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RESUMO 
 

SILVA, Alessandra Ferreira da, M.S., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 

2004. Uso da dimetil-formamida associada ou não ao glicerol na 

criopreservação de sêmen caprino. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. 

Conselheiros: José Domingos Guimarães e Marcelo Teixeira Rodrigues. 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da dimetil-formamida e sua 

associação na criopreservação de sêmen caprino, por meio de análises físicas do 

sêmen e testes complementares, realizados durante o processo de criopreservação. 

Foram utilizados reprodutores das raças Alpina e Saanen pertencentes ao Setor de 

Caprinocultura-DZO-UFV. As partidas de sêmen foram congeladas com o diluente 

leite desnatado-gema, associado a diferentes crioprotetores e concentrações: 7% de 

glicerol (T1); 3,5% de glicerol e 3,5% de dimetil-formamida (T2) e 5% de dimetil-

formamida (T3). O sêmen foi centrifugado, diluído e envasado em palhetas de 0,5 

mL. Estas palhetas foram resfriadas a 5,0°C, permanecendo nesta temperatura por 

mais 1:20h. Em seguida, foram submetidas ao vapor de nitrogênio líquido durante 15 

minutos e imersas no N2 líquido. O descongelamento foi realizado em banho-maria, a 

37°C por 50 segundos. Os parâmetros avaliados “in vitro” consistiram de motilidade 

progressiva e vigor espermático, integridade acrossômica, integridade da membrana 

plasmática (HO) e reação acrossômica. Foi observada uma perda de 30,0% da 

motilidade inicial, quando as amostras foram submetidas aos procedimentos de 

criopreservação. A  perda de integridade da membrana plasmática, avaliada pelo teste 

hiposmótico (HO) foi de 19%. As lesões de acrossoma aumentaram em 3% durante o 

TTR lento (P<0,05). Não foi observada diferença nos aspectos de motilidade, entre os 

espermatozóides dos tratamentos, nos aspectos de motilidade, nos tempos de 0:00h, 

0:05h, e 1:00h do TTR e vigor em todos os tempos (P>0,05). No tempo de 2:00h do 



 x 

TTR foi observada diferença  entre os tratamentos (1) e (2) (P<0,05), sendo a 

motilidade do sêmen do T2 superior às demais. Os valores de integridade de 

membrana plasmática, integridade acrossômica e reação acrossômica pós-

descongelamento não diferiram entre os sêmem dos tratamentos (P>0,05). Estes 

resultados demonstram que a dimetil-formamida pode ser uma alternativa para a 

criopreservação de sêmen caprino, quando utilizada de forma isolada ou associada ao 

glicerol. 

Palavras-Chave: glicerol, dimetil-formamida, sêmen caprino. 
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ABSTRACT 
 

 SILVA, Alessandra Ferreira, M.S., Universidade Federal de Viçosa, november,   

2004. The dimethyl formamide, associated or not with glycerol, use on goat 

semen cryopreservation. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Commitee 

Members: José Domingos and Guimarães and Marcelo Teixeira Rodrigues. 

 
The objetive of this study was to evaluate the dimethyl formamide and its 

association effects on the goat semen cryopreservation, through the semen physical 

analyses and complementary tests, carried out during the cryopreservation process. 

Alpine and Saanen bucks from the Federal University of Viçosa Dairy Goat 

Experimental Section- DZO were used. The semen samplings were frozen with the 

yolk-skimmed milk diluent, associated with different cryoprotectors and 

concentration: glycerol 7%; (T1); glycerol 3.5% with dimethyl formamide 3.5% (T2) 

5% dimethyl formamide5% (T3). The semen were centrifuged, diluted and bottled in 

a 0.5 mL straws. These straws were cooled at 5.0°C for more than 1:20h. Then they 

were submitted to liquid nitrogen vapor for 15 minutes and immersed in N2 liquid. 

The thawing was made in water bath at 37°C for 50 seconds. The parameters 

evaluated “in vitro” were progressive motility and sperm vigour, acrossome integrity, 

plasmatic membrane integrity (HOST) and acrossome reaction. A 30.0% initial 

motility loss was observed when the samples were submitted to the cryopreservation 

procedures. There was a 19% plasmatic membrane integrity loss, evaluated through 

the hipoosmotic swelling test (HOST). The acrossome lesions increased 3% during 

slow TTR (P<0.05). No differences were observed in the motility aspects among the 

sperm from the treatments,  motility aspects at 0.00h; 0.05h; 1.00h of TTR and vigor 

in all the times given (P<0.05). At 2.00h of TTR a difference between the treatments 

(1) and (2) was observed (P<0.05), with the T2 semen motility superior to the others 

(P<0.05). The plasmatic membrane integrity values, acrossome integrity and 



 xii 

acrossome reaction after the thawing did not differ between the semen from both 

treatments (P>0.05). These results show that the dimethyl formamide can be an 

alternative in the goat semen cryopreservation, when used alone or associated with 

glycerol. 

key-word: glycerol, dimethyl formamide, goat semen.   
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1.INTRODUÇÃO 
 

O Brasil possui um dos maiores rebanhos caprinos do mundo, estando grande 

parte deste no Nordeste, sendo a Bahia, o principal núcleo criador desta espécie 

(ANUALPEC, 2004).  

Apesar do Brasil ser um dos maiores produtores de caprinos do mundo é 

também um dos maiores importadores de subprodutos dessa espécie. A importação da 

carne caprina, que passou de US$ 833 em 1996 para US$ 17,1 mil em 2000, 

representa um aumento significativo. Da mesma forma, o Brasil é um grande 

importador de peles dessa espécie, ao mesmo tempo que exporta esse produto. A 

exportação de pele caprina acumulada no período de 1992 a 1999 foi de US$ 25,9 

milhões, tendo sido a importação nesse mesmo período de US$ 60,5 milhões. Em 

2002, a exportação de pele caprina representou US$ 0,3 milhões, ao mesmo tempo 

que a importação representou US$ 8,9 milhões (VASCONCELOS & VIEIRA, 2002).  

Os valores elevados da importação de subprodutos caprinos, por um país que 

é um dos maiores produtores podem ser atribuídos a vários fatores, como a 

desorganização da cadeia produtiva, as limitações na qualidade e na quantidade dos 

produtos e a disposição das unidades de processamento (LEITE, 2002). 

Além da necessidade de promover melhorias nos manejos sanitários e 

alimentar, a utilização de técnicas e processos disponíveis, como a introdução de 

raças melhoradas, de cruzamentos dirigidos, pode conduzir a uma melhoria na 

qualidade genética dos rebanhos favorecendo o aproveitamento de todo o potencial 

produtivo do animal, obtendo-se matéria-prima ao longo do ano com os níveis 

produtivos capazes de atender as sinalizações da agroindústria e do consumidor final 

(LEITE, 2002). 
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A baixa oferta de reprodutores caprinos no sistema produtivo (MACHADO e 

SIMPLÍCIO, 1995) faz da inseminação artificial um instrumento importante para uma 

difusão mais eficiente do germoplasma de animais considerados melhorados e que 

possam proporcionar o melhoramento genético do rebanho caprino, que no Brasil, em 

sua grande maioria, é caracterizado pela utilização de raças não especializadas 

(VASCONCELOS e VIEIRA, 2002). 

A inseminação artificial (IA) tem um importante papel na criação de caprinos, 

especialmente em sistemas intensivos de produção, facilitando o controle reprodutivo, 

e no auxílio à realização de testes de progênie mais precisos e em menor espaço de 

tempo (LEBOEUF et al., 2000). Outras vantagens da IA incluem a sua utilização em 

um esquema de seleção genética mais eficiente. Comparada com a reprodução 

natural, a IA tem a vantagem de propiciar maior número de descendentes por macho, 

permitindo uma dissociação de espaço e tempo entre a coleta do sêmen e a 

fertilização. Essas vantagens têm conseqüências positiva nos programas de 

melhoramento genético por possibilitarem a avaliação e seleção de reprodutores, além 

de possibilitar a comparação do valor genético desses animais em diferentes rebanhos 

(LEBOEUF et al., 2000). 

Apesar da primeira inseminação artificial em caprinos ter sido relatada por 

BENEDIKTOV, em 1934 (AZAWI et al.,1993), ainda há limitações, devido 

principalmente às dificuldades no processo de congelamento e descongelamento do 

sêmen (DUNNER, 1993; MÉNDEZ et al., 1994). Uma das explicações seria a síntese 

e secreção de enzimas pelas glândulas bulbouretrais incorporadas ao plasma, as quais 

podem se associar a componentes dos diluentes e produzir compostos tóxicos 

(SIMPLÍCIO e MACHADO, 1989). Segundo IRITANI e NISHIKAMA (1961) trata-

se de uma fosfolipase A, classificada como fosfolipase A1 e A2 (ATREJA e 

ANAND, 1985). A ação hidrolítica dessas enzimas nos fosfolipídios de membrana e 

em componentes diluidores, como os fosfolipídios da gema de ovo, leva à formação 

de ácidos graxos e lisolecitinas, os quais são lesivos às células espermáticas 

(SIMPLÍCIO e MACHADO, 1989), sendo preconizada a lavagem do sêmen caprino 

com remoção do plasma seminal, como uma das etapas no processo de congelamento 

(SIMPLÍCIO e MACHADO, 1989). 
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Além dos fatores inerentes ao ejaculado caprino afetando a criopreservação de 

seus gametas, o processo de criopreservação de sêmen, particularmente no estado 

congelado, causa danos ultra-estruturais, bioquímicos e funcionais aos 

espermatozóides, resultando na redução da motilidade, viabilidade e posterior 

transporte no trato genital feminino (LEBOEUF et al., 2000). 

Os resultados contraditórios obtidos com o congelamento do sêmen dessa 

espécie indicam a necessidade de aprimoramento das técnicas utilizadas 

(STANGNARO, 1975), levando os estudiosos a rever fatores de variação, como tipo 

de diluente e crioprotetores utilizados (DAS e RAJKONWAR, 1995), a velocidade de 

resfriamento do ejaculado, a proporção e o modo de incorporação do crioprotetor na 

amostra (STANGNARO, 1975) e a necessidade ou não de lavagem do sêmen, entre 

outros (MEMON et al., 1985). 

Os crioprotetores são fundamentais para a sobrevivência dos espermatozóides 

no precesso de criopreservação. Entretanto, estes podem exercer efeitos tóxicos e 

diminuir as taxas de fertilidade, quando presentes em altas concentrações (PAPA et 

al., 2003). A utilização de diversos crioprotetores e suas respectivas combinações 

podem minimizar e controlar os processos deletérios que ocorrem na célula 

espermática durante o congelamento e descongelamento, possibilitando resultados 

satisfatórios de motilidade e viabilidade pós-descongelamento e, conseqüentemente, 

melhores taxas de prenhez (PAPA et al., 2003). 

O glicerol tem sido o crioprotetor mais usado para o congelamento de sêmen 

caprino, com resultados satisfatórios nas concentrações entre 4% e 7% do diluidor 

utilizado (LEBOEUF et al., 2000). Entretanto, as amidas também têm demonstrado 

bons potenciais como agentes crioprotetores, seja quando utilizadas isoladas ou 

associadas ao glicerol para o congelamento de sêmen eqüino, o que pode estar 

correlacionado com a sua menor toxicidade em relação ao glicerol (AMANN e 

PICKETT, 1987; GRAHAM, 1996; MEDEIROS et al., 2002). 

. 

 

 

 



 4

 

 

 

 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Criopreservação de Sêmen Caprino 

Os principais danos que os espermatozóides sofrem durante a criopreservação 

são causados pelo congelamento. Assim, cristais de gelo intracelular e extracelular 

podem se formar, promovendo desidratação intracelular, alterações na membrana 

celular e trânsito de moléculas através da célula durante o descongelamento 

(AMANN & PICKETT, 1987). 

 BOGART e MAYER (1950) enfatizaram que os espermatozóides estão 

sujeitos a muitos tipos de condições adversas, desde a coleta de sêmen até a 

inseminação artificial. O rápido resfriamento do sêmen, objetivando a manutenção da 

viabilidade espermática por um longo período (PICKETT, 1993), submete os 

espermatozóides ao choque térmico, termo que define um conjunto de alterações 

parcialmente irreversíveis da célula espermática, que ocorrem quando o sêmen não é 

manipulado de forma correta. Tais alterações reduzem a viabilidade dos 

espermatozóides e ocorrem quando este sofre uma redução da temperatura de 20°C 

para 1°C (AMANN & PICKETT, 1987). 

Durante a criopreservação, membranas que compõem as células espermáticas, 

componentes do citoesqueleto e da cromatina são suscetíveis às injúrias. Entre as 

membranas espermáticas que podem ser afetadas, incluem-se a membrana plasmática, 

a membrana acrossomal externa e a membrana mitocondrial (WATSON, 1995). 

Essas injúrias podem ser irreversíveis, pois a organização lipídica das membranas é 

alterada após este procedimento (HISKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989; BUHR et 

al., 1994). 



 5

Duas condições estressantes à célula espermática ocorrem durante a 

criopreservação: a primeira condição está relacionada com os efeitos da mudança de 

temperatura e a segunda, à formação dos cristais de gelo (WATSON, 1995). 

Segundo WATSON (1995), a severidade das alterações é ainda maior entre 12 

e 2°C e as conseqüências podem ser observadas, sobretudo, na membrana plasmática, 

no acrossoma e nas mitocôndrias (PURSEL et al., 1973; WATSON & PLUMMER, 

1985). Contudo, HARRISON e VICKERS (1990) por meio de experimentos, 

observaram que a integridade da membrana plasmática dos espermatozóides de 

mamíferos foi rapidamente perdida durante o choque térmico, enquanto a maioria das 

mitocôndrias permaneceram intactas.  

As dificuldades inerentes ao processo de criopreservação não estão na 

habilidade dos espermatozóides se manterem viáveis a -196°C (temperatura em que 

não há reações bioquímicas, nem energia térmica dentro das células), mas sim, em 

suportar os danos que ocorrem durante o congelamento e o descongelamento, 

principalmente ao passarem pela zona de temperatura crítica, entre -15°C e -60°C. 

Nesta faixa de temperatura, ocorrem fenômenos oriundos do processo de 

resfriamento, tais como: formação de cristais intracelulares e extracelulares, 

desidratação e distorção da membrana plasmática (ANGOLA, 1994). 

Outro aspecto referente a crioinjúria está associado aos danos celulares que 

também podem ocorrer durante o descongelamento, devido à recristalização de 

cristais de gelo microscópicos, que formarão os grandes cristais lesivos à estrutura 

espermática (WATSON, 1995). 

Diferentes graus de resistência da célula espermática ao processo de 

criopreservação são observados entre as espécies. Exames da ultra-estrutura 

espermática com microscopia eletrônica, antes e após o congelamento, mostraram 

que a ultra-estrutura de espermatozóides bovinos eram quase idênticos antes e depois 

do processo. Contudo, espermatozóides de ovinos e suínos apresentaram danos 

consistentes na membrana externa e no complexo acrossomal, com formação de 

edema de acrossoma e remoção total de regiões citoplasmáticas. Já em eqüinos, as 

lesões encontradas foram mínimas (HEALEY, 1969). 
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Os índices de congelabilidade do sêmen caprino são influenciados por 

diversos fatores, destacando-se: variações individuais (CORTEEL, 1985; 

MACHADO, 1991); raciais (CORTEEL, 1985); condição clínica-andrológica dos 

doadores (SIMPLÍCIO e MACHADO, 1989);  variações sazonais (CORTEEL, 1985) 

e o método de coleta (IRITANI e NISHIKAWA, 1964), dentre outros.  Desse modo, 

com o objetivo de minimizar esses fenômenos, são adicionadas aos diluentes de 

sêmen, substâncias crioprotetoras, como o glicerol e as amidas (ANGOLA, 1994). 

 

2.2. Presença de Plasma Seminal  

A função do plasma seminal vem sendo discutida de forma controversa, como 

descrito em vários artigos. Acreditava-se que o plasma seminal tinha pouquíssima 

importância na reprodução, baseado nas observações de que o espermatozóide suíno 

do epidídimo poderia ser inseminado com sucesso. Durante as últimas décadas, tem 

se tornado evidente que a fertilização não é um simples processo, mas sim, o 

resultado de um grande número de processos precisamente controlados. Hoje não há 

dúvida de que o plasma seminal tem um importante papel nas funções reguladoras do 

processo anterior ao da penetração do espermatozóide no ovócito. Algumas dessas 

funções estão baseadas na interação direta entre plasma seminal e espermatozóide: 

nutrição, proteção, regulação da motilidade, capacitação, reconhecimento e ligação 

gamética. Outros efeitos estão relacionados com o trato genital feminino e por isso, 

podem influenciar indiretamente a fisiologia do espermatozóide, via intensificação 

das contrações uterinas, do relaxamento do istmo tubário e da  modulação 

imunológica do útero (WABERSKI, 1996). 

No bode, a remoção do plasma seminal, imediatamente após a coleta, aumenta 

a porcentagem de células vivas e a motilidade durante a preservação em diluentes à 

base de gema de ovo ou leite, mas com qualidade inferior à encontrada no epidídimo, 

indicando a presença no plasma seminal como um componente prejudicial para a 

criopreservação (LEBOEUF et al., 2000). 

AAMDAL et al. (1965) verificaram a presença de uma enzima no plasma 

seminal, conhecida como “fator coagulante da gema de ovo” ou lecitinase ou 

fosfolipase A, que causava a imobilidade dos espermatozóides. Essas enzimas 
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catalisavam a hidrólise da lecitina da gema de ovo em ácidos graxos e lisolecitinas, 

sendo as últimas as responsáveis pela toxicidade aos espermatozóides (AZAWI et al., 

1993; MÉNDEZ et al., 1994). Assim. a presença de fosfolipases no plasma seminal 

de caprinos, comprometendo a viabilidade do sêmen durante o processo de 

congelamento, leva a muitos questionamentos sobre o método a ser adotado para a 

criopreservação espermática nesta espécie, influenciando a técnica de remoção do 

plasma seminal (BARBOSA, 1999). 

A diminuição da sobrevivência dos espermatozóides durante o congelamento 

em diluentes com leite é proveniente de uma fração protéica, originária da glândula 

bulbouretral caprina, denominada SBUIII, que interage com os constituintes do 

diluente, inibindo a motilidade do espermatozóide, deteriorando a qualidade dos 

movimentos, promovendo lesões no acrossoma e morte dos espermatozóides. O 

componente glandular responsável por esse efeito tem sido identificado como uma 

lipase triacilglicerol (PELLICER, 1995). 

Apesar da existência de trabalhos relativos à bioquímica do sêmen, há 

limitada informação sobre a congelabilidade de sêmen caprino e os efeitos da técnica 

de remoção do plasma seminal nos danos de membrana plasmática e na liberação das 

enzimas Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT) e Glutamato Piruvato 

Transaminase (GPT). Essas liberações no líquido extracelular têm sido usadas como 

indicativo de danos na membrana das células espermáticas, existindo correlação 

negativa entre a liberação de GOT e GPT e a motilidade progressiva, durante o pré e 

pós-congelamento do sêmen (TULI et al., 1991).  

TULI e HOLTZ (1992) reportaram diferença significativa na liberação da 

enzima GOT no líquido extracelular, quando utilizaram diferentes diluentes no 

processo de congelamento de sêmen caprino. De forma semelhante, SINGH et al. 

(1993) demonstraram ter havido maior liberação de GOT e GPT pós-diluição, pré e 

pós-descongelamento, com o uso de diluente à base de lactose do que com o diluidor 

Tris, demonstrando assim, superioridade desse, na manutenção da integridade dos 

espermatozóides.  

Com relação à liberação de GOT e à quantidade de glicerol usado no 

congelamento de sêmen, foram observados maiores extravasamentos da enzima com 
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a ausência de glicerol, do que quando se utilizou glicerol na proporção de 10% do 

meio (DROBNIS et al., 1980). 

MEMON et al. (1985) e DUNNER (1993) observaram perda da motilidade 

espermática progressiva e da morfologia acrossomal na presença do plasma seminal 

com diluidor leite, sem presença de gema, concluindo ser benéfica a remoção do 

plasma seminal na preservação da integridade dos espermatozóides após o 

descongelamento, independente do diluente usado. Adicionalmente, não relataram 

aumento na porcentagem de danos acrossomais em sêmen lavado.  

Ejaculados caprinos lavados duas vezes em solução de Krebs-ringer-fosfato-

glicose, sob centrifugação de 700g e, finalmente, diluídos em leite desnatado 

contendo 0,05% de glicose e 7% de glicerol (adicionado em duas etapas após o 

período de equilíbrio), apresentaram apenas 1,3% de diminuição na taxa de SPTZ 

móveis, enquanto nos ejaculados não lavados e diluídos no mesmo meio, a redução 

da motilidade foi de 22% aos 180 dias de conservação a -196°C. Assim, a lavagem do 

ejaculado caprino melhora a sua  capacidade de conservação, quando diluído em 

solução à base de leite desnatado e estocado a -196°C, em nitrogênio líquido 

(CORTELL e BARIL, 1975), uma vez que existe correlação negativa entre o volume 

do plasma no ejaculado e a porcentagem de células móveis após o descongelamento 

(CORTEEL e LEBOEUF, 1988).  

Por outro lado, PINTADO et al. (1992) ao utilizarem diluente à base de Tris-

glicose-gema e dupla centrifugação a 700g com o próprio diluente como solução de 

lavagem, concluíram que os procedimentos de congelamento e centrifugação 

reduzem significativamente, a viabilidade espermática “in vitro”. Da mesma forma, 

RESENDE e WEITZE (1987) obtiveram taxa de fertilidade de 52% em inseminações 

intra-uterina, empregando como diluente, uma solução de Tris e gema de ovo sem 

retirada do plasma seminal no sêmen congelado. 

 

2.3. Diluentes 

O sêmen caprino é muito sensível ao choque térmico, às variações de pH e 

pressão osmótica da solução diluente (DEKA e RAO, 1985a). Sendo assim, o uso do 

diluente apropriado é básico para o sucesso da preservação dos espermatozóides 
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(AZAWI et al., 1993). Um diluente ideal precisa ter alguns requisitos: nutrientes 

como fonte energética para os espermatozóides; crioprotetores que minimizem os 

efeitos do resfriamento e congelamento; manutenção do balanço eletrolítico e pressão 

osmótica; além da presença de antibióticos, os quais inibem o crescimento 

microbiano (MEMON e OTT, 1981). 

Segundo SILVA FILHO (1994), citado por PEREIRA (2000) os componentes 

básicos dos diluidores são: água, tampões ou substâncias iônicas, macromoléculas, 

carboidratos e antibióticos. As macromoléculas ou lipoproteínas, tais como as 

contidas no leite ou gema de ovo protegem o espermatozóide do choque térmico. Os 

carboidratos ou substratos metabolizáveis, tais como glicose, atuam como fonte de 

energia. Os tampões ou substâncias iônicas, tais como soluções a 11% de lactose 

removem os íons hidrogênio produzidos pelo metabolismo espermático e os 

antibióticos, como penicilina e estreptomicina retardam ou eliminam o crescimento 

bacteriano (ENGLAND, 1993; NELSON & COUTO, 1994). Alguns dos diluentes 

mais usados no congelamento de sêmen caprino são à base de citrato de sódio, gema 

de ovo, lactose, água de coco, Tris e leite de vaca desnatado em pó e reconstituído 

(BARBOSA,1999). 

Para transformar uma célula mais resistente ao choque térmico, seria 

necessária uma redução no número de canais ou poros que se formam na membrana 

plasmática durante a redução da temperatura. Com isso,  perdas inerentes ao choque 

térmico seriam reduzidas. Presumivelmente, estas seriam ações das macromoléculas 

contidas nos diluidores de leite ou gema de ovo (PICKETT, 1987) 

A instabilidade dos constituintes dos diluentes, depois de dissolvidos 

(BERLINER, 1942) e a diferença existente na composição da membrana espermática 

entre espécies, raças e, ainda entre indivíduos da mesma espécie devem ser 

considerados como obstáculos para a seleção dos diluidores (HOLT, 2000). A 

determinação de um diluidor mais eficaz na criopreservação dos espermatozóides 

contribuirá para diminuir os fatores da variabilidade individual em tolerar os efeitos 

deletérios da criopreservação (SANTOS, 2003). 

DESHPANDE E MEHTA (1991), comparando motilidade espermática pós-

descongelamento, para avaliar diluentes citrato-gema, tris-gema e leite desnatado, 
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observaram melhores resultados com o citrato-gema, seguindo-se o tris-gema e os 

piores resultados foram obtidos com o diluente à base de leite desnatado. Por sua vez, 

DEKA e RAO (1987) e MÉNDEZ et al.(1994) mencionaram melhores resultados de 

motilidade espermática pós-descongelamento com o diluente tris-gema comparado 

com o citrato. 

BARBOSA (1999) concluiu que a criopreservação de sêmen total caprino 

com diluentes contendo leite desnatado-gema produzia taxas de gestação e 

prolificidade semelhantes aos procedimentos de monta natural. Entretanto, 

ANDRADE (1996) observou que o uso de diluente Tris-frutose-gema para 

congelação de sêmen caprino resulta em maior taxa de fertilidade, quando comparado 

com a solução diluente à base de leite desnatado UHT. Estes dados demonstram que 

os resultados de congelamento de sêmen caprino ainda são inconsistentes, 

dificultando a definição de um diluidor mais adequado. 

 

2.3.1 Diluentes à base de gema de ovo 

Freqüentemente, os diluentes utilizados na criopreservação espermática 

possuem na sua composição gema de ovo, que oferece proteção sobre a membrana do 

espermatozóide (SANTOS, 2003), não sendo, porém, igualmente efetiva para todas 

as espécies (WATSON, 1995). 

A gema de ovo contém lecitina, seu componente fosfolipídico, que parece 

proteger a membrana por restituir os fosfolipídeos perdidos pelos espermatozóides, 

durante o choque térmico (WATSON, 1995). Segundo BOUCHARD et al. (1990), os 

fosfolipídios interagem com a estrutura lipídica da membrana plasmática dos 

espermatozóides, conferindo-lhes proteção durante o crioprocessamento (HOLT, 

2000). 

A resistência que os espermatozóides adquirem com a adição de gema de ovo 

deve ser dependente da presença de fator ou fatores em iniciar ou produzir alterações 

na célula, resultando em maior resistência às condições desfavoráveis. Existem duas 

formas de resistência: adquirida ou inerente. Mais de 90% dos espermatozóides do 

epidídimo são inerentemente resistentes, mas podem perder esta resistência ao 

passarem pelo trato genital masculino até serem ejaculados. Neste ponto, apenas uma 
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pequena proporção retém a capacidade de resistir às variações do meio (MAYER & 

LASLEY, 1945). Os autores acrescentaram que indivíduos dentro da mesma espécie 

e diferentes espécies de animais  variam quanto ao número de células no sêmen, que 

apresentam esta capacidade inerente de resistência. 

A gema de ovo é empregada junto aos diluidores em concentrações que 

variam de 10 a 20% (ENGLAND, 1993). Contudo, o teor a ser adicionado relaciona-

se também à capacidade tampão de outros componentes do diluidor (FARSTAD, 

1996).  

Resultados inferiores de MIP (motilidade individual progressiva) pós-

descongelamento foram obtidos por DUNNER (1993), quando o glicerol foi 

adicionado antes da refrigeração e na ausência de gema de ovo. O autor atribuiu o 

ocorrido à brusca mudança de osmolaridade provocada pela adição do glicerol em 

temperaturas mais elevadas, podendo elevar a osmolaridade do meio para níveis 

acima de 600mOsmol/L,  o que não é suportado pela célula espermática caprina. Essa 

alteração não foi verificada quando o meio diluente continha gema de ovo. 

 

2.3.2 Diluentes a base de leite 

Assim, como a gema de ovo, o leite desnatado tem efeito crioprotetor por ação 

da caseína, sendo o diluente mais usado para a espécie caprina (BARBOSA, 1999). 

O diluidor de Mínima Contaminação, proposto por KENNEY et al. (1975), 

constituído por uma associação de leite em pó desnatado e glicose, tem sido utilizado 

por vários pesquisadores. Essa superioridade do leite também foi relatada por MELO 

e NUNES (1991), quando o compararam em relação à água de coco, com base na 

motilidade progressiva pós-descongelamento, sendo que estes resultados podem ser 

atribuídos à diferença na composição dos diluentes usados, como também, ao método 

de processamento e congelamento do sêmen caprino (TULI e HOLTZ, 1994; DAS e 

RAJKONWAR, 1995). 

VARNER et al. (1988) trabalhando com diferentes curvas de resfriamento e 

utilizando o diluidor de leite e glicose, obtiveram adequada proteção ao 

espermatozóide eqüino contra o choque térmico, quando se avaliou o parâmetro de 

conservação da motilidade espermática. Segundo os autores, os fosfolipídios 
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presentes no leite podem agir promovendo modificações estruturais na membrana 

plasmática do espermatozóide, permitindo com isso, sua adaptação a baixas 

temperaturas. Outro mecanismo de ação pode estar correlacionado com a ligação de 

várias substâncias presentes no leite, tais como lecitina e caseína, ao cálcio liberado 

na camada lipoprotéica externa do espermatozóide, quando ocorre o choque térmico, 

impedindo que este passe para o interior da célula e desorganize o citoplasma e iniba 

sistemas enzimáticos (QUINN e WHITE, 1966). 

Diferentes tipos de diluentes à base de leite e seus derivados têm sido 

propostos pelos pesquisadores, destacando-se dentre eles, a associação do leite 

desnatado aquecido com a gema de ovo (TISCHNER, 1988). MIHAILOV (1949), ao 

comparar o tempo de sobrevivência espermática eqüina com a utilização de leite de 

diferentes espécies, observou  que o leite de vaca permitia uma sobrevivência de até 

108 horas. Da mesma forma, THACKER et al. (1994) demonstraram a capacidade do 

leite em manter a motilidade do sêmen bovino por um período satisfatório.  

Devido à complexidade da composição do leite, existem componentes que 

podem ser benéficos ou prejudiciais aos espermatozóides (BATELLIER et al., 1997). 

Desta forma, THACKER et al.(1994) verificaram que resultados benéficos foram 

obtidos com o aquecimento do leite, devido à hidrólise da lactose em glicose e 

galactose, que são fontes de energia prontamente disponíveis para os 

espermatozóides.  

THACKER et al. (1994) observaram a presença desses fatores presentes no 

leite não aquecidos, que se apresentavam tóxicos para os espermatozóides bovinos. 

Possivelmente, a lactenina, um agente antiestreptocócico encontrado no leite cru, 

seria o fator tóxico (FLIPSE et al., 1954). Vários pesquisadores concluíram que o 

leite fresco, desnatado ou integral, deveria ser aquecido ou tratado quimicamente com 

substâncias contendo radicais sulfidrilas, para promover maior viabilidade dos 

espermatozóides (BOYDE et al., 1954). 

 

2.4. Crioprotetores 

A utilização de agentes crioprotetores no congelamento do sêmen é essencial 

para a manutenção da qualidade espermática. Entretanto, não permitem a 
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sobrevivência de 100% das células, o que pode ser explicado por apresentarem efeitos 

tóxicos, que dependem principalmente da concentração do crioprotetor utilizado e do 

período de exposição da célula ao mesmo (SANTOS, 2003). 

Lesões na membrana espermática, efeitos osmóticos indesejáveis, alterações 

das interações entre os espermatozóides e o trato reprodutivo das fêmeas e disfunção 

da fusão do espermatozóide com o ovócito podem ser efeitos da toxicidade dos 

crioprotetores utilizados (HAMMERTEDT e GRAHAM, 1992).  

Os crioprotetores devem proteger as células da formação e desestruturação 

dos cristais de gelo, das mudanças de meio e do estresse resultante da mudança na 

temperatura (WATSON, 1995). 

 Estes crioprotetores podem ser classificados segundo seu mecanismo de ação. 

O glicerol, juntamente com outras pequenas moléculas como o metanol, etilenoglicol, 

1,2-propanodiol, butanodiol, dimetilsulfóxido e as amidas pertencem ao grupo que 

penetra na célula. As grandes moléculas presentes no leite, gema de ovo, açúcares e 

nos polímeros sintéticos são classificados como crioprotetores não-permeantes 

(HOLT, 2000). 

Os crioprotetores permeantes atuam por meio de suas propriedades 

coligativas, diminuindo o ponto crioscópico intracelular. Desta forma, uma 

quantidade maior de água vai permanecer no estado líquido sob baixas temperaturas, 

diminuindo a concentração intracelular de solutos, proporcionando um ambiente 

menos deletério à célula espermática durante o congelamento (WATSON, 1995). 

Os crioprotetores não permeantes protegem a célula por meio de efeitos 

osmóticos. Estas substâncias criam um meio hipertônico que induz a saída de água do 

meio intracelular para o extracelular, causando a desidratação do espermatozóide e 

posterior redução da formação de cristais intracelulares durante a congelamento 

(DALIMATA e GRAHAM, 1997). Além disso, tanto os crioprotetores permeantes 

quanto os não-permeantes interagem com os fosfolipídios presentes na membrana 

espermática e permanecem associados a estes durante todo o processo de 

congelamento, conferindo estabilidade à membrana (DALIMATA e GRAHAM, 

1997). 
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           DALIMATA e GRAHAM (1997) observaram que o uso combinado de 

diversos crioprotetores pode oferecer maior proteção que seu uso isolado. Além disso, 

alguns podem favorecer a ação de outros. 

A escolha do crioprotetor parece ser uma prova de tentativa e erro em quase 

todas as investigações. Isto é parcialmente devido ao fato de ainda não haver uma 

explicação completa e satisfatória do mecanismo de ação dos crioprotetores (HOLT, 

2000). Sendo assim, novas pesquisas são necessárias na busca de crioprotetores ou na 

combinação destes, com o intuito de diminuir o efeito tóxico e melhorar os índices de 

fertilidade do rebanho caprino selecionado. 

 

2.4.1 Glicerol 

O glicerol é um álcool polihídrico altamente permeável e amplamente 

empregado no congelamento de sêmen nas diferentes espécies (RODRIGUES, 1997). 

Sua descoberta foi um dos maiores avanços na criopreservação espermática, evitando 

alterações irreversíveis, como a redução da estabilidade da membrana plasmática 

associada ao aumento da permeabilidade, danos no acrossoma, desidratação celular, 

liberação de enzimas e fosfolipídios (CAVALCANTI et al., 2002). 

O efeito protetor do glicerol é mediado por propriedades coligativas, 

depressão do ponto de congelamento e uma conseqüente redução da concentração de 

eletrólitos na fração não congelada em qualquer temperatura (LOVELOCK e 

POLGE, 1954). Associado a este primeiro mecanismo de ação, segundo 

HAMMERSTEDT e GRAHAM (1992), o glicerol pode promover alterações na 

bicamada lipídica, ao penetrar entre os fosfolipídios e promover a estabilidade da 

membrana plasmática, interagir com o citoesqueleto e proteínas microtubulares 

espermáticas, além de participar do metabolismo celular. 

 Apesar do efeito protetor, o glicerol é tóxico e sua concentração no meio 

diluidor deve estar entre a mínima necessária para promover proteção e a máxima 

permitida para não causar danos aos espermatozóides (COTORELLO e HENRY, 

2002). 

 A concentração ótima de glicerol pode ser influenciada por outros 

componentes do diluente, além da curva de resfriamento e protocolo de congelamento 
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e descongelamento. Contudo, o fator determinante está relacionado com a espécie 

(SANTOS, 2003). 

FRASER (1962) verificou que os melhores resultados no congelamento de 

sêmen caprino foram obtidos, utilizando 6 a 9% de glicerol, uma e meia a duas horas 

de período de equilíbrio e taxa de resfriamento muito lenta de 4°C para 0°C. O sêmen 

assim congelado foi utilizado para inseminar seis cabras, das quais cinco ficaram 

gestantes na primeira inseminação. 

Segundo WAIDE et al. (1977), o glicerol promove maior proteção ao sêmen 

caprino que o etilenoglicol e o propilenoglicol, sendo que suas concentrações devem 

variar de 3 a 9% nos meios diluentes (LEBOEUF et al., 2000). 

 

2.4.2 Amidas 

As amidas, tal como a formamida, a acetamida e a lactamida, são agentes 

crioprotetores permeantes que promovem bons resultados, quando utilizadas na 

preservação de espermatozóides de bovinos, eqüinos, suínos (exceto formamida) e 

coelhos, durante o processo de resfriamento e congelamento (HANADA e NAGASE, 

1980; DALIMATA e GRAHAM, 1997; KEITH, 1998; SNOECK et al., 2001). 

SANTOS (2003) observou melhores resultados nos testes “in vitro” de sêmen 

canino descongelado, quando utilizou diluentes contendo Lactose-gema e 5 % de 

dimetil-formamida.  

VIDAMENT et al. (2002) avaliaram o efeito de concentrações crescentes de 

glicerol e dimetil-formamida sobre a motilidade e fertilidade do espermatozóide 

eqüino e observaram que a dimetil-formamida a 2% foi tão eficiente quanto o glicerol 

(2 a 3 %) em manter a motilidade e capacidade de fertilização dos espermatozóides 

eqüinos. Porém, MEDEIROS et al. (2002), estudando o efeito de três amidas 

(dimetil-formamida, metil-formamida e dimetil-acetamida) sobre o sêmen eqüino 

congelado, observaram que as amidas foram mais eficientes em proteger os 

espermatozóides dos efeitos deletérios do congelamento quando comparadas ao 

glicerol, superioridade também observada na preservação do sêmen de garanhões 

considerados de baixa congelabilidade (GOMES et al., 2002). 
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A dimetil-acetamida tem demonstrado ser um agente crioprotetor superior ao 

glicerol para o congelamento espermático de aves e peixes, estando associada a boas 

taxas de fertilidade (LAKE and RAVIE, 1984; McNIVEN et al., 1993; HUBNER e 

SCHRAMM, 1989). Da mesma forma, ANDREEV et al. (1984) relataram que a 

presença de  dimetil-formamida em diluidores para sêmen e congelado de gansos, 

promovem taxas de gestação de 81% e 90,8%, respectivamente. 

As amidas aparecem como alternativas de crioprotetores no congelamento do 

sêmen, uma vez que não apresentam efeitos tão tóxicos quanto o glicerol (BLANCO 

et al., 2000). Entretanto, os efeitos das amidas na criopreservação do sêmen caprino 

não foram relatados na literatura consultada. 

 

2.5. Resfriamento, taxa de resfriamento e período de equilíbrio. 

A proposta do resfriamento do sêmen é reduzir o metabolismo celular e a sua 

deterioração. Contudo, o resfriamento rápido pode levar ao choque térmico e a outras 

lesões. A taxa de resfriamento vai depender do volume do sêmen diluído e da 

temperatura inicial da suspensão espermática (SQUIRES et al., 1999). 

No processo de resfriamento dos espermatozóides, alterações no arranjo 

laminar da membrana plasmática podem ser evidenciadas, quando esta possui em sua 

constituição fosfolipídios de cadeias altamente insaturadas. Alguns desses 

fosfolipídios podem assumir um arranjo circular, denominado de hexagonal-II, com 

as extremidades hidrofílicas internas e as extremidades hidrofóbicas externas. Para 

muitos lipídios, essa formação da fase hexagonal-II é transitória até o início da fase 

cristalina e gel. Porém, para certos fosfolipídios, essa estrutura permanece durante 

todo o resfriamento e torna-se irreversível, impossibilitando a reorganização do 

arranjo bilaminar, quando há o reaquecimento do espermatozóide em temperatura 

ambiente. Com isso, há formação de canais hidrofílicos, que possibilitam a passagem 

de íons ou outras moléculas pequenas, levando assim, a um aumento prejudicial da 

permeabilidade da membrana (AMANN & PICKETT, 1987). 

Quando uma membrana plasmática é resfriada, seus componentes podem 

organizar-se pela agregação de lipídios constituintes de camada simples e 

redistribuição de proteínas (ORTMAN e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994). 
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Entretanto, a composição das membranas que recobrem os espermatozóides difere 

entre suas regiões, razão pela qual ocorre resposta diferenciada ao efeito do 

resfriamento. Assim, os espermatozóides requerem um período de resfriamento 

adequado para desenvolverem resistência máxima aos efeitos da criopreservação 

(ENGLAND, 1993). É durante este período que os espermatozóides interagem com 

os componentes da gema de ovo e adquirem resistência ao choque térmico e à 

criopreservação (WATSON, 1996). 

As alterações físicas e químicas das membranas celulares, causadas pelo 

resfriamento, podem ser irreversíveis assim como a diminuição da fluidez e aumento 

na permeabilidade da membrana, danos ao acrossoma, liberação de enzimas e 

fosfolipídios, redução na atividade metabólica e no consumo de ATP. Todas essas 

conseqüências podem comprometer parcial ou totalmente a fertilidade (WEITZE e 

PETZOLDT, 1992; FARSTAD, 1996). 

As taxas de resfriamento podem ser divididas em três categorias: lentas 

(<0,33°C/min); médias (0,33°C/min a < 1,0°C/min) e rápidas (>1,0°C/min) 

(DOUGLAS HAMILTON et al., 1984). 

No espermatozóide eqüino, as alterações na natureza biofísica iniciam na 

temperatura abaixo dos 37° e, especialmente dos 20°C. Além disso, o sucesso da 

criopreservação provém das interações entre diluidor e células espermáticas, taxas de 

resfriamento e temperatura de armazenamento (AMANN e PICKETT, 1987). Assim, 

o sêmen pode ser rapidamente resfriado de 37°C a 20°C, mas deve ser resfriado a 

taxas menores ou iguais a 0,5°C/min de 20°C a 5°C para que haja a manutenção da 

fertilidade. 

O período de equilíbrio mais indicado para a congelamento de sêmen caprino 

encontra-se entre 1 a 4 horas (DAS e RAJKONVAR, 1995; DUTTA et al., 1996). 

Quando o sêmen é congelado sem a eliminação do plasma seminal, o ejaculado fresco 

pode ser diluído em uma diluição simples com glicerol à temperatura de 30°C, 

resfriado por 1-1,5 h a 4-5°C e congelado sem o período de equilíbrio (RITAR et al., 

1990).  
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2.6 Congelamento e descongelamento de sêmen 

Cada tipo celular possui uma taxa de congelamento ótima para sobreviver à 

criopreservação. Com relação aos espermatozóides, foram determinadas várias taxas 

que podem variar conforme a espécie animal em questão, o diluidor utilizado, o 

método de estocagem de sêmen e a concentração do crioprotetor no diluidor 

(WATSON, 1995). 

É importante salientar que a curva de congelamento ideal deve ser 

suficientemente lenta para permitir que os espermatozóides se desidratem e, rápida o 

bastante para evitar que os espermatozóides fiquem expostos por muito tempo às altas 

concentrações de soluto (SNOECK, 2003). 

Muitos danos são verificados após o processo de congelamento e 

descongelamento (WATSON, 1995; HOLT, 2000), tendo a etapa de congelamento 

influência decisiva sobre a viabilidade dos espermatozóides submetidos à 

criopreservação (PENÃ e LINDE-FORSBERG, 2000). 

O processo de descongelamento pode ser tão deletério aos espermatozóides 

quanto a congelamento e, os principais efeitos adversos são atribuídos à 

recristalização de microcristais de gelo intracelular, quando o descongelamento é 

realizado lentamente, ou devido a alterações bruscas do volume celular, quando o 

descongelamento se procede muito rapidamente, além de alterações de estrutura e 

função da membrana plasmática (WATSON, 1995; HOLT, 2000). 

HOLTS et al. (1992), estudando a permeabilidade das membranas 

espermáticas de carneiro, observaram que a maioria das lesões ocorria na faixa de 2 a 

30°C do descongelamento, ou seja, depois da dissolução dos cristais de gelo e 

rediluição. 

TULI et al. (1991), utilizando testes “in vitro” de sêmen de bodes Boer, 

encontraram melhores resultados com descongelamento de palhetas em 70°C por 7 

segundos, quando comparado ao descongelamento em 37°C por 2 minutos ou  a 40°C 

por 20 segundos. 

De modo geral, o descongelamento é realizado levando-se em consideração a 

taxa de congelamento. Se o congelamento foi realizado de maneira rápida, assim deve 

ser o procedimento para o descongelamento e vice-versa (STROM et al., 1997). 
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2.7 Avaliações “in vitro” do sêmen criopreservado 

A inseminação artificial com sêmen congelado consiste no método de análise 

“in vivo” mais eficiente, quando se tem o intuito de avaliar a manutenção do 

potencial fértil dos espermatozóides (ENGLAND, 1993). No entanto, as análises “in 

vivo”  requerem uma gama de animais para serem avaliados e também dependem de 

uma variedade de fatores, que vão além da qualidade seminal, tais como, número de 

doses e volume ideal de sêmen para realização da inseminação, número de 

inseminações, local de deposição do sêmen, momento ideal para inseminação, além 

dos fatores individuais da fêmea (FARSTAD, 1996). 

Com o objetivo de analisar algumas das características que os 

espermatozóides mantêm após a descongelamento, análises “in vitro” podem ser 

empregadas. Estas devem avaliar a função espermática, isto é, avaliando a célula 

como estando apta ou não a realizar a fecundação do ovócito, semelhante ao que seria 

avaliado em estudos “in vivo”. Para tal, o sêmen deve ser submetido a alguns testes 

específicos que analisam, entre outras características, os seus parâmetros físicos, a 

integridade da membrana plasmática e do acrossoma, além da longevidade dos 

espermatozóides (ROTA et al., 1998; LARSSON e RODRIGUEZ-MARTÍNEZ, 

2000). 

A variável mais utilizada para estimar o percentual de espermatozóides 

viáveis é a avaliação subjetiva da motilidade e do vigor. Embora úteis e 

rotineiramente empregados, esses métodos não são os ideais, pois consideram apenas 

duas características da célula espermática. Além disso, estão sujeitas às influências de 

alguns fatores, como a temperatura de conservação da amostra, o volume da gota, 

tempo entre preparo da lâmina e sua avaliação, assim como a variação inter-

avaliadores (ZÚCCARI, 1998). 

O processo de preservação do sêmen, particularmente no estado congelado, 

causa danos ultra-estruturais, bioquímicos e funcionais aos espermatozóides, 

resultando na redução da motilidade, viabilidade, dificultando o transporte no trato 

reprodutivo feminino e, conseqüentemente, prejudicando a fertilidade (LEBOEUF et 

al., 2000). 
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Segundo CBRA(1998), as características seminais de caprinos devem seguir o 

seguinte padrão: volume superior a 0,8 mL; turbilhonamento presente; vigor acima de 

3; n° total de espermatozóides acima de 2X109; motilidade espermática de 80%; 

acima de 90% de espermatozóides normais e produção de até 20 ejaculados/semana . 

Entretanto, ao utilizar sêmen congelado, este deverá conter alguns requisitos 

pós-descongelamento, de acordo com a portaria SDR-26, de 05/09/1996, proposta 

pelo CBRA (1998): volume da dose maior que 0,25 ml; motilidade progressiva maior 

que 30%; vigor maior que 2; defeitos totais menores que 20%; defeitos totais maiores 

inferiores a 10% e número de espermatozóides com motilidade progressiva maior que 

40X106  por dose.  

 

2.7.1 Avaliação da morfologia espermática 

Espermatozóides anormais podem alcançar a zona pelúcida (ZP) “ in vitro”, 

contudo, penetram de forma insatisfatória, promovendo falha da formação normal do 

pró-núcleo masculino. Assim, nos órgãos genitais femininos ocorrem a seleção dos 

espermatozóides, para que apenas as células espermáticas normais cheguem ao sítio 

de fertilização. (PILIP et al., 1996). 

Após a criopreservação, o exame do sêmen criopreservado é realizado pela 

microscopia acoplada a contraste de fase, atentando para alterações de membrana, 

como danos de acrossoma e defeitos de cauda. Estes danos são freqüentemente 

produtos do processamento do sêmen e não estão relacionados com a baixa fertilidade 

do reprodutor. Porém, indicam falha na criopreservação e compromete apenas a 

fertilidade da dose inseminante, se estes danos estiveram em índices elevados (DEEN 

DAAS, 1997). 

Para avaliação das características morfológicas dos espermatozóides, podem 

ser utilizados esfregaços corados ou preparação úmida, associados ou não. O método 

de preparação úmida é mais indicada que esfregaços corados por técnicas 

convencionais. Entretanto, colorações específicas para determinadas partes do 

espermatozóide podem melhorar a acuidade do exame (CBRA, 1998).  
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2.7.2 Teste de termo resistência 

Com o propósito de predizer a fertilidade seminal, uma das características 

avaliadas é o comportamento dos espermatozóides incubados a 37°C (BARNABE et 

al., 1981). Nesta condição, LUCWICK et al. (1948), citados por BARNABE et al. 

(1981) observaram uma relação altamente significativa entre fertilidade e longevidade 

de espermatozóides de bovinos a 38°C. 

Os testes de termo resistência adquiriram grande aceitação, uma vez que o 

sêmen é submetido à condição de temperatura semelhante à que fica exposto no trato 

genital das fêmeas em estro, dando uma idéia de resistência do sêmen pós-

inseminação (BARNABE et al., 1981). Entretanto, segundo estes mesmos autores, o 

teste de resistência lento é uma prova demasiadamente rígida para a avaliação de 

amostras de sêmen. 

De acordo com o CBRA (1998), o teste é realizado mantendo a amostra em 

banho-maria a 37°C, sendo que após cinco minutos, a motilidade espermática não 

poderá ser inferior a 30% com vigor mínimo de 2, para o sêmen congelado. 

MCLAUGHLIN et al. (1992) verificaram que o processo de criopreservação 

diminui a motilidade média dos espermatozóides em cerca de 40% dos valores 

iniciais, com redução maior no sêmen de pior qualidade. A perda da motilidade 

espermática progressiva pode ter ocorrido tanto em função de danos na membrana, 

quanto da redução da motilidade que varia entre os ejaculados.  

SANTOS (2001) e BARBOSA (1999) observaram que tanto a motilidade 

espermática quanto o vigor apresentam comportamento semelhante durante o TTR: 

elevadas nas primeiras horas do teste, diminuindo nas horas intermediárias e, 

posteriormente, estabilizando-se em valores baixos nas horas finais do teste. 

NUNES (1988), utilizando o TTR lento e avaliando a qualidade seminal 

caprina após a criopreservação com dois diluidores (água de coco e leite desnatado), 

verificou que o diluente leite desnatado apresentou motilidade pós-descongelamento 

superior (75%).  Entretanto,  as partidas diluídas em água de coco apresentaram maior 

manutenção da motilidade espermática. 
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2.7.3 Avaliação da integridade da membrana plasmática (Teste Hiposmótico) 

A integridade da membrana dos espermatozóides não é importante apenas 

para o metabolismo espermático, mas também para o sucesso do processo de 

fertilização. A avaliação da integridade funcional da membrana plasmática pode ser 

usada como indicador da capacidade fertilizante dos espermatozóides (JEYEDRAN 

et al., 1984). 

O uso do teste hiposmótico (HO) tem sido descrito em diversas espécies, 

principalmente em humanos. Sendo que este baseia-se no comportamento dos 

espermatozóides, quando submetidos a um meio hiposmótico. Para equilibrar os 

meios intra e extracelular, ocorre influxo de água através da membrana, provocando 

edema, principalmente na região da cauda, que resulta no enrolamento da mesma, 

sendo esta alteração facilmente visualizada em microscópio de contraste de fase, 

correspondendo a uma característica de integridade estrutural e funcional da 

membrana (JEYEDRAN et al., 1984). 

FONSECA et al. (2001) estabeleceram que soluções hiposmóticas com 100 e 

150mOsmol/Kg promovem maiores percentuais de dobramento de cauda para sêmen 

caprino congelado, quando comparadas com soluções de 50, 75, 125, 200, 290 e 300 

mOsmol/Kg. 

 

2.7.4 Avaliação da Integridade Acrossômica 

O acrossoma mamífero é uma bolsa ou capuz cefálico contendo no seu 

interior enzimas (lisossomas) essenciais para a fecundação do ovócito, derivado do 

complexo de Golgi e se localiza na porção anterior do núcleo espermático (CROSS & 

MEIZEL, 1989). Assim, a integridade acrossômica é considerada uma característica 

seminal importante a ser avaliada (DE LEEUW et al., 1991). 

MÉNDEZ et al. (1994) destacam que os danos acrossomais podem ocorrer 

independentemente da motilidade espermática progressiva. Segundo estes autores, 

espermatozóides com movimento podem ser incapazes de fecundar, devido à 

liberação precoce das enzimas necessárias para a penetração dos espermatozóides no 

ovócito.  
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Segundo STROM  et al. (1997), a membrana plasmática e a região acrossomal 

são as regiões mais atingidas durante o congelamento e descongelamento. Diante 

disso, pode-se esperar aumento no número de espermatozóides com patologias de 

acrossoma após o descongelamento. 

TASSERON et al. (1977) observaram danos acrossomais em espermatozóides 

de carneiro, durante todos os estádios do processo de criopreservação (diluição, 

resfriamento, congelamento e descongelamento), resultando em dano cumulativo de 

cerca de 40%, detectado por meio de microscopia de luz, e de cerca de 70%, 

detectado por meio de microscopia eletrônica. De forma semelhante, SODESQUIST 

et al. (1997), encontraram, encontraram um total de 67,6% de acrossomas intactos 

pós-descongelamento a 35°C. 

A influência dos diluentes no congelamento de sêmen caprino é avaliada 

principalmente com base na motilidade espermática, integridade acrossomal e taxa de 

gestação (DEKA e RAO, 1985). 

 

2.7.5 Avaliação de reação acrossômica. 

A reação acrossômica é o estágio seguinte à capacitação e, tem como função 

básica, permitir que os espermatozóides penetrem na zona pelúcida, fundindo-se à 

membrana do ovócito (YANAGINACHI , 1994). Este processo caracteriza-se por 

pontos múltiplos de fusão entre a membrana plasmática e a membrana acrossomal 

externa. À medida que a reação progride, formam-se orifícios que permitem o efluxo 

de enzimas acrossomais, principalmente acrosina e hialuronidase envolvidas na 

penetração no ovócito (YANAGINACHI, 1989). Os locais onde estas fusões se 

iniciam são aquelas onde a membrana acrossomal externa é menos estável e onde há 

maior quantidade de sítios de ligação para o cálcio (YANAGINACHI , 1994). 

As conseqüências da desestabilização das membranas após o congelamento ou 

criopreservação pode ser a reação acrossômica prematura, reduzindo o tempo de vida 

do espermatozóide e as taxas de fertilidade após a inseminação transcervical 

(MARSHBURN et al., 1992). IBORRA et al. (2000) demonstram que o efluxo de 

colesterol e a desestabilização da membrana espermática estão envolvidas com a 

capacitação e a reação acrossômica, e que a remoção do colesterol promoveria o 
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inicio da reação acrossômica, além da presença de plasma seminal prevenir a 

capacitação e a reação acrossômica  

 Segundo WATSON (1995), várias alterações na funcionalidade das 

membranas espermáticas vêm sendo observadas no espermatozóide criopreservado 

humano (CRITSER et al., 1988) e de carneiro (VASQUEZ, citado por WATSON, 

1995), que exibiram alta penetração na zona pelúcida imediatamente após o 

descongelamento. Uma possível explicação, segundo HAMMERSTED e GRAHAM 

(1992), seria pela interação do glicerol com a célula, que promoveria modificações na 

organização e funcionalidade da membrana lipídica espermática e posterior reação 

acrossômica. 

A freqüência da reação acrossômica pode ser determinada por meio de 

coloração com eritrosina-ácido flaviânico, ou giensa-trypan blue, ou ainda, trypan 

blue-neutral red-giensa, em esfregaços previamente  preparados (SILVA, 1998). 

Este trabalho teve por objetivo avaliar os possíveis benefícios, que a utilização 

de dimetil-formamida pode promover na criopreservação de sêmen caprino, seja 

utilizada de forma isolada ou associada ao glicerol. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local e animais experimentais 

O experimento foi realizado no Setor de Caprinocultura  da Universidade 

Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, situada a 20°45’20’’ latitude S e 42°52’40’’ 

WGr, altitude média de 725,5m, temperatura média anual de 20,9°C, índice 

pluviométrico anual de 1.203mm e clima tipo Cwa (inverno seco e verão chuvoso), 

pela classificação de Köeppen (Fonte: CETEC). 

O período experimental foi de 15 julho a 20 de setembro de 2004, fora da 

estação reprodutiva, tendo sido selecionados dois machos adultos da raça Alpina e 

dois da raça Saanen, clinicamente sadios e de diferentes idades. Todos os animais 

foram mantidos em baias indivíduais, recebendo uma dieta formulada para o Setor de 

Caprinocultura, além de sal mineral e água ad libitum. 

 

3.2 Coleta e avaliação física do sêmen 

Cada reprodutor foi submetido a três coletas de sêmen semanais, totalizando 5 

ejaculados coletados por animal. O método de coleta adotado foi o da vagina artificial 

com água aquecida entre 42°C e 44°C, tendo como manequim, uma fêmea em estro 

natural ou induzido. A indução do estro foi realizada  pela aplicação semanal de 1,0 

mg de benzoato de estradiol* pela via IM. Para cada dia de coleta, utilizaram-se dois 

machos, alternando a ordem de coleta. O ejaculado foi coletado em tubos graduados 

de centrifuga plásticos, ao da luz e acondicionados em isopor, a fim de manter a 

temperatura do recipiente em 37°C durante a coleta. 

Após a coleta, o sêmen foi imediatamente colocado em banho-maria a 

temperatura de 37°C para o exame físico do ejaculado (volume, turbilhonamento, 

vigor e motilidade espermática progressiva). 

* Estrogin® 
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O volume do ejaculado foi verificado por visualização direta do sêmen no 

tubo de centrífuga, graduado e registrado em mililitros (mL), tendo sido o 

turbilhonamento (escala de 0-5) avaliado pela observação ao microscópio em objetiva 

de 10x, de uma gota de sêmen sobre uma lâmina pré-aquecida em mesa aquecedora a 

37°C. O vigor (escala de 0-5) e a motilidade espermática progressiva (0-100%) foram 

avaliados pela observação de uma gota de sêmen entre lâmina e lamínula em objetiva 

de 40x, tal como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal-CBRA 

(1998).  

 

3.3 Teste hiposmótico (HO)  

A integridade funcional da membrana plasmática dos espermatozóides foi 

avaliada antes e depois do congelamento, por meio do teste hiposmótico, utilizando-

se 1 mL de solução hiposmótica contendo frutose (100mOsmol/Kg) previamente 

aquecida a 37ºC, acrescida de 10 �L de sêmen. Esta solução foi incubada por uma 

hora, em banho-maria a 37°C (FONSECA et al., 2001). Após esse período, as 

amostras foram fixadas em 250 �L de solução de formol salina tamponada, para 

posterior análise em microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000x.  

Foram avaliadas 200 células e classificadas quanto à presença ou não de cauda 

enrolada e o resultado foi determinado em percentagem (MELO & HENRY, 1999). 

As células que apresentavam cauda enrolada foram classificadas como normais, uma 

vez que reagiram ao meio hiposmótico, já as que não apresentaram esta condição 

foram classificadas como lesadas. 

 

3.4 Morfologia espermática 

Para a avaliação das características morfológicas foi utilizada o método de 

preparação úmida. Após as coletas, alíquotas de sêmen foram acondicionadas em um 

frasco contendo formol-salina tamponada (1mL), permanecendo aquecidos a 37ºC, e 

posteriormente estocadas em temperatura ambiente até o dia da avaliação da 

morfologia dos espermatozóides.  

A montagem da preparação úmida consistiu na colocação de uma gota sobre 

uma lâmina limpa e seca, cobrindo-a com uma lamínula. Foi aplicado sobre este 
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conjunto um papel filtro pressionando-se suavemente com objetivo de absorção de 

excesso de líquido. A avaliação foi realizada em microscopia de contraste de fase 

com aumento de 1000x sob objetiva de imersão. Foram avaliadas 200 células por 

amostra de ejaculado e o resultado foi expresso em porcentagem de defeitos maiores, 

menores e totais. 

Após os exame físicos e a retirada das amostras para o teste hiposmótico, 

análise morfológica e concentração, os ejaculados foram destinados às etapas do 

processo de criopreservação: centrifugação, diluição nos meios tratamentos, envase, 

resfriamento e congelamento. 

 

3.5 Centrifugação 

Após a análise do sêmen “in natura” e a retirada das amostras para as análises 

previamente citadas, o sêmen foi diluído em solução de lavagem Ringer-lactato a 

37�C, na proporção de 1:9, dividido igualmente em três tubos de centrífuga 

graduados, que corresponderiam a cada tratamento após uma centrifugação, a  600xg 

durante 10 minutos. 

 

3.6 Diluição e envase 

Transcorrido o tempo de centrifugação e descarte do sobrenadante, cada tubo 

graduado continha um pellet, que foi ressuspendido numa proporção de 1:2 com os 

meios de congelamento leite desnatado-gema com 7% de glicerol (MIES FILHO, 

1982) (Tratamento 1); leite desnatado-gema com 3,5% de glicerol e 3,5% de dimetil-

formamida (Tratamento 2) e leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida 

(Tratamento 3). Os diluentes foram mantidos em banho-maria a 20�C,  visto que, 

essa foi a temperatura dos ejaculados após a centrifugação, aferida por termômetro 

digital. 

Após homogeneização sêmen-diluente, foram avaliadas a motilidade 

espermática progressiva e vigor, por meio de microscopia em aumento de 400x, 

seguida da contagem de células para posterior cálculo do número de doses e do 

volume final de diluente a ser acrescentado. O cálculo da concentração espermática, 
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empregou-se a câmara de Neubauer, com sêmen diluído na proporção de 20 

microlitros para 4,0 mL de solução formol-salina tamponada (HANCOCH, 1957). 

A concentração da dose usada foi de 100 milhões de espermatozóides em 

palhetas de 0,5 mL. As palhetas foram envasadas por aspiração, sendo que essa 

aspiração foi realizada por meio de um sonda acoplada à uma seringa de 10mL e 

identificadas de acordo com o tratamento, utilizando massa de modelar atóxica. 

 

3.7 Resfriamento 

O sêmen foi resfriado no interior de uma caixa de isopor, segundo 

metodologia descrita por BUENO (2000) para o congelamento de sêmen canino, com 

pequenas alterações. As palhetas de todos os tratamentos foram colocadas em um 

frasco de vidro mantido a 20�C e medindo 15 cm de altura e cinco cm de diâmetro, 

que foi fechado para evitar contato com água. Este frasco foi colocado dentro de 

outro recipiente de plástico, com 20 cm de altura e 12 cm de diâmetro, contendo 1500 

mL de água a 20�C. Ambos os recipientes foram acondicionados na caixa de isopor, 

previamente preparada com 3,0 litros de gelo e 3,5 litros de água a 20�C. A caixa de 

isopor de formato quadrangular possuía as seguintes dimensões: 32,5 cm de altura, 

2,0 cm de espessura e 30,0 cm de comprimento. 

O sêmen foi resfriado  a partir da temperatura inicial de 20�C atingindo em 

40’ a temperatura final de 5,0�C. A queda de temperatura da água em contato com o 

frasco de vidro, contendo as palhetas foi aferida por meio de termômetro digital, 

durante esse período. Em seguida, o frasco de vidro, ainda contendo as palhetas, foi 

acondicionado dentro de uma geladeira, que mantinha temperatura interna de 4,5�C, 

por 1:20h (período de equilíbrio). 

  

3.8 Congelamento 

Após o período de equilíbrio, as palhetas foram colocadas horizontalmente 

sobre uma grade, 5 cm acima da lâmina de nitrogênio líquido, em caixa de isopor 

apropriada. As palhetas permaneceram por 15 minutos no vapor de nitrogênio líquido 

e, após esse período, foram mergulhadas em nitrogênio a -196�C, sendo o 

armazenamento realizado em botijões de sêmen . 
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3.9 Descongelamento e teste de termo-resistência lento. 

As amostras foram descongeladas a 37�C por 50 segundos e acondicionadas 

em tubos eppendorf, previamente aquecidos em banho-maria a 37�C, para a 

realização do teste de termo-resistência lento (TTR).  

O teste de termo-resistência lento foi realizado de acordo com o protocolo 

preconizado pelo CBRA (1998), no qual o sêmen descongelados foram cobertos com 

óleo mineral pré-aquecido e incubados a 37�C, durante o período de 2 h. Desta 

forma, foram avaliados a motilidade e o vigor espermático por meio de microscopia 

de contraste de fase acoplado, em aumento de 400x nos tempos zero; cinco; 60 e 120 

minutos. 

 

3.10 Avaliação de integridade acrossômica 

A retirada de amostras seminais para a avaliação dos danos acrossomais foi 

realizada no início e no final do TTR. Assim, uma alíquota (10�L) de sêmen de cada 

partida foi acondicionada em tubo eppendorf, com solução de formol-salina 

tamponada (HANCOCH, 1957). Posteriormente, confeccionou-se a preparação úmida 

da amostra de sêmen entre lâmina e lamínula. Essa análise foi realizada por meio de 

microscopia de contraste de fase, em aumento de 1000x e sob  imersão 

(SODERQUIST et al., 1997). Foram avaliadas 200 células de cada amostra, 

considerando lesionadas as células espermáticas que apresentavam edema e 

desprendimento parcial ou total de acrossomal. 

 

3.11 Reação acrossômica 

A reação acrossômica foi avaliada por meio de esfregaços das partidas 

descongeladas e de acordo com a metodologia de coloração adotada por BRYAN e 

AKRUK (1977).  Para a realização deste protocolo, três soluções estoques foram 

preparadas: solução A (0,1% de naftol amarelo em uma solução de ácido acético a 

1% em água destildada), solução B (0,2% de naftol amarelo em água destilada) e 

solução C (0,2% de eritrosina B em água destilada). 
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As lâminas contendo os esfregaços ficaram imersas durante 30 minutos na 

solução A. Posteriormente foram lavadas por 15 segundos em ácido acético a 1% em 

água destilada, secas ao ar  e imersas por 7 minutos em uma solução 1:1  das soluções 

B e C (ajustando o pH desta mistura  para 4,6 a 5,0 com ácido acético) e secas ao ar. 

Os espermatozóides com reação acrossômica aparecem pálidos na região do 

acrossoma e aqueles que não reagiram, em cor rósea ou púrpura (LENZ et al., 1993). 

Foram contados 100 espermatozóides, em microscopia de contraste de fase, com 

aumento de 1000x, sendo avaliado o percentual de espermatozóides com acrossoma 

reagido. 

 

3.12 Análises estatísticas 

As variáveis foram submetidas aos testes de normalidade (Lilliefors) e 

homocedasticidade (Cochram e Bartlett). Posteriormente, foram submetidas à análise 

de variância (ANOVA). Apresentando significância, foi realizado o teste de 

comparação de médias de Duncan, a 5% de probabilidade de erro (SAEG, 1999). 

As variáveis que não atenderam às premissas de normalidade e 

homocedasticidade, mesmo após as transformações, foram submetidas ao teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis (SAEG, 1999). 

A correlação simples de Pearson foi utilizada para verificar as relações entre 

as características estudadas (SAEG, 1999). As médias e desvio padrão foram 

observados por meio da estatística descritiva. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 Características seminais no pré-congelamento 

As características físicas e morfológicas do sêmen “in natura” de todos os 

animais utilizados neste experimento estão sumarizados nas Tabelas 1 e 2.  

 

Tabela 1- Média (M) e desvio-padrão (DP) das características físicas do sêmen “in 
natura” de bodes da raça Alpina e Saanen. 

 
Animal 

Volume 
(mL) 

M±DP 

Turbilhonamento 
(%) 

M±DP 

Motilidade 
(%) 

M±DP 

Vigor 
(1-5) 

M±DP 

Concentração 
(x109/mL) 

M±DP 
1 1,2±0,4 4,0±0,0 87,0±7,0 3,7±0,2 1,80±0,33 
2 0,8±0,6 3,8±0.3 90,0±6,5 3,4±4,3 1,32±0,59 
3 0,8±0,2 4,1±0,2 90,0±4,6 4,0±0,3 2,11±0,54 
4 0,8±0,2 4,0±0,3 95,2±3,2 3,9±0,7 1,80±0,27 

Geral 0,9±0,1 3,9±0,1 90,5±2,9 3,7±0,2 1,70±0,00 

 

Tabela 2-Percentagem média de defeitos maiores, menores e totais do sêmen de 
bodes da raça Alpina e Saanen. 

  Animal   
 1 2 3 4 
 
Defeitos  Maiores 

 
0,4±0,2 

 
- 

 
0,2±0,4 

 
2,0±0,0 

 
Defeitos Menores 

 
3,2±4,3 

 
3,2±3,7 

 
3,7±4,1 

 
3,8±4,0 

 
Defeitos Totais 3,6±1,74 3,2±0,7 3,9±1,69 5,8±4,0 
 

 

4.2. Características seminais no pós-descongelamento 
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Todas as partidas descongeladas apresentaram requisitos superiores aos 

exigidos para sêmen descongelado, no que se refere aos aspectos de motilidade e 

vigor pós-descongelamento, de acordo com as exigências do Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (CBRA, 1998).  

A motilidade média pós-descongelamento, independente do tratamento foi de 

61,0%. Entretanto, essa variável isoladamente não deve ser associada com possíveis 

taxas de prenhez, uma vez que SIQUEIRA (2004) relata correlação negativa entre a 

motilidade espermática pós-descongelamento e a taxa de fertilidade (r:-0,22). Da 

mesma forma, CORREA et al (1997b) não observaram diferença entre a motilidade 

espermática pós-descongelamento, em touros com baixa e alta fertilidade. Estes fatos 

podem ser explicados, pelas lesões de membrana e de acrossoma que ocorrem, 

durante o processo de criopreservação, independentemente da motilidade 

(BARBOSA, 1999). 

Foi observada uma perda de 30,0% da motilidade inicial, valor menor ao 

observado por MCLAUGHLIN et al. (1992), que verificaram ter o processo de 

criopreservação diminuído a motilidade média dos espermatozóides em cerca de 40% 

dos valores iniciais, com redução maior no sêmen de pior qualidade. Esse declínio da 

motilidade pós-descongelamento é esperado, uma vez que o processo de 

criopreservação pode diminuir a viabilidade espermática, além de promover danos 

estruturais não correlacionados diretamente e inicialmente com a motilidade 

(WATSON, 1995).  

Um dos fatores que limita a fertilidade do sêmen criopreservado é o período 

de sobrevivência destes após o descongelamento, que pode ser avaliado pelo teste de 

termo-resistência lento. Neste trabalho, a motilidade espermática média observada ao 

final do TTR foi de 14,2% (Tabela 3).  

A queda da motilidade espermática observada ao final do TTR pode ser 

decorrente da perda dos componentes intracelulares ou de lesões estruturais das 

membranas das células espermáticas, provenientes tanto dos processos de 

congelamento, quanto do descongelamento. WATSON (1995) citado por SIQUEIRA 

(2004) relata que embora o declínio da motilidade espermática possa ser explicado 

com base nas mudanças do transporte ativo e permeabilidade de membrana 
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plasmática dos espermatozóides, é também possível que alterações na energia 

disponível ou danos nos elementos do axonema possam contribuir para esse 

fenômeno. 

A motilidade espermática pós-descongelamento não foi afetada (P>0,05) 

pelos diferentes crioprotetores (Tabela 3). Esse resultado difere do observado por 

KEITH (1998), que ao avaliar o glicerol e diferentes amidas, entre elas a dimetil-

formamida, na criopreservação de espermatozóides eqüinos, observou diferença na 

motilidade progressiva espermática pós-descongelamento entre os tratamentos. 

Segundo essa autora, o sêmen criopreservado com glicerol teve motilidade pós-

descongelamento superior aos demais crioprotetores estudados (P<0,05). Esses 

distintos resultados podem estar associados tanto a diferença de metodologia aplicada 

para a criopreservação, como o período de equilíbrio mais prolongado adotado por 

esta autora, quanto à características intrínsecas do sêmen da espécie envolvida. 

 
Tabela 3 – Média e desvio-padrão da motilidade espermática progressiva, durante o 
teste de termo-resistência lento, de sêmen congelado com três diluentes, em caprinos 
da raça Alpina e Saanen. 

 

Tempo de incubação 

                   

Tratamentos 

 

 (minutos)  1 

M±DP 

2 

M±DP 

3 

M±DP 

0 67,8±15,8a 61,1±28,0a 53,6±23,1a 

5 53,5±21,7a 56,6±21,3a 42,1±23,5a 

60 32,2±22,0a 43,3±28,4a 34,7±23,8a 

120 14,2±3,0a 36,9±27,8b 22,1±21,5ab 

Médias com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si (P<0,05), pelo teste de 
Duncan. MP- motilidade progressiva. Tratamento 1- diluente leite desnatado-gema com 7% de 
glicerol; Tratamento 2- diluente leite desnatado-gema com 3,5%de glicerol e 3,5% de dimetil- 
formamida; Tratamento 3- diluente leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.  
 
 

Ao final do TTR, as partidas congeladas com a associação de glicerol e 

dimetil-formamida apresentaram motilidade espermática superior, quando 

comparadas com as congeladas com glicerol (P<0,05), porém não apresentaram 

diferença significativa das partidas que continham a dimetil-formamida, como único 
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crioprotetor (P>0,05) (Tabela 3). Este fato pode estar associado à boa proteção que a 

combinação de crioprotetores pode oferecer na criopreservação celular, quando 

comparada com o uso isolado de crioprotetores (DALIMATIA e GRAHAM, 1997). 

No bode, a remoção do plasma seminal, por meio da centrifugação, aumenta a 

percentagem de células vivas e a motilidade espermática progressiva após a 

criopreservação em diluentes à base de gema de ovo ou leite (LEBOEUF et al., 

2000). Assim, foi observada correlação positiva entre a porcentagem de células 

integras no pós-descongelamento com a motilidade espermática progressiva retílinea 

observada em diferentes períodos da criopreservação (P<0,05). Segundo TULY e 

HOLTZ (1994) e SIMPLÍCIO e MACHADO (1995) a presença de plasma seminal de 

caprinos é desfavorável à congelabilidade, sendo que a sua remoção promove maior 

sobrevivência dos espermatozóides pós-descongelamento. 

O processo de criopreservação do sêmen causa danos ultra-estruturais, 

bioquímicos e funcionais aos espermatozóides, resultando na redução da motilidade e 

viabilidade espermática (LEBOEUF et al., 2000). Desta forma, foi observada redução 

do vigor das células criopreservadas, quando comparadas ao exame do sêmen “in 

natura”, entretanto, essa variável não diferiu entre os tratamentos (P<0,05) (Tabela 

4). 

 
Tabela 4 – Média e desvio padrão do vigor espermático no pós-descongelamento, 
submetidos ao teste de termo resistência lento, de sêmen de bodes da raça Alpina e 
Saanen, criopreservados em três diferentes diluentes.  

 

Tratamentos 

 

Tempo de incubação 

(minutos) 1 2 3 

0 3,6±0,4a 3,3±0,7a 3,2±0,8a 

5 3,2±0,4a 3,2±0,7a 3,0±0,7a 

60 2,5±0,6a 2,9±0,8a 2,6±0,8a 

120 1,8±0,6a 2,5±0,9a 2,1±0,9a 

Médias com letras iguais na mesma linha não diferem entre si (P>0,05). 
Tratamento 1 – diluente leite desnatado-gema com 7% de glicerol 
Tratamento 2 – leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida 
Tratamento 3 – diluente leite desnatado-gema com 3,5 glicerol e 3,5% de dimetil- formamida. 
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SANTOS (2003) utilizando o mesmo procedimento de descongelamento 

realizado neste trabalho, não observou diferença no vigor pós-descongelamento, ao 

utilizar 5% de dimetil-formamida e etilenoglicol na criopreservação de 

espermatozóides caninos. Contudo, ao realizar o descongelamento por 75°C por sete 

segundos, seguido de estabilização 37°C por um minuto, houve superioridade do 

meio diluente contendo dimetil-formamida a 5%, demonstrando que a etapa de 

descongelação tem influência decisiva sobre a viabilidade dos espermatozóides 

submetidos à criopreservação. 

Os resultados do TTR, em geral, evidenciaram uma queda linear dos 

parâmetros de motilidade espermática progressiva e vigor, ao longo de duas horas de 

duração do teste, como demonstram as figuras 1 e 2. Sendo, que este comportamento 

também foi observado por SIQUEIRA (2004), ao avaliar partidas de sêmen 

descongeladas de touros. 

DIMITROPOULUS (1972) citado por BARNABÉ (1981) observaram, por 

meio da avaliação de sêmen criopreservados de touros no teste de termo resistência, 

baixa percentagem de espermatozóides com movimentos progressivos (5%), 

associados com baixa fertilidade. 

 

 
Figura 1 – Vigor espermático de sêmen descongelado de bodes da raça Alpina e Saanen, 
congelados em três diferentes diluentes e submetidos ao teste de termo-resistência lento. 
T1 – diluente leite desnatado-gema com 7% de glicerol. 
T2 – diluente leite desnatado-gema com 3,5 glicerol e 3,5%de dimetil-formamida. 
T3 – leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida. 
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Figura 2 – Motilidade espermática progressiva de sêmen descongelado de bodes da raça 
Alpina e Saanen, congelados em três diferentes diluentes e submetidos ao teste de termo-
resistência lento. 
T1 – diluente leite desnatado-gema com 7% de glicerol. 
T2 – diluente leite desnatado-gema com 3,5 glicerol e 3,5% de dimetil-formamida. 
T3 – leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida. 
 

A concentração de dimetil-formamida utilizada neste experimento foi 

escolhida com base nos valores, com os quais esse crioprotetor vem sendo utilizado 

para outras espécies.  MEDEIROS et al. (2002) e GOMES et al. (2002) sugeriram a 

utilização da dimetil-formamida a 5% para a preservação dos espermatozóides 

eqüino. Já, VIDAMENT et al. (2002) observaram decréscimo da vitalidade dos 

espermatozóides eqüino com a utilização de dimetil-formamida a 5%, sendo que a 

concentração de 2% apresentou melhores resultados. Estes resultados demonstram a 

necessidade de estudos das diferentes concentrações de dimetil-formamida para a 

criopreservação espermática, levando-se em conta a espécie estudada. 

 
4.3. Integridade funcional da membrana plasmática 

A integridade funcional da membrana plasmática, principalmente da cauda, 

foi avaliada utilizando o teste hiposmótico (HO), que possibilita analisar a capacidade 

do espermatozóide de reagir em um meio hipotônico, quando o mesmo possui 

membrana plasmática funcionalmente ativa. O influxo de água é observado mais 
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facilmente na região da cauda, sendo caracterizado pelo seu enrolamento 

(JEYENDRAN et al., 1984; KUMI-DIAKA, 1993). 

Após o procedimento de criopreservação espermática foi observada uma 

perda da integridade celular de 19%, que pode ser tanto atribuída às lesões 

normalmente esperadas após a criopreservação, quanto ao procedimento de 

centrifugação. Adicionalmente, este valor pode ser considerado baixo, quando 

comparado com a perda de 30% relatada por SANTOS (2003). 

SANTOS (2001) observou uma perda de 14,3% de integridade de membrana 

plasmática entre o sêmen “in natura” e descongelado da espécie caprina. Entretanto, 

a osmolaridade utilizada pelo autor foi de 60 mOsmol/Kg, diferente da utilizada neste 

experimento, de 100 mOsmol/Kg. Segundo FONSECA et al. (2001) a osmolaridade 

de 100 e 150 mOsmol/L são mais eficazes para a avaliação de sêmen caprino 

descongelado, visto que, promove maior percentagem de caudas dobradas.  

Segundo Hossain et al. (1998) citado por SIQUEIRA (2004) a resposta 

mediana observada ao teste hiposmótico após a criopreservação pode estar associada 

aos danos que a cauda espermática sofreu durante o congelamento e o 

descongelamento, o que diminui a capacidade dos espermatozóides de reagirem com 

o aumento do volume celular, em resposta à baixa osmolaridade. Além disso, o 

próprio meio de congelamento pode induzir ao estresse osmótico, o que resultaria em 

lesões da estrutura celular (CORREA e ZAVOS, 1994). 

BITTENCOURT (2003) observou menores percentuais de células reativas a 

teste hiposmótico, quando utilizou 7% de glicerol para criopreservação de sêmen 

caprino. Contudo, no presente estudo, o tratamento que continha este crioprotetor não 

diferiu dos demais em relação ao percentual de células reativas ao teste hiposmótico 

(P>0,05) (Tabela 5), o que pode estar relacionado provavelmente a uma melhor 

proteção do diluente leite desnatado-gema durante a criopreservação, uma vez que 

BITTENCOURT (2003) utilizou o diluente Tris-gema. Os fosfolipídios presentes no 

leite (QUINN e WHITE, 1966) e na gema de ovo (WATSON, 1995) interagem com a 

membrana plasmática, promovendo alterações estruturais na membrana plasmática 

dos espermatozóides, permitindo com isso, sua adaptação a baixas temperaturas. 
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Foi observada correlação positiva (0,5) entre a percentagem de células 

reativas ao hiposmótico pós-descongelamento com motilidade espermática 

progressiva e vigor no sêmen “in natura”(P<0,05). Estes resultados demonstram a 

real influência da integridade espermática sobre os parâmetros motilidade 

espermática progressiva e vigor espermático.  

 

Tabela 5 –Média e desvio padrão de espermatozóides íntegros em sêmen “in natura” 
e pós-descongelamento, observados no teste hiposmótico e diferentes diluentes de 
criopreservação em bodes da raça Alpina e Saanen. 

        
Tratamentos 

H.O.F 
 

M±DP 

H.O.D 
 

M±DP 
1 73±11,7a 57±14,2a 
2 73±11,7a 54±16,3a 
3 73±11,7a 52±14,4a 

Médias com letras iguais sobrescritas na mesma coluna não diferem entre si (P>0,05). 
H.O.F. - células espermáticas reativas ao hiposmótico do sêmen in natura. 
H.O.D- células espermáticas reativas ao hiposmótico do sêmen descongelado. 
Tratamento 1- diluente leite desnatado-gema com 7% de glicerol. 
Tratamento 2- diluente leite desnatado-gema com 3,5%de glicerol e 3,5% de dimetil-
formamida. 
Tratamento 3- diluente leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida  
 

Foi observada relação positiva entre a motilidade espermática progressiva, 

avaliada durante o TTR e percentagem de células reativas ao hiposmótico pós-

descongelamento (P>0,01). Da mesma forma, MELO (1999) observou valores 

médios de relação entre o teste hiposmótico e a motilidade espermática. Contudo, 

PENÃ & LINDE-FORBERGS (2000) citam que o período de incubação é mais 

deletério para a motilidade espermática que para a integridade da membrana dos 

espermatozóides. Segundo ROTA et al. (1997) este fato ocorre porque o decréscimo 

na população de células íntegras estaria relacionado aos danos latentes causados pelo 

congelamento ou descongelamento e não ao tempo de incubação propriamente. 

 

4.4. Integridade Acrossômica 

O acrossoma parece ser especialmente afetado pelo choque de temperatura e 

pode exibir características como edemas, vacuolizações e até desprendimento do 
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segmento equatorial (WATSON, 1996). Assim, estas condições foram esperadas e 

observadas durante as análises no presente estudo. 

Foi observado um aumento de 3% nos danos acrossomais (Tabela 6), durante 

o TTR lento. Similar resultado foi também observado no experimento realizado por 

SANTOS (2001), durante a criopreservação de sêmen caprino e seguindo a mesma 

metodologia de avaliação. Segundo este autor, a integridade da membrana 

espermática diminui com a elevação da temperatura. 

 Os valores médios para os percentuais de acrossomas lesados, observados no 

início e no fim do TTR encontram-se sumarizados na Tabela 6,  sendo que os danos 

acrossomais não diferiram entre os diferentes crioprotetores (P>0,05). Resultados 

diferentes foram observados por MEDEIRO et al. (2003) e KEITH (1998), que 

comentaram a superioridade das amidas, como a dimetil-formamida, em relação ao 

glicerol na manutenção da integridade acrossômica. Segundo esses autores,  a 

eficiência das amidas pode estar relacionada ao seu menor peso molecular em relação 

ao glicerol, conferindo-lhe uma maior permeabilidade de membrana plasmática e 

acrossomal. 

Independente do tratamento, o valor médio de lesões acrossômicas observado 

(8,0%) foi muito inferior aos 22% relatados por BARBOSA (1999) estando porém, 

mais próximo da média observada por MÉNDEZ et al. (1994), que foi de 9,2%. 

Possivelmente, estes diferentes resultados podem estar associados às diferentes 

metodologias utilizadas, como a não retirada do plasma seminal  e as características 

avaliadas durante os exames microscópicos. 

O processo de descongelamento pode ser tão deletério, quanto o 

congelamento. Assim, a metodologia de descongelamento influencia a viabilidade 

dos espermatozóides pós-descongelamento (PENÃ e LINDE-FORSBERG, 2000). 

SODERQUIST et al. (1997) avaliando a integridade acrossomal de espermatozóides  

de carneiros descongelados a 35ºC, observaram média de 67,6% de acrossomas 

intactos. Já, no presente estudo, após o descongelamento a 37ºC foi observado 

inicialmente 95% de acrossomas intactos. Estes valores devem ser considerados, visto 

que a motilidade progressiva associada aos danos acrossomais podem ser 
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considerados como indicadores da capacidade fertilizante do sêmen (MÉNDEZ et al., 

1994). 

 SANTOS (2003) pela criopreservação de sêmen canino, observou alto 

percentual de patologias de acrossoma pós-descongelamento (26,3%), principalmente 

edema, quando utilizou dimetil-formamida a 5%. Entretanto, no presente estudo, esse 

alto percentual de patologias acrossômicas não foram observadas, quando foram 

utilizados esse mesmo crioprotetor e mesma concentração no tratamento realizado 

(Tabela 7), demonstrando os possíveis benefícios que a dimetil-formamida pode 

promover na criopreservação da célula espermática caprina, em relação a sua 

utilização para a espécie canina. 

 
Tabela 6 –  Média e desvio padrão das lesões acrossômicas no início e no final do 
teste de termo-resistência lento, em sêmen de bodes da raça Alpina e Saanen, 
criopreservados com diferentes diluentes. 

Tratamento L.A. TTR0 L.A. TTR120 
 

1 5,0±5,2a 7,4±6,4a 

2 5,0±4,0a 8,3±6,5a 

3 5,0±5,9a 8,2±6,3a 

Média 5,0±5,3 8,0±6,4 

L.A.TTRO - lesões acrossômicas no início do TTR (0,0h). 
L.A. TTR120 – lesões acrossômicas no fim do TTR (1,0h). 
Tratamento 1- Leite desnatado-gema com 7% de glicerol;  
Tratamento 2-Leite desnatado-gema com 3,5% de glicerol com 3,5% de dimetil-formamida;  
Tratamento 3- Leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.  
Médias com letras iguais sobrescritas na mesma linha e na mesma coluna não diferem entre si 
(P>0,05). 
 

4.5. Reação acrossômica. 

 Segundo SILVA (1998), o teste de reação acrossômica é um indicador do 

potencial de fertilidade de touros zebuínos, comprovado pela relação existente com a 

taxa de prenhez a campo, além de correspondente taxa de fecundação “in vitro”. O 

teste é útil para a indústria de produção de sêmen congelado não só por 

complementar, mas também pela superioridade a outros testes comumente 

relacionados ao exame andrológico. 
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O índice médio de reações acrossômicas observadas foi de 24,8%, valor 

intermediário aos 14% e 34% (SILVA, 1998) e superior aos 9,85% (SIQUEIRA, 

2004) observados em sêmen criopreservados de touros. Sendo que o último autor não 

observou correlação significativa entre este teste e fertilidade. Esse valor médio de 

reação acrossômica opõe-se ao elevado número de espermatozóides, que mantiveram 

a integridade acrossômica, pós-descongelamento. 

A freqüência da reação acrossômica das amostras pode ser observada na 

Figura 3, sendo determinadas pela coloração com eritrosina-ácido flaviânico, sendo 

que não se observou diferença (P> 0,05) entre os diferentes crioprotetores. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 3- Percentagem de reação acrossômica em sêmen descongelado de bodes das raças 
Alpina e Saanen, congelados com diferentes diluentes.  
Tratamento 1- Leite desnatado-gema com 7% de glicerol;  
Tratamento 2-Leite desnatado-gema com 3,5% de glicerol com 3,5% de dimetil-formamida;  
Tratamento 3- Leite desnatado-gema com 5% de dimetil-formamida.  
 
 

Os maiores valores para motilidade pós-descongelamento foram associados 

com superiores percentagens de células que reagiram ao teste. Resultados 

semelhantes foram observados por BARNABÉ et al. (1981b) que inferiram altos 

valores de motilidades progressiva  associadas a maiores  percentagens de acrossomas 

normais. Entretanto, SIQUEIRA (2004) relatou correlação negativa para o teste de 

reação acrossômica e a motilidade progressiva espermática pós-descongelamento. 

O teste de reação acrossômica induzida indica a população de células da 

partida, que teriam estas modificações no trato reprodutivo da fêmea, além disso, tem 

alta correlação com a taxa de fertilidade (SILVA, 1998). 
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 O alto índice de células, que não reagiram ao teste, demonstraram que houve 

reação acrossômica precoce, durante a criopreservação e pode estar relacionado à 

dois fatores: a desestabilização prematura da membrana espermática, devido ao 

processo de criopreservação (WATSON, 1995) e ausência de plasma seminal nas 

amostras criopreservadas, uma vez que a remoção do plasma seminal torna o 

espermatozóide mais susceptível à fatores, que induzem a reação acrossômica 

precoce (IBORRA et al., 2000). 

A conseqüente desestabilização das membranas, pelo processo de 

criopreservação, sendo responsável pela reação acrossômica prematura dos 

espermatozóides, tem sido associada com queda da viabilidade dos espermatozóides e 

redução da sua fertilidade, após a inseminação (WATSON, 1995). Clarke e Jhonson 

1987, citados por WATSON (1995) verificaram aumento na proporção de 

espermatozóides de bodes, com acrossomas reagidos no pós-descongelamento entre a 

população selecionada pelo “swim-up”, visto que houve penetração espermática “in 

vitro”, sem nenhum período de incubação. 

O tratamento contendo o glicerol, como único crioprotetor, apresentou maior 

número de células espermáticas reativas ao teste de reação acrossômica, confirmando 

a correlação negativa observada por SIQUEIRA (2004) para o teste de reação 

acrossômica e a motilidade espermática progressiva pós-descongelamento. 

O diluente utilizado à base de gema de ovo pode ter contribuído para os 

baixos índices de reação acrossômica induzida, uma vez que a utilização de diluentes 

com essa base reduzem a percentagem de reação acrossômica induzida (BIELFELD 

et al., 1990).  
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5. CONCLUSÕES 

 
 

A dimetil-formamida pode ser uma alternativa, como crioprotetor isolado ao 

associado ao glicerol, mantendo a qualidade espermática caprina, após a 

criopreservação. 
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