et al., 2019). 

2.5.1.4 Impacto da criopreservação na qualidade espermática 

 

Embora eficiente, a criopreservação pode causar danos celulares, levando à redução 

da viabilidade espermática e da fertilidade pós-descongelamento (BAILEY, 2000). Entre 

os fatores que influenciam a criotolerância espermática, destacam-se diferenças inter e 

intraespecíficas na composição lipídica e proteica da membrana plasmática, além da 

permeabilidade a crioprotetores (GILMORE et al., 2000; LV et al., 2018). 

 

Neste contexto, estudos demonstram que espermatozoides de touros, cavalos e 

javalis apresentam maior sensibilidade ao congelamento em comparação com humanos, 

coelhos, cães e gatos (BARBAS e MASCARENHAS, 2009). Quando analisadas focando 

a composição de membrana plasmática, observou-se que as espécies com maior 

resistência à criopreservação apresentavam proporções superiores de ácidos graxos poli- 

insaturados, bem como concentrações elevadas de colesterol, em comparação àquelas 

com menor tolerância ao processo (WATSON, 1981). Esses achados reforçam a 

necessidade de determinar protocolos padrões de criopreservação para cada espécie e 

indivíduo. 

 

2.5.2 Fatores críticos na criobiologia espermática 

 

A criobiologia espermática enfrenta desafios substanciais devido às transições 

entre os estados líquido e sólido da água durante a criopreservação celular. Durante o 

processo de congelamento e subsequente descongelamento, a faixa de temperatura entre 

-15 e -60 °C é considerada crítica devido ao aumento da letalidade celular (GAO e 

CRISTER, 2000; MAZUR, 2004). 
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Inicialmente, tanto as células quanto o meio extracelular permanecem em estado 

líquido e super-resfriado a aproximadamente -5 °C. À medida que a temperatura decresce 

para valores entre -5 e -15 °C, inicia-se a nucleação do gelo no meio extracelular, 

enquanto o citoplasma celular ainda se mantém em estado líquido, próximo ao ponto de 

nucleação. O gradiente de potencial químico entre a água intracelular super-resfriada e a 

água extracelular congelada induz um fluxo osmótico, promovendo a desidratação celular 

e favorecendo o congelamento extracelular (GAO e CRISTER, 2000). 

 

A cinética desse processo é diretamente modulada pela taxa de resfriamento 

adotada: resfriamento excessivamente rápido impede a migração eficiente da água para o 

meio extracelular, resultando na formação de cristais de gelo intracelulares, um fenômeno 

altamente deletério. Por outro lado, taxas de resfriamento muito lentas favorecem a 

desidratação celular excessiva, levando ao encolhimento da célula e comprometendo a 

integridade estrutural da membrana plasmática e organelas. Assim, a taxa de resfriamento 

ideal deve ser suficientemente lenta para evitar a nucleação intracelular, mas rápida o 

bastante para mitigar danos associados à criolesão (GAO e CRISTER, 2000; BAUST, 

GAO e BAUST, 2009; YANG et al., 2023). 

 

Mesmo sob protocolos de resfriamento otimizados, danos celulares ainda ocorrem 

devido à interação complexa de estressores físicos e químicos, incluindo a formação de 

gelo intracelular, variações abruptas de temperatura, estresse oxidativo e osmótico 

(ACKER et al., 1999; CHATTERJEE e GAGNON, 2001). A estabilidade da membrana 

plasmática é um determinante crítico da criotolerância espermática, pois modificações 

estruturais e funcionais induzidas pela criopreservação comprometem a viabilidade 

celular. 

 

Em condições fisiológicas, a membrana encontra-se em estado fluido; contudo, 

variações extremas de temperatura induzem mudanças na sua consistência, promovendo 

a desorganização de seus componentes e comprometendo sua estabilidade. Os 

constituintes da membrana (proteínas, lipídios e esteróis) apresentam propriedades 

biofísicas distintas e suscetíveis a alterações irreversíveis, sendo que modificações 

induzidas pelo estresse térmico representam um dos principais determinantes da perda da 

integridade estrutural e funcional celular (MAZUR, 1984; GOUSSET, 2002). 
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Além do impacto direto da temperatura, a desestabilização da membrana também 

decorre de variações volumétricas expressivas associadas ao fluxo osmótico de água e à 

interação com crioprotetores. Alterações na permeabilidade hidráulica da membrana, 

composição de fosfolipídios, limites de tolerância osmótica e conteúdo de colesterol são 

eventos característicos da criopreservação espermática, e acredita-se que tais mudanças 

estejam diretamente envolvidas na perda da homeostase celular (MAZUR, 1984; 

HAMMERSTEDT, GRAHAM e NOLAN, 1990). 

 

Entre os mecanismos estruturais envolvidos nesses processos, a transição da fase 

fluida para a fase cristalina é um evento crucial para a manutenção da funcionalidade da 

membrana. Fosfolipídios com cadeias de ácidos graxos predominantemente poli- 

insaturadas, ao serem submetidos à redução da temperatura, tendem a adotar uma 

conformação cônica, resultando na formação de estruturas hexagonais invertidas, 

conhecidas como micelas invertidas. 

 

Durante essa transição, para muitos lipídios, a configuração hexagonal é apenas 

transitória; entretanto, para determinados fosfolipídios, essa estrutura persiste, 

promovendo aumento da permeabilidade da membrana e estabelecendo canais que 

facilitam a entrada de íons e pequenas moléculas. Tal processo pode levar à 

desestabilização da membrana e, consequentemente, causar danos irreversíveis à célula 

(AMANN e PICKETT, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992; WATSON, 1995; 

VISHWANATH e SHANNON, 1997; KHOSROBEYGI e ZARGHAMI, 2007). 

 

Portanto, independentemente da estratégia de resfriamento empregada, tanto taxas 

elevadas quanto excessivamente lentas podem resultar em criolesão celular, reforçando a 

necessidade de protocolos otimizados para maximizar a viabilidade espermática pós- 

descongelamento (GAO e CRISTER, 2000; BAUST, GAO e BAUST, 2009). 

 

2.5.3 Liofilização Seminal: Fundamentos, Mecanismos de Desidratação e Desafios 

 

A água é um componente essencial para a vida, representando cerca de 70-90% 

da composição dos organismos procariontes e eucariontes. Sua presença é indispensável 

para a manutenção do ambiente intracelular, no qual ocorrem processos biológicos 

fundamentais, incluindo a interação com biomoléculas e membranas, a regulação 

estrutural do DNA e a estabilidade das proteínas (BILLY e POTTS, 2001). 
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Entretanto, diversos organismos desenvolveram estratégias para sobreviver à 

desidratação extrema, mantendo sua viabilidade por períodos prolongados, fenômeno 

conhecido como anidrobiose (CROWE et al., 1992; CHAPLIN, 2001; RAMLØV e 

WESTH, 2001). 

 

2.5.3.1 Mecanismos de adaptação à desidratação 

 

Os organismos anidrobióticos possuem mecanismos especializados que lhes 

permitem suportar condições extremas. Um dos fatores-chave é a produção de compostos 

protetores conhecidos como xeroprotetores, que incluem açúcares como trealose e 

sacarose, proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant), proteínas de choque térmico e 

antioxidantes. Esses compostos desempenham papel fundamental na manutenção da 

integridade celular durante a dessecação e subsequente reidratação (CROWE, CROWE e 

CHAPMAN, 1984; LESLIE et al., 1995; GOYAL et al., 2005). 

 

Embora a anidrobiose seja uma estratégia eficiente para a preservação celular, 

vertebrados não possuem genes associados à dessecação. Como resultado, a estabilização 

de células de mamíferos requer a administração exógena de xeroprotetores antes da 

remoção da água celular para níveis críticos (BELOTT, JANIS e MENZE, 2020; 

CZERNIK et al., 2020; ANDERSON e HANDI, 2021). 

 

Atualmente, a desidratação é amplamente reconhecida como a estratégia mais 

eficaz para a estabilização de biomoléculas e materiais biológicos a longo prazo. Estudos 

sobre os mecanismos adaptativos de organismos anidrobióticos, capazes de tolerar a 

perda extrema de água, forneceram informações fundamentais para o desenvolvimento 

de abordagens biotecnológicas voltadas à preservação estrutural e funcional de 

biomoléculas no estado seco. Esses conhecimentos sustentam métodos avançados de 

desidratação, como a liofilização. 

 

2.5.3.2 Princípios e mecanismos da liofilização 

 

Ao contrário da desidratação tradicional, que se vale da evaporação, a liofilização 

repousa sobre a transição direta da fase sólida (gelo) para a fase de vapor (gás), fenômeno 

conhecido como sublimação. Em dispositivos liofilizadores, a fase líquida é evitada ao 

manter-se uma temperatura suficientemente baixa sob vácuo acentuado, suprindo energia 
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necessária (calor latente) para viabilizar a transição de fase. O vapor resultante da 

sublimação é então condensado no condensador, mantido em temperatura inferior à do 

material sendo liofilizado, garantindo baixa pressão de vapor ao redor deste (HOCHI et 

al., 2011). 

 

2.5.3.3 Etapas do processo de liofilização 

 

O processo liofilizante compreende, metodologicamente, duas fases subsequentes 

ao congelamento das amostras: a etapa de secagem primária (sublimação), na qual o gelo 

é sublimado sob vácuo à temperatura de congelamento, e a etapa de secagem secundária, 

caracterizada pela dissorção gradual com elevação controlada da temperatura sob vácuo 

(SARAGUSTY et al., 2020; LOI et al., 2021; WENG, 2021). Este processo culmina em 

desidratação considerável, abrangendo não somente a remoção de água livre, mas também 

da água em estado ligado, resultando na supressão significativa de reações químicas 

indesejadas. 

 

2.5.3.4 Riscos e desafios da liofilização espermática 

 

A liofilização não está isenta de riscos, especialmente nos estágios críticos de 

congelamento e secagem, os quais impõem diferentes tipos de estresse às biomoléculas e 

seus agregados, demandando considerações minuciosas para garantir a estabilidade ao 

longo do procedimento. Estratégias para estabilizar as proteínas durante o congelamento, 

por exemplo, incluem a introdução de co-solventes que seletivamente evitam a ligação à 

superfície da proteína (ARAKAWA e TIMASHEFF, 1982; CROWE et al., 1998). 

 

2.5.3.5 Eventos químicos e físicos da liofilização 

 

Durante o processo de secagem, a remoção da água resulta na perda da camada de 

hidratação ao redor das cabeças polares dos fosfolipídios, promovendo empacotamento 

mais compacto dessas moléculas. A redução na distância intermolecular intensifica as 

interações de van der Waals, favorecendo aumento na coesão entre os fosfolipídios e 

elevação da temperatura de transição de fase (Tm). Esse fenômeno induz a conversão da 
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membrana de um estado de cristal líquido para uma conformação de fase gel (RINDLER, 

2000). 

Exemplificamente, no caso do 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), a 

transição de fase ocorre a -7 °C quando hidratado, mas é deslocada para 57 °C no estado 

anidro. Assim, à temperatura ambiente, membranas desidratadas assumem 

predominantemente estrutura de fase gel (CROWE et al., 1986; CROWE et al., 1997). 

Esse rearranjo estrutural ocorre de forma heterogênea ao longo da membrana, podendo 

comprometer sua integridade e resultar na liberação de componentes intracelulares 

(CROWE et al., 1987; CROWE, CARPENTER e CROWE, 1998). Além disso, a redução 

do espaçamento intermolecular entre fosfolipídios durante a secagem pode facilitar 

eventos de fusão de membrana, contribuindo para o aumento da permeabilidade e 

potencial vazamento de conteúdos celulares (CROWE et al., 1997; CROWE, 

CARPENTER e CROWE, 1998). 

Paralelamente, organelas e proteínas intracelulares também são suscetíveis aos 

efeitos deletérios da desidratação, uma vez que a perda de água afeta as interações de 

hidrogênio estabilizadoras entre proteínas, água e outras biomoléculas. A aproximação 

forçada dessas estruturas favorece processos de agregação e reações indesejadas, 

intensificando os danos estruturais (CROWE et al., 1997; CROWE, CARPENTER e 

CROWE, 1998; RINDLER, 2000; FAN et al., 2011). 

Embora a reidratação não seja parte intrínseca do ciclo de liofilização, ela 

representa um fator crítico para a viabilidade celular. No momento da reidratação, os 

excipientes dissolvem-se rapidamente no meio aquoso, enquanto a membrana celular, 

ainda na fase gel, constitui uma barreira semipermeável. Esse cenário gera um estresse 

osmótico significativo, que pode comprometer a sobrevivência de células previamente 

afetadas (RINDLER, 2000; FAN et al., 2011). 

Com a reintrodução da água, os fosfolipídios gradualmente retomam sua 

conformação original, restaurando o espaçamento lateral entre as cabeças polares e 

reduzindo a Tm para valores inferiores. Consequentemente, a membrana passa por uma 

transição reversa da fase gel para o estado de cristal líquido, permitindo a reorganização 

estrutural, mas também potencializando a liberação de componentes intracelulares para o 

meio extracelular (RINDLER, 2000). 

 

2.5.3.6 Impacto da Liofilização na Integridade Cromossômica dos 

Espermatozoides 

 

A liofilização de espermatozoides envolve processos críticos, como congelamento, 
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desidratação e exposição ao vácuo, que impõem desafios significativos à integridade 

celular. Durante cada uma dessas etapas, danos ao DNA espermático podem ser 

induzidos, impactando diretamente a viabilidade e a funcionalidade reprodutiva dos 

gametas. Tais lesões cromossômicas podem comprometer o desenvolvimento 

embrionário inicial, contribuindo para falhas na implantação e perda embrionária precoce. 

Além disso, à ocorrência de aberrações cromossômicas menores, conforme descrito por 

Szczygiel e Ward (2002), Kaneko e Nakagata (2006), e Singer et al. (2006), representa 

um aspecto relevante sob a ótica da toxicologia genética. 

A estabilidade cromossômica dos espermatozoides liofilizados pode ser 

adversamente afetada tanto pelo próprio processo de liofilização quanto pelo 

armazenamento subsequente em temperatura ambiente. Estudos que avaliaram a 

integridade do DNA espermático em diferentes espécies de animais de produção têm 

demonstrado variações significativas nos níveis de fragmentação, dependendo do meio 

utilizado para liofilização, da temperatura de armazenamento e do teste empregado para 

análise. A Tabela 1 resume os achados de diferentes autores quanto à fragmentação do 

DNA em espermatozoides submetidos à liofilização. 

 

Tabela 1: Fragmentação do DNA espermático em diferentes espécies animais de 

produção, de acordo com o meio de preservação (MEIO), temperatura de armazenamento 

(ARMAZ. (°C), método de análise (TESTE) e percentual de fragmentação observado 

(F.%). 

ESPÉCIE MEIO  
ARMAZ. 

(°C) 
TESTE 

F.  

(%) 

AUTORES 

Ovinos TCM199,10% de Soro 

Fetal Bovino (SFB) 4°C Acridine O. 5,2% 
Üstüner et al. 

(2021) 

TRIS,50 mmol/L de 

NaCl,10 mmol/L de EGTA 4°C Túnel 6,1% 
Üstüner et al. 

(2021) 

 

1,0 M de trealose,5 mM de 

glicose,10 mM de KCl, 20 

mM de HEPES e 10 µg/ml 

de Trolox 

--- 

Acridine O. 

(Citometria 

de Fluxo) 

9,9% 
Palazzese et al. 

(2020) 

Caprinos 10 mM Tris-HCl, 50 mM 

ácido 

etilenodiaminotetracético 

(EDTA) e 50 mM NaCl 

4°C Acridine O. 1,4% 
Thiangthientham 

et al. (2023) 

Bovinos 
10 mmol/L de Tris–HCl 

tamponado,50 mmol/L de 

NaCl,50 mmol/L EGTA   

--- Túnel 2,0% 
Martins et al. 

(2007) 
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EGTA (10 mM Tris-HCl, 

Wako, Osaka, Japão; 50 

mM EGTA; e 50 mM NaCl 

4°C 
Cometa 

Alcalino 
5.4% 

Hara et al. 

(2011) 

 
Tampão EGTA sem 

NaCl, 0,5 M de 

trealose 

-20 
Cometa 

Alcalino 
6,8% 

Hara et al. 

(2014) 

Bubalinos 10 mmol/L de Tris e 1 

mmol/L de EDTA 
  4°C Cometa 9,3% 

Shahba et al. 

(2016) 

 
10 mmol/L de Tris–HCl 

tamponado,50 mmol/L de 

NaCl, 50 mmol/L de EGTA 

-20°C Cometa 15,3% 
Shahba et al. 

(2016) 

 10 mmol/L de Tris e 1 

mmol/L de EDTA 
-80°C Cometa 11,3% 

Shahba et al. 

(2016) 

Suínos 10 mM EDTA, 117 mM 

sorbitol, 50 mM NaCl, 10 

mM Tris-HCl e 150 mM 

lactose 

--- Acridine O. 1,0% 
García et al. 

(2014) 

EGTA, 105 μM de Ácido 

Rosmarínico  
4°C 

Teste De 

Dispersão 

Da 

Cromatina 

Modificado 

0,7% 
Olaciregui et al. 

(2017) 

Equinos 
DMEM/F-12 (Sigma–

Aldrich), 10% SFB 
4°C 

Acridine O. 

(Citometria 

de Fluxo) 

5,6% 
Choi et al. 

(2011) 

 

Os danos induzidos podem ser classificados em danos cromossômicos primários (PCD) 

e danos cromossômicos acumulados (ACD). O PCD ocorre imediatamente após a 

liofilização, enquanto o ACD se manifesta ao longo do período de armazenamento pós- 

liofilização. Ambas as formas de lesão, incluindo quebras no DNA e remodelação 

anômala da cromatina, podem comprometer a integridade estrutural e funcional dos 

gametas, conforme reportado por Tateno e Kamiguchi (2005) e Kusakabe e Tateno 

(2011). 

 

2.5.3.7 Diferentes parâmetros da liofilização e impacto na viabilidade espermática 

 

Kwon, Park e Niwa (2004) observaram que a extensão do período de liofilização 

pode afetar negativamente a capacidade do espermazoide suíno de contribuir para o 

desenvolvimento embrionário in vitro. Corroborando, Kawase et al. (2007) ressalta a 

relevância da pressão de vácuo na fase inicial de desidratação de espermatozoides de 

camundongos, indicando que pressões específicas influenciam o desenvolvimento 

embrionário subsequente. 
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As discrepâncias nos resultados podem ser atribuídas à interação de diversos 

fatores, como a variedade de equipamentos utilizados, a composição específica do meio 

de liofilização e as características intrínsecas da amostra em análise. Estudos prévios 

evidenciaram considerável variação nas pressões de câmara adotadas durante a fase 

primária de secagem, abrangendo ampla faixa, desde 0,001 mbar até 0,37 mbar 

(WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 1998; KAWASE et al., 2007). 

Diante disso, torna-se imperativa a realização de investigações adicionais para 

estabelecer a relação precisa entre a pressão da câmara, a temperatura e a duração do 

processo de secagem no contexto específico da liofilização do esperma. A Tabela 2 

apresenta as diversas condições aplicadas à liofilização do sêmen em diferentes espécies 

animais, abordando aspectos como pressão e tempo de exposição ao processo de 

desidratação a vácuo. 

 

Tabela 2: Condições experimentais aplicadas à liofilização de sêmen em diferentes 

espécies de animais, incluindo os valores de pressão (mBar) e tempo (h) de exposição 

durante a fase de desidratação a vácuo, conforme descrito por diferentes autores. 

ESPÉCIE 
PRESSÃO 

(mBar) 

TEMPO 

(h) 
AUTORES 

Bovinos 

0.19 12–18 Keskintepe et al. (2002) 

0.35 12–16 Martins et al. (2007) 

0.37 e 0.001 14 e 3 Abdalla et al. (2009) 

0.37 e 0.001 14 e 3 Hara et al. (2011) 

1.98, 0.57 ou 0.12 6 Hara et al. (2014) 

Bubalinos 0.001 12-16 Shahba et al. (2016) 

Ovinos 

0.053 e 0.018 -- Olaciregui et al. (2017) 

0.006 24 Palazzese et al. (2018) 

0.001 12 Anzalone et al. (2018) 

0.35 12-16 Üstüner et al. (2021) 

Caprinos -- 6 Thiangthientham et al. (2023) 

Equinos 0.13 30 Choi et al. (2011) 

Suínos 

0.039 4-24 Kwon, Park e Niwa (2004) 

0.13 19 e 3 Men et al. (2013) 

0.015 e 0.005 24 e 6 García et al. (2014) 

0.053 e 0.018 -- Olaciregui et al. (2017) 

Cães 0.37 e 0.001 -- Watanabe et al. (2009) 

Gatos 0.16 4 Ringleb et al. (2011) 

Coelhos 0.023 – 0.040 4 Liu et al. (2004) 

Ratos 

0.001 12 Wakayama e Yanagimachi(1998) 

0.030 - 0.033 4 Kaneko et al. (2003) 

0.037 4 Kaneko e Nakagata (2005) 

0.040 e 0.001 8 e 6 Kawase et al. (2005) 

0.030 e 0.045 4 Kaneko, Nakagata (2006) 

0.04, 0.37 ou 1.03 -- Kawase et al. (2007) 

0.032 - 0.040 4 
Kusakabe, Yanagimachi e Kamiguchi 

(2008) 
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0.37 e 0.001 13 e 6 Kawase, Wada e Jishage (2009) 

0.038 e 0.058 4 Kaneko e Serikawa (2012) 

Galos 0,006 2 Stanishevskaya et al. (2022) 

 

2.5.3.8 Condições de armazenamento do sêmen liofilizado 

 

Estudos recentes demonstram que o sêmen liofilizado pode manter sua 

viabilidade por períodos significativamente longos. Pesquisadores japoneses 

conseguiram produzir descendentes saudáveis a partir de sêmen de camundongos 

liofilizado armazenado por quase seis anos na Estação Espacial Internacional, sugerindo 

uma possível viabilidade de até 200 anos, mesmo em um ambiente com níveis de radiação 

100 vezes maiores do que na Terra, o espaço (WAKAYAMA et al., 2021). 

Além disso, pesquisas com sêmen canino revelaram que, mesmo após 12 meses 

de armazenamento a 22 °C, é possível preservar parcialmente a integridade do DNA 

espermático, especialmente quando armazenado a 4 °C (OLACIREGUI et al., 2015). Em 

ovinos, Palazzese et al. (2018) demonstraram que a combinação de congelamento lento 

seguido de liofilização resultou em maior taxa de desenvolvimento embrionário por ICSI. 

Complementarmente, Rajska et al. (2021) em uma revisão abrangente, destacam o 

potencial da liofilização para conservação genética de longo prazo, com vantagens 

logísticas e econômicas, especialmente para biobancos e conservação de espécies 

ameaçadas. 

Diversos estudos foram conduzidos abrangendo diversas espécies animais, 

visando a preservação e conservação do material genético masculino. Os espermatozoides 

submetidos à liofilização foram protegidos por diferentes soluções, visando a preservação 

da viabilidade e integridade celular. Notavelmente, a combinação de trealose e Ethylene 

glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), em conjunto com a 

técnica de Injeção Intracitoplasmática de Espermatozoides (ICSI), demonstrou as mais 

altas taxas de fertilização e desenvolvimento embrionário (MARTINS et al., 2007). 

Apesar de muitos dos estudos mais duradouros terem sido realizados em espécies- 

modelo, os avanços obtidos sugerem caminhos promissores para a aplicação em pequenos 

ruminantes, como os caprinos, especialmente em protocolos que integrem a ICSI. Embora 

a criopreservação permita conservação por décadas, os dados aqui apresentados 

demonstram que a liofilização, aliada a estratégias como a ICSI e o uso de lioprotetores 

adequados, pode se aproximar desse desempenho, com ganhos significativos em logística, 

biossegurança e sustentabilidade. 

2.6 Excipientes 
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Diversos excipientes com estruturas químicas distintas têm sido empregados para 

promover a estabilização de células e proteínas durante os processos de congelamento e 

secagem. Considerando que o congelamento e a secagem impõem estresses físico- 

químicos diferentes sobre proteínas e células, é imperativo que estratégias de proteção 

específicas sejam adotadas para cada um desses processos (CROWE et al., 1997). 

 

Em razão disso, os excipientes podem ser categorizados em dois grupos 

principais: lioprotetores e crioprotetores (CPA). Os lioprotetores são compostos que 

favorecem a manutenção da estabilidade durante as etapas de congelamento e secagem, 

enquanto os crioprotetores conferem maior estabilidade no contexto de 

congelamento/descongelamento, apresentando efeito limitado durante a secagem 

(PIKAL, 1994). 

 

2.6.1 Toxicidade dos excipientes 

 

A toxicidade associada ao uso de excipientes estabilizantes deve ser 

cuidadosamente considerada, especialmente no contexto dos crioprotetores (CPAs). A 

toxicidade dos CPAs pode ser subdividida em dois tipos: (i) toxicidade específica, que 

afeta as células alvo, como a polimerização do citoesqueleto de actina no esperma de 

garanhão induzida por glicerol em concentrações superiores a 1,5 M, e (ii) toxicidade não 

específica, comumente avaliada para todos os excipientes empregados. A toxicidade 

específica dos CPAs tem sido amplamente discutida na literatura, enquanto a toxicidade 

dos lioprotetores é menos abordada. A concentração dos CPAs é um fator determinante, 

pois deve ser suficientemente elevada para garantir a estabilização das células, embora 

sua concentração excessiva possa estar associada a um aumento da toxicidade potencial 

(BEST, 2015). 

 

2.6.2 Trealose 

 

Trealose, um dissacarídeo não redutor, é amplamente reconhecida na preservação 

de células, especialmente em processos de secagem, e é comumente encontrada em 

organismos anidrobióticos. Seu papel fundamental na estabilização de biomateriais em 

estado seco tem sido amplamente documentado, embora os mecanismos subjacentes 

ainda não sejam completamente elucidados (LESLIE et al., 1994; CROWE et al., 2005). 

 

Em comparação a outros açúcares, a trealose apresenta características distintas 

que a tornam de interesse especial, sendo estudada em técnicas para sua introdução 

intracelular. Um aumento na temperatura de transição de fase (Tm) durante a secagem 
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está associado ao vazamento celular, particularmente na reconstituição do material. A 

trealose tem a capacidade de mitigar esse efeito, reduzindo a Tm em cerca de 10 °C em 

comparação à membrana completamente hidratada, e até 80 °C para a bicamada lipídica 

seca (LESLIE et al., 1994; CROWE, CARPENTER e CROWE, 1998). 

 

Esse fenômeno sugere que, mesmo em estado seco, a membrana celular 

permanece em uma fase líquida cristalina, evitando a transição de fase crítica durante os 

processos de secagem e reidratação (CROWE, CARPENTER e CROWE, 1998; HAYS 

et al., 2001; CROWE et al., 2005). 

 

2.7 Histórico, perspectivas futuras e aplicações biotecnológicas 

 

Diversas tentativas em estabelecer a conservação espermática por liofilização 

foram realizadas ao longo dos anos. Amostras de sêmen, apresentando motilidade 

espermática após a liofilização foram obtidas por Polge et al. (1949) em aves (50%), 

Albright, Erb e Ehlers (1958) em touros (5-10%) e por Jeyendran, Graham e Schmehl 

(1981) (5-20% em diferentes níveis de desidratação) na mesma espécie. 

Yushchenko (1957) relatou o nascimento de 12 ninhadas de coelhos normais 

usando espermatozoides liofilizados. Meryman (1960) comunicou que vacas ficaram 

prenhas após inseminação artificial com espermatozoides liofilizados, e recentemente, 

Stanishevskaya e colaboradores (2022) relataram a obtenção de um ovo fertilizado e 

outros sete, de um total de oito, apresentaram pontos de interação na membrana 

perivitelina. 

O ano de 1992 marcou a publicação do relatório de Katayose, Matsuda e 

Yanagimachi, no qual eles forneceram descobertas sobre as células espermáticas, 

relataram que o núcleo do gameta masculino liofilizado de camundongos e humanos 

mesmo não apresentando potencial cinético após seu processamento, ainda retinham sua 

capacidade de desenvolver pró-núcleo e sintetizar DNA com sucesso. 

A produção subsequente empregando sêmen liofilizado, salvo as citações acima, 

só foi relatada após associação da técnica de injeção intracitoplasmática de 

espermatozoides (ICSI), com relatos de embriões ou nascidos vivos em diversas espécies 

ao longo dos anos (Tabela 3). 

Inúmeros estudos já foram realizados envolvendo uma variedade de animais, com 

o objetivo de preservação e conservação do genoma masculino. Os espermatozoides 

liofilizados foram submetidos a diversas formas de soluções de proteção a fim de 
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preservar sua viabilidade e integridade, onde, as maiores taxas de fertilização e formação 

de embriões foram alcançadas pela utilização de trealose e EGTA, em conjunto com ICSI 

(MARTINS et al., 2008). 

Apesar do crescente volume de pesquisas nessa área, ainda há desafios a serem 

superados, especialmente no contexto dos ruminantes. Os estudos envolvendo 

espermatozoides liofilizados não alcançaram resultados comercialmente satisfatórios, 

devido à necessidade de integrar a liofilização com a técnica de ICSI para garantir o 

desenvolvimento embrionário bem-sucedido (KESKINTEPE et al., 2002). 

O cenário científico nessa área ainda oferece vastas oportunidades de exploração, 

especialmente no âmbito dos espermatozoides de animais de produção. O progresso 

alcançado até agora é indicativo da importância dessa biotecnologia para o futuro. Uma 

estratégia adicional que pode trazer benefícios, juntamente com a liofilização e a ICSI, é 

a implementação do sistema piezo-drive. Esse sistema utiliza vibrações piezoelétricas 

para introduzir de forma segura os espermatozoides liofilizados no oócito, minimizando 

qualquer possível dano (MARTINS et al., 2008). 

 

 

Tabela 3. Liofilização espermática de diferentes espécies, de acordo a cronologia do 

evento e produtos obtidos. 

ESPÉCIE RESULTADO OBTIDO AUTORES 

Camundongos 

Nascimento Wakayama e Yanagimachi (1998) 

Nascimento Kusakabe et al. (2001) 

Nascimento Ward et al. (2003) 

Nascimento Kawase e Suzuki (2011) 

Nascimento Wakayama et al. (2017) 

Nascimento Ito et al. (2019) 

Nascimento Kusakabe et al. (2019) 

Nascimento Ito et al. (2021) 

Hamsters Nascimento Muneto e Horiuchi (2011) 

Ratos 

Nascimento Hirabayashi et al. (2005) 

Embrião Kawase (2005) 

Embrião Kawase et al. (2007) 

Nascimento Hochi et al. (2008) 

Nascimento Kaneko, Kimura e Nakagata (2009) 

Embrião Kawase e Suzuki (2011) 

Nascimento Kaneko e Serikawa (2012) 

Nascimento Kaneko (2015) 

Coelhos Nascimento Liu et al. (2004) 

Gatos Embrião Moisan et al. (2005) 

Suínos 

Embrião Kwon, Park e Niwa (2004) 

Embrião Nakai et al. (2007) 

Embrião Meng et al. (2010) 

Embrião Men et al. (2013) 
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Embrião Olaciregui et al. (2017) 

Ovinos 

Embrião Olaciregui et al. (2017) 

Embrião Palazzese et al. (2018) 

Embrião Anzalone et al. (2018) 

 

Bovinos 

 

Embrião Keskintepe et al. (2002) 

Embrião Martins et al. (2007) 

Embrião Hara et al. (2013) 

Embrião 

Nascimento 

Hara et al. (2014) 

Matsukawa (2020) 

Equinos Nascimento Choi et al. (2011) 
 

 

3 Material e Métodos 

3.1 Local e Animais Experimentais 

 

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão (UEPE) 

em Caprinos e Ovinos da Universidade Federal de Viçosa (UFV), situada no município 

de Viçosa, estado de Minas Gerais, Brasil (20.773722° S, 42.852338° W). As condições 

meteorológicas durante o período experimental, foram obtidas a partir da Estação 

Meteorológica Automática da UFV. Nesse período, foi registrada uma precipitação total 

de 320,0 mm, com ocorrência de chuva (≥ 1 mm) em 23 dias ao longo do mês, 

caracterizando um ambiente de elevada umidade. 

 

A temperatura média do ar foi de 22,2 °C, com valores médios das máximas de 

27,9 °C e das mínimas de 18,6 °C. A umidade relativa média foi de 85%, e a insolação 

total somou 113,4 horas, indicando predominância de céu encoberto. A velocidade média 

do vento foi de 0,6 m/s, refletindo condições de baixa movimentação atmosférica. Essas 

variáveis meteorológicas refletem o padrão climático predominante no início da estação 

chuvosa na Zona da Mata mineira, caracterizada por elevados índices pluviométricos e 

umidade relativa. 

 

Foram utilizados seis caprinos machos (Capra aegagrus hircus), clinicamente 

saudáveis, com idade entre 12 e 61 meses, histórico reprodutivo positivo, previamente 

comprovado por fertilização natural. Antes do início do experimento, todos os animais 

foram submetidos a uma avaliação clínica completa, incluindo exame físico geral, exame 

andrológico e teste de congelabilidade do sêmen. Adicionalmente, foi realizado o 

esgotamento da reserva extragonadal mediante coletas diárias de sêmen, com intervalo de 

24 horas, por um período consecutivo de cinco dias, visando à padronização das amostras 

seminais antes da fase experimental. Foram incluídos apenas os animais cuja qualidade 

seminal atendeu aos critérios estabelecidos pelo CBRA (2013) para sêmen fresco e 

criopreservado. Ao longo de todo o período experimental, os animais foram mantidos sob 
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condições padronizadas de manejo, alojados individualmente em baias com dimensões de 

11,30 × 3,20 m, das quais 6,10 m correspondiam à área de solário. As instalações eram 

bem ventiladas e apresentavam ambiente seco, assegurando conforto térmico e sanitário 

adequados à espécie. O fornecimento de água foi ad libitum, e a dieta foi formulada para 

atender às exigências nutricionais de reprodutores em manutenção, sendo composta por 

concentrado à base de farelo de milho e soja, além de volumoso proveniente de silagem 

de milho. A alimentação foi ofertada duas vezes ao dia, nos períodos da manhã e da tarde. 

 

3.2 Coleta e Avaliação Seminal 

 

As coletas seminais foram realizadas em sala apropriada (6 × 4 m), utilizando-se 

o método da vagina artificial, previamente aquecida com ar e água a uma temperatura 

entre 42 e 46 °C, utilizando uma cabra como manequim, previamente contida em brete 

individual. 

 

Três ejaculados foram obtidos de cada reprodutor, totalizando 18 ejaculados, com 

intervalo mínimo de 48 h, totalizando três sessões semanais. Após a coleta, as amostras 

foram submetidas a avaliação inicial, sendo selecionadas apenas aquelas que 

apresentaram motilidade espermática progressiva ≥ 70% e vigor espermático ≥ 3, 

conforme CBRA (2013). 

 

3.3 Avaliação de Motilidade e Vigor Espermático 

 

Uma alíquota de 20 µL do ejaculado foi retirada e colocada em uma lâmina 

previamente aquecida a 37 °C. O turbilhonamento foi avaliado diretamente nesta gota, 

utilizando escala de 1 a 5, de acordo com a movimentação espermática coletiva em 

aumento de 100x. Em seguida, a gota foi coberta com uma lamínula também previamente 

aquecida, e a motilidade espermática foi avaliada pelo percentual de células que 

apresentavam motilidade espermática progressiva, analisando-se no mínimo três campos 

por lâmina. O vigor espermático foi classificado de acordo com a intensidade do 

movimento espermático, em escala de 1 a 5 (CBRA, 2013). Sendo realizadas em 

microscópio com contraste de fase (Olympus CX41) em aumento de 200x. 
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3.4 Diluição e Resfriamento Seminal 

 

Após avaliados os parâmetros iniciais dos aspectos físicos do ejaculado, o sêmen 

foi pré-diluído utilizando o diluente BotuBov® (Botupharma, Botucatu, Brasil), 

ajustando o volume final para 2 mL. Amostras foram coletadas para avaliação da 

concentração espermática e da morfologia, sendo o volume remanescente transferido para 

tubos Falcon e submetido a resfriamento controlado a 5 °C, por um período de duas horas, 

em refrigerador convencional. 

 

Para assegurar uma curva de resfriamento homogênea e gradual, os tubos foram 

acondicionados em suportes imersos em banho-maria, utilizando-se água como meio 

condutor térmico. A escolha da água deve-se à sua elevada condutividade térmica em 

comparação ao ar, o que permite a dissipação de calor mais eficiente e uniforme da 

amostra para o ambiente refrigerado, minimizando gradientes térmicos abruptos que 

poderiam comprometer a integridade celular. 

 

Ao contrário do ar, que apresenta propriedades isolantes e tende a gerar 

resfriamento heterogêneo, com zonas de temperatura distintas entre o centro e as bordas 

do tubo, o meio aquoso proporciona transferência térmica constante e equilibrada ao 

longo de toda a superfície do recipiente. Tal característica favorece resfriamento 

isotérmico da amostra seminal, reduzindo o estresse térmico sobre os espermatozoides e, 

consequentemente, preservando melhor sua viabilidade funcional durante o 

armazenamento em curto prazo. 

 

3.5 Avaliação de Concentração Espermática 

 

Para determinação da concentração espermática, uma alíquota de cada amostra 

com 20 µL de sêmen foi diluída em 3.980 µL de água destilada (diluição 1:200). Após 

homogeneização, a solução sêmen:água destilada foi utilizada para preencher os dois 

retículos de uma câmara de Neubauer. 

 

Após aguardar a sedimentação das células (60 segundos), todas as cabeças 

espermáticas presentes em cinco quadrados diagonalmente de cada lado da câmara foram 

contadas em microscópio óptico com contraste de fase (Olympus CX41), no aumento de 

200x, conforme preconizado pelo CBRA (2013). A concentração espermática foi 
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calculada com base no número de células contadas, permitindo estimar a concentração 

por mL e do ejaculado. 

 

3.6 Avaliação de Morfologia Espermática 

 

Para a avaliação morfológica espermática, uma alíquota de 25 µL do sêmen foi 

transferida para microtubos do tipo Eppendorf contendo 0,5 mL de solução de formol 

salino tamponado, previamente aquecida a 37 °C, a fim de promover a fixação celular. As 

amostras fixadas foram posteriormente analisadas por microscopia de contraste de fase 

(Olympus CX41), utilizando objetiva de imersão com aumento final de 1250x, em 

preparação úmida entre lâmina e lamínula. Para cada amostra, 200 espermatozoides foram 

avaliados, sendo determinada a proporção de células com anormalidades morfológicas no 

acrossoma, cabeça, peça intermediária e cauda. As alterações foram posteriormente 

classificadas em defeitos maiores, menores e totais, conforme os critérios descritos por 

Blom (1983) e em consonância com as recomendações do Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (CBRA, 2013). 

 

3.7 Congelamento Seminal 

 

Após um período de resfriamento de duas horas a 5 °C, as amostras de cada 

ejaculado foram imediatamente diluídas conforme os grupos experimentais: 

 

• G1: BotuBov® (controle); 

• G2: BotuBov® + 0,2 M de Trealose Dihidratada; 

• G3: BotuBov® + 0,5 M de Trealose Dihidratada. 

 

A concentração espermática foi ajustada para 120 × 10⁶ espermatozoides móveis/mL. 

As amostras foram alocadas em criotubos de 3 mL, previamente identificados, com três 

unidades por tratamento para cada animal. Cada criotubo continha 0,5 mL da amostra, 

correspondendo a 60 × 10⁶ espermatozoides móveis por unidade. A escolha dos criotubos 

como recipiente de congelamento baseou-se em avaliação prévia, na qual diferentes tipos 

de recipientes (criotubos de 3 mL, palhetas de 0,5 mL e microtubos tipo Eppendorf) foram 

comparados utilizando-se um volume fixo de 0,5 mL. Os criotubos apresentaram melhor 

desempenho sob as condições experimentais, sendo, portanto, selecionados para a 

condução dos ensaios. As amostras foram então processadas em uma máquina de 
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congelamento programável (Cryogen®, Neovet), utilizando o programa "bovino 1". A 

curva de congelamento consistiu em duas rampas: 

 

1. Taxa de congelamento de -5 °C/min até -20 °C; 

2. Taxa de congelamento de -20 °C/min até atingir -100 °C. 

 

Após a conclusão da segunda rampa, os criotubos foram imersos em nitrogênio 

líquido, alcançando a temperatura de -196 °C, acondicionados em rackers adaptadas a 

fixação dos mesmos com auxílio de ligas elásticas, e armazenados temporariamente até 

as análises posteriores. 

 

3.8 Liofilização Seminal 

 

A liofilização das amostras criopreservadas foi conduzida utilizando liofilizador 

programável (Edwards, Modulyo), previamente estabilizado em temperatura de -55 ºC. 

As amostras congeladas foram inseridas imediatamente na câmara de secagem do 

equipamento após retirada do botijão, o processo completo teve duração aproximada de 

18 horas, garantindo a remoção eficiente da água. Após o término do processo, as 

amostras foram armazenadas à 5 °C até o momento de reidratação. 

 

3.9 Reidratação das Amostras 

 

As amostras liofilizadas foram reidratadas por adição inicial de 0,5 mL de água 

destilada, etapa realizada com o objetivo de mitigar o estresse osmótico decorrente da 

elevada osmolaridade da matriz residual. Imediatamente após, foram adicionados 1,5 mL 

do diluente comercial BotuBov®, promovendo a completa homogeneização do conteúdo 

e contribuindo para a redução da concentração de trealose por mililitro da amostra (T2 e 

T3). Em seguida, os criotubos foram submetidos à centrifugação a 300 × g por 10 minutos. 

O sobrenadante foi cuidadosamente removido, e o pellet resultante foi ressuspendido em 

0,5 mL de BotuBov®, correspondente ao volume inicial utilizado. Todas as soluções 

empregadas foram previamente equilibradas à temperatura de 37 °C, a fim de preservar a 

viabilidade e funcionalidade espermática durante as manipulações. 
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3.10 Avaliação das Amostras Pós-Preservação 

 

Após o descongelamento das amostras criopreservadas a 37 ºC e a reconstituição 

das amostras liofilizadas, foi realizada uma nova avaliação dos parâmetros espermáticos 

previamente analisados, incluindo motilidade espermática progressiva, vigor espermático 

e morfologia espermática. Adicionalmente, foram realizados os testes hiposmótico e 

supravital em microscopia de contraste de fase (Olympus, modelo BX41) para avaliar a 

integridade e viabilidade das células espermáticas após os diferentes métodos de 

conservação. 

 

3.11 Teste Hiposmótico 

 

A integridade funcional da membrana plasmática espermática foi avaliada por 

meio do teste hiposmótico. Para isso, uma solução hiposmótica foi preparada com 9 g de 

D-frutose, 4,9 g de citrato de sódio e 1000 mL de água destilada (MARTINS et al. 2011), 

resultando em uma solução final com osmolaridade de 100 mOsm. Para a realização do 

teste, uma alíquota de 100 µL de sêmen foi adicionada a 1 mL da solução preparada e 

incubada a 37 ºC por 15 minutos em microtubo tipo eppendorf (2,0 mL). Após o período 

de incubação, 0,5 mL de solução de formol salino tamponado, previamente aquecida a 37 

°C foi adicionado, a fim de promover a fixação celular até análise posterior. 

 

Foram avaliados 200 espermatozoides em aumento de 1000x com óleo de imersão 

em microscopia de contraste de fase (Olympus, modelo BX41), avaliando-se a presença 

de alterações na membrana plasmática que indicavam sua integridade funcional. 

Espermatozoides com membranas íntegras apresentaram alterações morfológicas 

características, com caudas dobradas ou enroladas, devido à entrada de água no 

citoplasma e consequente turgescência celular. 

 

Em contrapartida, as células com membranas lesadas se apresentavam com a 

cauda extendida, sendo denominadas como não reativas. O princípio fundamental desse 

teste baseia-se no conceito de osmose, em que a água busca o equilíbrio entre duas 

concentrações de soluto distintas em ambos os lados da membrana. Em uma solução 

hiposmótica, se a membrana espermática estiver funcionalmente intacta, a água de maior 

concentração externa será absorvida ativamente para o interior do espermatozoide, 
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resultando em aumento característico no volume da cauda espermática (dobramento) 

(CHECK, CHECK e BOLLENDORF, 2023). 

 

3.12 Teste Supravital 

 

A viabilidade espermática foi determinada por meio do teste supravital, utilizando 

o corante para Avaliação Espermática (Eosina-Nigrosina). Esse teste permite diferenciar 

células viáveis de não viáveis relacionada a integridade da membrana plasmática, o 

método baseia-se na permeabilidade diferencial da eosina, que penetra apenas em 

espermatozoides com membranas comprometidas, resultando em coloração avermelhada 

do núcleo e permitindo a identificação de células inviáveis. Trata-se de uma técnica de 

rápida execução e fácil aplicação, não demandando microscopia especializada (KER, 

2010). 

 

Para a realização do teste, uma alíquota de 10 µL de sêmen foi homogeneizada 

com 10 µL do corante supravital em uma lâmina de microscopia aquecida a 37 ºC. 

Imediatamente após, foi realizado um esfregaço fino e uniforme, que foi deixado para 

secagem em temperatura ambiente. Após a secagem, a lâmina foi analisada contando-se 

100 células em aumento de 1000x por microscopia de luz (Olympus, modelo BX40). 

Espermatozoides viáveis, com membrana plasmática íntegra, apresentaram coloração 

incolor ou levemente rosada, indicando que a membrana celular foi capaz de impedir a 

penetração do corante. 

 

Já os espermatozoides inviáveis, com membrana plasmática comprometida como 

citado anteriormente, apresentaram coloração vermelha devido à entrada do corante na 

célula. A integridade estrutural da membrana plasmática espermática pode ser 

eficientemente avaliada pelo teste supravital, que utiliza corantes fluorescentes derivados 

da eosina em combinação com a nigrosina como corante de fundo. 

 

3.13 Análises Estatística 

 

As análises estatísticas foram conduzidas utilizando os softwares R (v.3.5.1; R 

Core Team, 2018) e SAEG (v.9.1; Fundação Arthur Bernardes – UFV, Viçosa, Brasil), de 

acordo com a natureza dos dados e os objetivos específicos de cada etapa experimental. 

Inicialmente, foram calculadas estatísticas descritivas (média, desvio padrão e amplitude) 
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para todos os parâmetros avaliados. A comparação entre os grupos experimentais (sêmen 

fresco, liofilizado e criopreservado) foi realizada por meio de análise de variância 

(ANOVA) utilizando o modelo linear geral (GLM). 

 

A normalidade dos resíduos e a homogeneidade das variâncias foram verificadas 

pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Quando os pressupostos foram 

atendidos, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05) para múltiplos 

contrastes, ou pelo teste de Dunnett, quando o objetivo foi comparar os tratamentos ao 

grupo controle (sêmen fresco). Para avaliar o efeito da idade sobre o volume do ejaculado, 

os animais foram categorizados em três faixas etárias (jovem, intermediário e maduro), e 

os dados submetidos à ANOVA seguida do teste de Tukey (p<0,05). Adicionalmente, 

coeficientes de correlação de Pearson foram calculados para avaliar associações lineares 

entre variáveis morfológicas e funcionais. O coeficiente de significância adotado em todas 

as análises foi de 5% (p<0,05). 

 

4 Resultados e Discussão 

4.1 Sêmen Fresco 

 

Os sêmens de todos os animais se mostram com coloração branco-marfim e 

consistência cremosa, com odor característico sui generis, dentro da normalidade, de 

acordo o que é preconizado pelo CBRA (2013). Os parâmetros seminais do sêmen fresco 

apresentaram variações entre as coletas e entre os animais, mesmo sob as mesmas 

condições ambientais e de manejo (p<0,05), indicando a influência de fatores individuais 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4. Valores médios, desvio padrão e amplitude dos parâmetros analisados para o 

sêmen fresco. 
 

Parâmetro Média± DP Amplitude 

Volume (mL) 0.87 ± 0.44 0.20 – 1.50 

Turbilhonamento 3.67 ± 0.99 2.00 – 5.00 

Motilidade (%) 88.89 ± 4.71 80.00 – 95.00 

Vigor Espermático 4.67 ± 0.62 3.00 – 5.00 
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Concentração (sptz/mL) 2.59 ± 1.02 1.00 – 4.45 
 

 

Os valores observados indicam que os sêmens frescos apresentaram qualidade 

espermática elevada, com uniformidade nos parâmetros de motilidade e vigor. No 

entanto, foi detectada variação na concentração espermática, e no volume entre os 

indivíduos conforme ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1. Valores médios do volume do ejaculado de bodes (n = 6), coletados durante o 

período experimental. 
 

Legenda: Observa-se uma tendência de maior volume ejaculado em animais mais jovens, sugerindo que 

fatores etológicos e maturacionais associados à idade podem influenciar a emissão seminal. A linha de 

regressão linear indica uma relação negativa entre a idade e o volume do ejaculado. 

 

A fim de investigar se essas diferenças apresentavam significância estatística, os 

animais foram agrupados em três categorias etárias: jovens (12 meses), intermediários 

(30–40 meses) e maduros (60–61 meses). Os dados obtidos para o volume ejaculado estão 

apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Volume dos ejaculados de bodes classificados por grupo etário 
 

Grupo 

etário 

Média 

(mL) 

Desvio 

padrão 

n Erro 

padrão 

Diferença 

estatística 

Jovem 1.10 0.20 6 0.08 A 
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Intermediário 0.97 0.16 6 0.07 A 
 

Maduro 0.37 0.12 6 0.05 B 
 

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p 

< 0,05). 

 

A análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (α = 0,05), revelou 

que os bodes maduros apresentaram volume ejaculado inferior aos demais grupos (p < 

0,001), enquanto não houve diferença entre os grupos jovem e intermediário (p > 0,05). 

Esta observação sugere que a capacidade secretória das glândulas acessórias se mantém 

preservada até a meia-idade, declinando apenas em idades mais avançadas. A redução 

observada nos indivíduos mais velhos pode estar associada tanto a fatores hormonais 

quanto à diminuição da libido, implicando em menor estímulo ejaculatório e menor 

volume seminal. 

 

Em contraste com os resultados aqui obtidos, Al-Ghalban et al. (2004) avaliando 

bodes da raça Damascus, relataram maior desempenho seminal em adultos (2–4 anos) em 

comparação a animais mais jovens (10–12 meses), ainda que com variações discretas no 

volume. Essa divergência pode refletir diferenças raciais, ambientais ou de definição 

etária entre os estudos. 

 

Nossos achados também contrastam com os de Pascal et al. (2024), os quais 

observaram menores volumes ejaculatórios em bodes jovens da raça Carpatina. No 

presente estudo, mesmo os animais classificados como jovens (12 meses) apresentaram 

desempenho seminal comparável ou superior ao dos indivíduos mais velhos, sugerindo 

maturidade funcional precoce. Essa observação é corroborada por Souza et al. (2011), 

que relataram puberdade por volta da 20ª semana em machos Anglo-Nubianos, com plena 

capacidade espermatogênica ainda no primeiro ano de vida. 

 

Dessa forma, a idade mostrou-se um fator determinante sobre o volume do 

ejaculado, sendo relevante para programas de seleção e aplicação de biotecnologias, como 

a liofilização, que dependem da qualidade inicial do material seminal para alcançar 

melhores resultados pós-processamento. 

 

A análise das correlações entre os parâmetros seminais está representada na Figura 

2, que ilustra a matriz de correlação de Pearson entre as variáveis avaliadas. 
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Figura 2. Matriz de correlação de Pearson entre os parâmetros seminais à fresco. A 

análise demonstra as associações lineares entre volume do ejaculado, turbilhonamento, 

motilidade espermática, vigor espermático e concentração espermática. 
 

Legenda: Observa-se correlação forte entre o volume do ejaculado e a concentração espermática (r = 0,63), 

bem como entre o turbilhonamento e a concentração (r = 0,62), as demais correlações variaram de fracas a 

moderadas. 

 

Na avaliação dos parâmetros seminais, observou-se que o vigor espermático 

apresentou correlação moderada com a motilidade espermática, divergindo dos achados 

previamente reportados na literatura para sêmen fresco de touros (MARTINEZ et al., 

2000; RONDA et al., 2019) e sêmen congelado de caprinos (OLIVEIRA, 2013), nos quais 

foi descrita correlação forte ou muito forte entre essas variáveis. Essa discrepância pode 

ser atribuída à baixa variabilidade entre os ejaculados analisados para estes dois 

parâmetros. 

 

O turbilhonamento mostrou correlação alta com a concentração espermática (r 

=0,6), sugerindo que ejaculados com maior densidade espermática apresentam escore 

para turbilhonamento alto. O volume ejaculado apresentou correlação alta com a 
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concentração espermática (r = 0,6), indicando que ejaculados de maior volume tenderam 

a conter maior número de espermatozoides por mililitro. 

 

Esse achado sugere que o aumento no volume não refletiu diluição da amostra, 

mas sim um incremento proporcional na produção espermática, possivelmente associado 

a maior atividade espermatogênica ou secreção epididimária. Observou-se que os 

menores volumes foram predominantes em animais de idade mais avançada, o que sugere 

uma possível influência da senescência reprodutiva sobre os parâmetros seminais. 

 

Os animais jovens e de meia-idade apresentaram, em geral, maiores volumes e 

concentrações espermáticas, o que pode ter contribuído para a correlação observada. Essa 

hipótese é respaldada por evidências consolidadas na literatura, que indicam um declínio 

progressivo da qualidade seminal com o avanço da idade, incluindo reduções nos volumes 

ejaculatórios e concentração (WINKLE et al., 2009; KIPPER et al., 2017). 

 

Diferentemente, embora a presente investigação tenha identificado uma 

correlação positiva entre volume e concentração espermática, a literatura relata 

predominantemente correlações negativas entre essas variáveis. Filipčík et al. (2023), por 

exemplo, ao avaliarem touros da raça Fleckvieh–Simmental, relataram correlação 

negativa, embora fraca, entre essas características (r = - 0,12). 

 

Houve variação entre os dias de coleta nos diferentes parâmetros seminais 

analisados, conforme ilustrado na Figura 3. O volume do ejaculado apresentou 

incremento da coleta I para a coleta III. O turbilhonamento espermático foi reduzido na 

coleta III em comparação à coleta I. 

 

Figura 3. Variações nos parâmetros seminais à fresco entre coletas. 



50  

 

Legenda: A figura apresenta as médias dos valores de volume espermático, turbilhonamento e 

concentração espermática obtidas nas coletas I, II e III para o sêmen fresco. 

 

A concentração espermática por mililitro apresentou aumento entre a coleta I e II, 

com posterior estabilização na coleta III. Essas variações podem estar relacionadas ao 

progressivo condicionamento dos machos ao manejo experimental e à exposição visual e 

olfativa às fêmeas em estro, particularmente entre a primeira e a segunda coleta. Na 

terceira coleta, presumivelmente, o estímulo comportamental adicional tornou-se 

limitado, resultando em menor resposta fisiológica. Acredita-se que tais estímulos tenham 

influenciado o aumento do volume do ejaculado por meio da elevação do volume de 

plasma seminal, o que, consequentemente, reduziu a concentração de espermatozoides 

por mililitro. 

 

Os parâmetros de motilidade e vigor espermático apresentaram baixa variação 

entre os dias de coleta, sugerindo estabilidade desses indicadores de qualidade seminal ao 

longo do período avaliado. Ambos demonstraram correlação fraca com o volume 

ejaculado (r = 0,3 e r = 0,1, respectivamente), e correlação moderada com o 

turbilhonamento (r = 0,4 para ambos). Em relação à concentração espermática, a 

motilidade apresentou correlação moderada (r = 0,4), enquanto o vigor apresentou 

correlação fraca (r = 0,3), indicando que tais características funcionais possuem 

associação limitada com os parâmetros físicos avaliados. 
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Os resultados obtidos confirmam que, apesar do ambiente controlado e das mesmas 

condições de manejo, há diferenças individuais na qualidade seminal dos bodes 

estudados. As análises reforçam a importância de considerar fatores individuais ao avaliar 

a viabilidade reprodutiva, bem como na seleção de reprodutores para programas de 

melhoramento genético. Estudos futuros podem contribuir para elucidar as causas das 

variações observadas, considerando aspectos genéticos, fatores de manejo como a 

frequência de coleta, características gonadais relacionadas à reserva extragonádica e à 

produção por grama de tecido testicular, além de fatores nutricionais que influenciam 

diretamente a espermatogênese e a qualidade seminal. 

 

4.2 Sêmen Fresco, Liofilizado e Criopreservado 

 
A qualidade espermática observada nos grupos experimentalmente tratados com 

criopreservação e liofilização apresentou redução significativa em diversos parâmetros 

quando comparada ao sêmen fresco (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Dados das diferentes variáveis submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

médias comparadas pelo teste de Ducan e Dunnett (>5%). 
 

TRAT MOT VIG SV HOST DEFM DEFMEN DEFT 

SF 88,33 A 4,67 A 77,33 A 68,00 A 3,83 B 3,33 A 7,17 B 

LT1 0,00 D* 0,00 D* 12,39 B* 11,72 B* 7,33 A* 3,72 A 11,22 A* 

LT2 0,00 D* 0,00 D* 11,89 B* 8,83 B* 6,50 A* 3,67 A 10,17 A* 

LT3 0,00 D* 0,00 D* 6,50 B* 10,33 B* 7,22 A* 3,44 A 10,78 A* 

CT1 14,44 B* 1,25 B* 12,39 B* 10,67 B* 6,83 A* 3,28 A 10,11 A* 
  0,89      

CT2 7,22 C* BC* 10,78 B* 7,89 B* 7,67 A* 3,72 A 11,39 A* 

CT3 3,61 D* 0,75 C* 9,06 B* 7,33 B* 6,83 A* 3,28 A 10,11 A* 
1Legendas: TRAT (tratamento): SF – sêmen fresco, LT1 – sêmen liofilizado T1, LT2 sêmen liofilizado T2, 

LT3 - sêmen liofilizado T3, CT1 - sêmen criopreservado T1, CT2 - sêmen criopreservado T2, CT3 - sêmen 

criopreservado T3; MOT (motilidade espermática), VIG (vigor espermático), SV (teste supravital), HOST 

(teste hiposmótico), DEFM (defeitos espermáticos maiores), DEFMEN (defeitos espermáticos menores, 

DEFT (defeitos espermáticos totais). 
2Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. 
3Médias seguidas por asterisco na mesma coluna diferem do controle (SF) pelo teste de Dunnett a 5% de 

probabilidade. 

 

 

A motilidade espermática inicial do sêmen fresco foi de 88,33%, com vigor médio 

de 4,67, ambos superiores aos valores mínimos recomendados pelo Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (CBRA, 2013), que estabelece como referência motilidade ≥ 80% e 

vigor ≥ 3 para sêmen caprino fresco. Já nos grupos criopreservados (CT1, CT2, CT3), 

observou-se queda acentuada da motilidade para 14,44%, 7,22% e 3,61%, 
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respectivamente. Esses valores estão muito abaixo do padrão mínimo de 30% para sêmen 

congelado, reforçando a gravidade da perda funcional observada. 

 

Essa redução extrema, principalmente nos grupos CT2 e CT3, supera os valores 

frequentemente reportados na literatura para sêmen caprino pós-descongelamento, como 

os descritos por Li et al. (2025), que relataram uma queda de 80% para 53,10% (-34,87%), 

e por Aboel-Hassan, Abu Elnaga e Ghanem (2024), que descreveram redução de 72,48% 

para 46,96% (-35,22%). A diferença entre os valores observados e os esperados sugere a 

influência de fatores limitantes adicionais no protocolo experimental utilizado. 

 

Hipotetiza-se que o tempo total de processamento das amostras, desde a coleta até 

o armazenamento final, tenha sido excessivamente prolongado e biologicamente 

agressivo à qualidade espermática. Durante esse intervalo, múltiplas etapas operacionais 

incluindo coleta, avaliação, diluição, alocação em criotubos, fixação nos suportes, 

congelamento programado, armazenamento, centrifugação e lavagem podem ter gerado 

estresse cumulativo sobre as células, especialmente devido à manipulação térmica e 

mecânica constante. 

 

Esse fator pode também explicar a discrepância entre os resultados obtidos neste 

experimento e aqueles observados no estudo piloto, em que os criotubos apresentaram 

desempenho superior. A escala reduzida e a menor duração do processamento naquele 

contexto provavelmente minimizaram os efeitos deletérios cumulativos, o que não se 

repetiu na aplicação em larga escala adotada na presente etapa. 

 

A motilidade e o vigor espermático foram drasticamente comprometidos nos grupos 

liofilizados (LT1, LT2, LT3), sendo ambos nulos (0,00). Tal achado é consistente com 

estudos clássicos, como os de Wakayama e Yanagimachi (1998) e Keskintepe et al. 

(2002), que reportaram perda total da motilidade após liofilização. Bossi (2016) também 

confirmou, por meio de microscopia eletrônica, danos severos à membrana plasmática, 

mitocôndrias e estruturas flagelares, incluindo o axonema, elementos diretamente 

responsáveis pela manutenção da cinética espermática. 

 

Em linha com esses achados, Phavaphutanon et al. (2024) demonstraram, em estudo 

com sêmen canino, que a liofilização induz perda completa de motilidade e viabilidade, 

com danos acentuados à cauda e ao flagelo, inviabilizando o uso para inseminação 
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artificial. Ainda assim, o DNA espermático preservado sob refrigeração (4 °C) mostrou- 

se compatível com técnicas de ICSI. Esses dados reforçam que, embora a liofilização 

comprometa a cinética espermática, o potencial genético pode ser parcialmente 

preservado sob condições adequadas. 

 

O sêmen fresco apresentou baixos índices de defeitos espermáticos totais (DEFT 

= 7,17%), bem abaixo do limite de 20% estabelecido pelo CBRA (2013). Já os grupos 

tratados, tanto liofilizados quanto criopreservados, mostraram aumentos significativos: 

LT1 (11,22%), LT2 (10,17%), LT3 (10,78%), CT1 (10,11%), CT2 (11,39%) e CT3 

(10,11%). Tais valores indicam incrementos entre 41 e 58%, em linha com o relato de 

Barbas (2023), que observou aumento médio de 54,5% na morfologia anormal pós- 

congelamento. Notavelmente, os grupos contendo trealose (LT2, LT3, CT2, CT3) 

apresentaram leve tendência à menor DEFT, ainda que sem significância estatística, o que 

pode justificar futuras investigações sobre seu potencial efeito protetor estrutural, como 

já sugerido por Shahmoradi et al. (2022). 

 

No presente estudo, nenhum dos grupos liofilizados ou criopreservados diferiu 

estatisticamente do sêmen fresco quanto aos defeitos menores (DEFMEN). Os valores 

observados permaneceram em faixa estreita, variando entre 3,28 e 3,72%, o que 

demonstra relativa preservação dessa característica morfológica em todos os tratamentos. 

O grupo CT2, por exemplo, apresentou DEFMEN de 3,72%, valor inferior ao relatado 

por Bittencourt et al. (2006) para sêmen caprino congelado com equilíbrio ideal (G2 = 

6,71%). A manutenção da integridade morfológica fina, mesmo em condições adversas 

de processamento, reforça a hipótese de que certos aspectos estruturais espermáticos são 

menos sensíveis aos danos da criopreservação e da liofilização. 

 

A viabilidade celular avaliada pelo teste supravital (SV) reforçou a superioridade 

do sêmen fresco (77,33%), seguido pelos grupos LT1 (12,39%), LT2 (11,89%), CT1 

(12,39%) e CT2 (10,78%), sem diferenças significativas entre eles. A integridade da 

membrana plasmática avaliada pelo teste hiposmótico (HOST) apresentou padrão 

semelhante. Curiosamente, os grupos liofilizados LT1 e LT2 superaram os CT2 e CT3 

nesses testes, sugerindo que, apesar da ausência total de motilidade, aspectos funcionais 

celulares podem ser mais preservados sob certas condições de liofilização do que na 

criopreservação mal conduzida. Os valores observados em ambos os testes para os grupos 
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criopreservados foram inferiores aos de Iqbal et al. (2015) e Dias et al. (2015), mas 

compatíveis com os intervalos de Castilho et al. (2009), que variaram de 2,1% a 23,5%. 

 

Ainda que os dados indiquem perdas funcionais expressivas, especialmente na 

motilidade, é importante considerar a literatura sobre uso de sêmen liofilizado via ICSI. 

Estudos como os de Wakayama e Yanagimachi (1998), Wakayama et al. (2021) e Men et 

al. (2013) demonstram que espermatozoides fisiologicamente mortos podem promover 

desenvolvimento embrionário completo, desde que o conteúdo nuclear esteja preservado. 

Palazzese et al. (2018) demonstraram esse potencial também em ovinos — espécie 

filogeneticamente próxima aos caprinos, reforçando a viabilidade do uso futuro da técnica 

na espécie. 

 

Estudos recentes também evidenciam que o tipo de armazenamento pós- 

liofilização pode influenciar diretamente na preservação do DNA espermático. 

Phavaphutanon et al. (2024) observaram menor índice de fragmentação em amostras 

armazenadas a 4 °C em comparação à temperatura ambiente, o que reforça a importância 

de variáveis ambientais no desempenho final da técnica. 

 

O uso de trealose como excipiente apresentou tendência de proteção em alguns 

parâmetros, como DEFT, HOST e SV, mas não mostrou eficácia sobre a motilidade ou 

vigor espermático, corroborando Shahmoradi et al. (2022), que apontaram a trealose 

como estabilizante estrutural, embora sem impedir a perda de cinética. 

 
5 Conclusão 

 
A liofilização do sêmen caprino resultou na perda total de motilidade e vigor espermático, 

porém preservou parâmetros estruturais como morfologia, integridade de membrana e 

viabilidade celular em níveis semelhantes aos observados na criopreservação. A 

criopreservação, por sua vez, apresentou motilidade inferior ao esperado, sugerindo que 

o protocolo adotado, especialmente quanto ao tempo de processamento, pode ter 

impactado negativamente a qualidade espermática. Nenhum dos grupos liofilizados ou 

criopreservados diferiu estatisticamente do sêmen fresco quanto aos defeitos menores, 

indicando que, sob determinadas condições, características morfológicas podem ser 

preservadas mesmo após procedimentos de conservação intensivos. A adição de trealose 

não evitou a perda da motilidade, mas apresentou tendência positiva na preservação 
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estrutural, especialmente entre os grupos liofilizados. Os dados obtidos indicam que, 

embora a liofilização ainda não seja viável para uso em inseminação artificial 

convencional, ela apresenta potencial para aplicação em técnicas como a ICSI, desde que 

associada a protocolos otimizados. Recomenda-se a continuidade dos estudos com foco 

na redução do tempo de manipulação, no aprimoramento das formulações diluidoras e na 

avaliação funcional do sêmen reidratado, incluindo testes de fertilidade in vivo. 
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