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1. INTRODUÇÃO 
 
A ovinocultura é uma atividade econômica 
em contínua expansão no Brasil. Dados do 
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
(IBGE) permitem observar que, entre os 
anos de 1975 e 2003, o rebanho ovino 
brasileiro chegou a crescer até 455% em 
algumas regiões brasileiras. Isto mostra 
aumento da importância da atividade e, 
consequentemente, sua contribuição para a 
composição do produto interno bruto (PIB) 
do agronegócio brasileiro. 
 
A atividade apresenta potencial de 
exploração econômica, uma vez que, mesmo 
com todo o crescimento apontado pelo 
IBGE, o fornecimento interno de carne 
ovina ainda está aquém da real demanda. A 
produtividade dos rebanhos, a precocidade 
do animal ao abate e a qualidade do produto 
final são entraves para o crescimento mais 
acelerado no Brasil (Diesel, 2007). Sem 
levar em conta as importações, a oferta per 
capita de carne ovina foi de 615,6g em 
2005, enquanto o consumo per capita foi de 
800,0g (IBGE, 2005), o que ressalta o déficit 
no abastecimento do mercado interno.  
 
Nesse contexto, a intensificação do manejo 
reprodutivo e o melhoramento genético 
constituem etapas fundamentais para a 
expansão da atividade de forma competitiva, 
sendo os programas de reprodução assistida 
e o uso de biotecnologias ferramentas 
otimizadoras do processo (Bicudo et al., 
2003). 
 
Dentre as biotecnologias da reprodução, a 
inseminação artificial com sêmen recém 
coletado e diluído (IA) é a mais simples e 
difundida, permitindo rápida difusão do 
material genético dentro do rebanho. Aliada 
à IA, o congelamento de sêmen possibilita, 
ainda, o armazenamento e o intercâmbio 
deste material entre propriedades, bem como 
a maximização da utilização do reprodutor 
pelo fato de este fecundar  um número muito 
maior de fêmeas que em regime de monta 

natural. A IA utilizando tanto o sêmen 
fresco quanto o congelado auxilia também 
no controle de doenças contagiosas dentro 
do rebanho.  
 
O congelamento de sêmen torna possível 
ainda o armazenamento de material para 
programas de IA fora da estação reprodutiva 
fisiológica, uma vez que diversas raças de 
ovinos são estacionais e o volume e a 
qualidade do sêmen tendem a cair fora da 
estação (Amir e Volcani, 1965; Thimonier, 
1981). A composição do plasma seminal de 
ovinos também sofre influência das estações 
do ano, levando à diminuição da 
congelabilidade espermática fora da estação 
reprodutiva (Domínguez, et al., 2008). 
 
Apesar das vantagens, ainda existem 
limitações quanto ao uso do sêmen ovino 
criopreservado, devido à sua baixa 
fertilidade quando comparado ao sêmen 
fresco (Salamon e Maxwell, 1995; Salamon 
e Maxwell, 2000; Anel et al., 2006).  
 
Durante o processo de congelamento, 
ocorrem diversas lesões à estrutura 
espermática, principalmente desestabilização 
das membranas celulares. Tais danos são, 
muitas vezes, irreversíveis, o que diminui a 
viabilidade dos gametas (Holt, 2000). Dessa 
forma, a expansão da IA utilizando sêmen 
ovino congelado fica comprometida, 
principalmente quando a via de deposição é 
vaginal ou cervical.  
 
A transposição cervical na ovelha, para 
deposição intrauterina do sêmen, é 
particularmente difícil, devido à diversidade 
de formas anatômicas que podem existir 
(Halbert et al., 1990; Kershaw et al., 2005; 
Anel et al., 2006). Em ovelhas da raça Santa 
Inês, por exemplo, foi relatada a ocorrência 
de 100% de formações de fundo de saco nos 
dois primeiros anéis cervicais, o que acaba 
por funcionar como uma barreira adicional à 
transposição da cérvix (Cruz Jr., 2006).  
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A tração da cérvix com deposição intra-
uterina do sêmen é uma prática que tem sido 
adotada, porém, quando utilizada para IA 
com sêmen fresco, não traz aumento na taxa 
de concepção em relação à deposição  no 
ósteo cervical caudal (Silva et al., 2005). 
Além disso, espermatozoides 
criopreservados têm menor habilidade de 
penetrar no muco cervical, e, por isso, as 
taxas de prenhez após IA vaginal profunda 
ou cervical, usando sêmen descongelado, 
estão em torno de 25% (Maxwell, et al., 
1999; Mortimer e Maxwell, 2004).  
 
Visando minimizar esta restrição, técnicas 
de IA por laparoscopia, com deposição 
intrauterina do sêmen, têm sido amplamente 
estudadas e aprimoradas (Anel et al., 2006). 
Porém, por se tratar de uma técnica 
cirúrgica, requer equipamentos caros e mão 
de obra especializada e, assim, sua 
implementação em um rebanho dependerá 
do sistema de produção adotado e, 
consequentemente, da relação custo-
benefício proporcionada. Estudos 
demonstram que as taxas de fertilidade por 
IA laparoscópica com sêmen congelado 
estão em torno de 40% a 60% (Maxwell et 
al., 1999; Anel et al., 2006), indicando que 
ainda é necessária a busca pelo 
aperfeiçoamento das técnicas de preservação 
espermática e IA em ovinos (Salamon e 
Maxwell, 2000). 
 
Muitas pesquisas na área de criopreservação 
de sêmen têm sido realizadas com a 
finalidade de superar os entraves ligados à 
viabilidade espermática após o 
descongelamento (D’Alessandro et al., 
2000; Gil et al., 2002; Gil et al., 2003; 
Marco-Jiménez, 2004; Purdy, 2006; Fukui et 
al., 2007; Graaf et al., 2007; Paulenz et al., 
2007; Graaf et al., 2008; Nordstoga et al., 
2008). Taxas de resfriamento e 
congelamento de sêmen e composição de 
meios diluidores são focos de pesquisa. 
Apesar de todo o trabalho realizado nos 
últimos 60 anos, os constituintes básicos de 
um meio diluidor continuam sendo os 

mesmos. Gema de ovo ou leite e glicerol 
continuam sendo indispensáveis para a boa 
preservação das células espermáticas da 
maioria das espécies (Bergeron e 
Manjunath, 2006).  
 
No entanto, existem grandes variações 
quanto à qualidade dos ovos, principalmente 
devido ao tempo e forma de armazenagem 
(Bousseau et al., 1998). Também já foi 
comprovado que a gema de ovo possui 
fatores que inibem a respiração celular, o 
que diminui a motilidade espermática após o 
descongelamento (Kampschmidt et al., 
1953; Pace e Graham, 1974; Watson e 
Martin, 1975). 
 
Acredita-se que o efeito crioprotetor da 
gema de ovo é conferido pela sua fração 
lipoproteica de baixa densidade (LBD), e, 
assim, muitos estudos têm sido conduzidos 
na tentativa de elucidar os reais mecanismos 
de ação dessas lipoproteínas (Manjunath et 
al., 2002; Bergeron et al., 2004; Bergeron e 
Manjunath 2006), bem como sua 
aplicabilidade para o congelamento de 
sêmen de diversas espécies (Manjunath et 
al., 2002; Moussa et al., 2002; Amirat et al., 
2004; Juliani et al., 2004; Amirat, et al., 
2005; Jiang, 2007; Bencharif et al., 2008; 
Varela Jr. et al., 2008; Ahmad et al., 2008; 
Neves, 2008). 
 
Dessa forma, o presente trabalho teve por 
objetivo avaliar a eficácia da substituição da 
gema de ovo por diferentes concentrações de 
lipoproteínas de baixa densidade, in natura e 
liofilizada, na criopreservação de 
espermatozoides ovinos.  
  
 

2. REVISÃO DE LITERATURA  
 
2.1 Membranas celulares 
 
Todas as membranas biológicas, 
independentemente de sua função, possuem 
estrutura geral semelhante: moléculas de 
fosfolipídeos, glicolipídeos, colesterol, e 
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proteínas que formam um fino filme, 
estabilizadas por interações não-covalentes 
(Alberts et al., 2002). A conformação das 
membranas é em forma de bicamada, 
ficando a fração hidrofílica dos fosfolipídeos 
disposta externamente e a hidrofóbica 
voltada para o interior. Toda essa estrutura é 
dinâmica e fluida, onde os fosfolipídeos 
podem se mover lateralmente, rotacionar e, 
raramente, passar do lado interno para o 
externo da membrana ou vice-versa. As 
proteínas são classificadas como 
transmembranas (ou integrais) e periféricas, 
estando distribuídas por toda a membrana 
(Zafian, 1984; Alberts et al., 2002).     
 
Os lipídeos correspondem a cerca de 50% da 
massa total de todas as membranas celulares 
(Alberts et al., 2002), sendo 70% compostos 
por fosfolipídeos, 25% por lipídeos neutros e 
5% por glicolipídeos. No espermatozoide, o 
conteúdo total de colesterol, o lipídeo neutro 
encontrado em maior abundância, apresenta 
grande variação entre espécies, indivíduos e 
até entre ejaculados (Flesch e Gadella, 
2000). Por atuar restringindo a 
movimentação dos fosfolipídeos, o 
colesterol estabiliza as membranas e, dessa 
forma, auxilia na resistência espermática ao 
choque térmico e à criopreservação. Assim, 
para a maioria das espécies domésticas, 
quanto maior a relação 
colesterol/fosfolipídeos, nas células 
espermáticas, mais resistente será a célula. 
Espermatozoides de carneiro possuem 
relação de 0,4-0,5 e são altamente sensíveis, 
enquanto espermatozoides de humanos 
possuem relação de 0,9-1,0 e apresentam, 
comparativamente a outras espécies de 
animais, alta resistência ao choque térmico 
(Darin-Bennett e White, 1977). 
 
2.2 Alterações nas membranas celulares 
decorrentes do resfriamento 
 
Durante o resfriamento, as membranas 
celulares passam pela fase termotrófica de 
transição, onde a membrana passa do estado 
fluido (estado fisiológico) para a forma de 

gel (Watson, 1981; Mazur, 1984). Nesta 
fase, dependendo do grau de saturação de 
cada classe de fosfolipídeos e glicolipídeos, 
a gelificação ocorre em diferentes 
temperaturas. Se a taxa de resfriamento for 
alta, esse efeito é exacerbado e categorias 
dessas moléculas tendem a se agrupar, 
desarranjando a estrutura da membrana. 
Como consequência, algumas dessas 
moléculas perdem a forma de bicamada 
durante o reaquecimento e formam uma 
estrutura circular, em monocamada, 
chamada de hexagonal II. Essa estrutura 
aumenta a permeabilidade da membrana, 
levando à perda de conteúdo celular, ATP, 
ácidos nucleicos, fosfolipídeos, várias 
enzimas metabólicas, potássio, além de 
aumentar a permeabilidade da membrana 
aos cátions e à água. Todas essas alterações 
são conhecidas como choque térmico (Parks 
e Graham, 1992; Watson, 1995; Parks, 1997; 
Watson, 2000). 
 
Para minimizar esses efeitos, é preconizado 
o resfriamento lento do sêmen ovino, 
principalmente entre 15 e 5°C (Salamon e 
Maxwell, 1995), já que o resfriamento 
rápido entre 30 e 15°C aparentemente não 
afeta sua viabilidade após o 
descongelamento (Fiser e Fairfull, 1986). 
 
Outra fase crítica de temperatura é durante o 
congelamento, de -15 a -60°C (Mazur, 
1984). Antecedendo esta, entre -5 e -15°C, 
ocorre formação de cristais de gelo no meio 
extracelular, porém o conteúdo celular ainda 
permanece resfriado. Com a formação dos 
cristais, a concentração dos solutos 
extracelulares aumenta, e, dessa forma, a 
célula perde água para o meio externo. Entre 
-15 e -60°C, a taxa de congelamento irá 
predizer o grau de desidratação celular. Se a 
taxa de congelamento for lenta, haverá 
tempo suficiente para a célula perder água 
por exosmose e, assim, evitar a cristalização 
no interior da célula. Ao contrário, altas 
taxas de congelamento não permitem 
desidratação suficiente, levando, desse 
modo, à formação de cristais de gelo 
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intracelulares. Tais cristais lesam as 
membranas espermáticas, provocando, 
muitas vezes, a morte celular (Mazur, 1984). 
No entanto, Byrne et al. (2000) 
demonstraram que, quando submetidos a 
uma taxa de congelamento rápida, os 
espermatozoides possuem maior capacidade 
de fecundação in vitro e maiores taxas de 
fecundação após inseminação, quando 
comparados com os congelados de forma 
lenta. 
 
Pequenos cristais de gelo são 
termodinamicamente instáveis e, durante o 
descongelamento, tendem a se fundir, 
formando cristais de gelo maiores. Esse 
fenômeno é chamado “recristalização” e, 
quando ocorre no meio intracelular, 
dependendo do tamanho e da quantidade de 
cristais, pode levar a lesões de membrana e 
morte celular (Mazur, 1984). Daí a 
importância do método de descongelamento, 
que deve ser rápido o suficiente para impedir 
recristalização sem reduzir a viabilidade 
espermática.  
 
Paulenz et al. (2007) trabalharam com duas 
temperaturas de descongelamento de sêmen 
de ovinos (a 50°C por 9s e a 35°C por 12s) e 
não encontraram diferença significativa na 
fertilidade após a inseminação no fundo de 
saco vaginal. Nordstoga et al. (2008) 
também não encontraram diferença nas taxas 
de fertilidade após a inseminação quando 
descongelaram o sêmen de ovinos a 35°C 
por 20s ou a 70°C por 9s. Assim, não 
havendo diferença na fertilidade, a 
temperatura de descongelamento mais 
frequentemente utilizada é de 35 a 37°C, por 
ser fácil de ser atingida a campo e por não 
haver perigo de morte celular por 
prolongado tempo de exposição às altas 
temperaturas.    
 
2.3 Crioprotetores 
 
Foi observado que, desde a formação do 
primeiro cristal de gelo extracelular até o seu 
descongelamento e total retorno à sua 

condição fisiológica, a célula passa por uma 
série de fenômenos físico-químicos, cada 
um dos quais potencialmente letais. O 
sucesso na criopreservação requer, então, 
que todos esses eventos sejam evitados ou 
anulados (Mazur, 1984).  
 
Com a finalidade de evitar tais eventos, 
substâncias protetoras são adicionadas aos 
meios diluidores para criopreservação de 
sêmen e são chamadas de crioprotetores. 
Estes são classificados como permeantes ou 
não permeantes. Os crioprotetores 
permeantes geralmente são solutos que 
atravessam facilmente as membranas 
celulares, atuando tanto no meio intra como 
no extracelular. Nessa categoria estão 
classificadas substâncias como glicerol, 
etilenoglicol, propilenoglicol, amidas, 
dimetilsulfóxido (DMSO) e álcoois 
poliídricos.  
 
Molínia et al. (1994) trabalharam com 
associações de etilenoglicol, propanodiol, 
DMSO e glicerol para a criopreservação de 
espermatozoides de ovinos e constataram 
que o glicerol, utilizado separadamente e na 
concentração de 6%, foi o que proporcionou 
maiores percentuais de motilidade e 
acrossomas íntegros após o 
descongelamento. Também foi constatado 
que o DMSO é ineficaz para a 
criopreservação de sêmen de ovinos. 
  
Já os crioprotetores não permeantes são 
macromoléculas que não atravessam as 
membranas celulares e atuam apenas no 
meio extracelular, como açúcares (lactose, 
trealose, rafinose, galactose, sacarose), 
proteínas do leite e da gema de ovo, 
albumina, soro e polímeros sintéticos, como 
a polivinilpirrolidona e a metilcelulose. 
Esses compostos aumentam a osmolaridade 
do meio diluidor, facilitando a desidratação 
celular durante o congelamento (Salamon e 
Maxwell, 2000). 
 
Outros açúcares, como a glicose e a frutose, 
são adicionados aos meios diluidores, 
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aumentando a osmolaridade do meio, porém, 
por serem capazes de penetrar na célula, 
acabam por balancear o gradiente osmótico. 
Além disso, tanto a glicose quanto a frutose 
são utilizadas como substrato para a 
produção de ATP pela célula espermática, 
sendo que a glicose é metabolizada 
preferencialmente devido à maior afinidade 
da enzima hexoquinase (enzima responsável 
pela primeira etapa da glicólise) por esta 
(Mann, 1964). 
 
O leite é um meio isotônico que contém 
muitos compostos favoráveis à manutenção 
da viabilidade espermática, sendo utilizado 
para o congelamento de espermatozóides de 
ovinos combinado à frutose ou à gema de 
ovo. Porém, os resultados de fertilidade 
obtidos com o seu uso em meios diluidores 
para criopreservação são inconstantes, e as 
taxas de prenhez podem variar de 0 a 75% 
dependendo da composição do diluente, da 
taxa de diluição e do método de 
congelamento utilizado (Salamon e 
Maxwell, 1995).  
 
A gema de ovo preserva a motilidade e a 
integridade de membranas espermáticas, 
além de atuar como tampão osmótico 
conferindo maior resistência às células tanto 
para meios hipotônicos quanto para 
hipertônicos (Jones e Martin, 1973). Mesmo 
sendo parcialmente substituída por outras 
substâncias, a gema de ovo continua um 
importante componente para criopreservação 
de sêmen de ovinos (Salamon e Maxwell, 
1995). 
 
Os crioprotetores mais utilizados para o 
congelamento de sêmen de ovinos são o 
glicerol e a gema de ovo. Suas 
particularidades serão descritas a seguir. 
 
2.3.1 Glicerol 
 
Desde os primeiros relatos de sua utilização 
(Polge et al., 1949; Polge, 1951; Polge e 
Rowson, 1952), o glicerol é o crioprotetor 
mais utilizado para a preservação de 

espermatozoides de diversas espécies, 
inclusive ovinos (Salamon e Maxwell, 
2000).  
 
Quimicamente é classificado como um 
álcool e apresenta fórmula molecular 
C3H8O3., sendo 3 grupamentos hidroxila , o 
que lhe confere alta capacidade de ligação 
com a água. Dessa forma, impede a 
formação e o crescimento de cristais de gelo 
no meio diluidor, além de possuir 
capacidade de penetrar na célula, regulando 
o balanço osmótico intra e extracellular. 
Poucos minutos de contato do glicerol com o 
espermatozoide (0 a 5 minutos) já são 
eficazes para promover efeito crioprotetor 
satisfatório (Salamon e Maxwell, 1995; 
Salamon e Maxwell, 2000).  
 
 O que se tem buscado em relação ao 
glicerol é o ajuste da sua melhor 
concentração. Diversos pesquisadores 
trabalharam com percentuais diferentes de 
glicerol no meio diluidor. Medina et al. 
(2004) obtiveram melhores resultados com 
3%, já Gonzáles et al. (1999) 5%, Camara et 
al., (2002) 6,8% , enquanto Barbas et al. 
(2004) encontraram 8% como concentração 
ideal. Essas diferenças provavelmente se 
devem à diferença na composição dos meios 
diluidores utilizados em cada experimento. 
Em média, a concentração de glicerol 
recomendada para ovinos está entre 4% e 
6% (Salamon e Maxwell, 2000). 
 
O glicerol possui atividade direta na 
membrana plasmática, ao contrário dos 
outros crioprotetores permeantes. Há 
evidências de que este crioprotetor se ligue 
diretamente aos fosfolipídeos da membrana 
plasmática, reduzindo sua fluidez e 
interferindo em sua permeabilidade (Parks e 
Graham, 1992; Molínia et al., 1994).  
 
Um dos mais importantes fatores que 
determinam a concentração de glicerol é a 
curva de congelamento utilizada. Fiser e 
Fairfull (1986), trabalhando com sêmen de 
ovinos, encontraram concentrações ótimas 
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de glicerol entre 4 e 6% para uma taxa de 
congelamento de -5 a -100°C/min. 
Resultados semelhantes foram encontrados 
por Salamon e Maxwell (2000), em que, 
para as mesmas concentrações de glicerol, a 
melhor motilidade após o descongelamento 
foi  obtida para as curvas de congelamento 
entre -10 e -100°C/min. Gil et al. (2003) 
testaram dois protocolos de adição do 
glicerol, a 5°C e a 15°C, e demonstraram 
que sua adição a 5°C permite maiores 
percentuais de integridade de membranas e 
menor ocorrência de reação acrossômica.  
 
Outros componentes do meio diluidor 
também influenciam na concentração ótima 
de glicerol: o conteúdo total de gema de ovo 
utilizada (Saroff e Mixner, 1955; Pace e 
Graham, 1974), os sólidos totais do leite 
(Amann e Almquist, 1957), as concentrações 
de Tris (Salamon e Visser, 1972), dentre 
outros componentes.  
 
2.3.2 Gema de Ovo e Lipoproteína de 
Baixa Densidade (LBD) 
 
Desde a descoberta de suas ações (Phillips, 
1939; Phillips e Lardy, 1940), a gema de 
ovo se tornou um aditivo indispensável para 
a manutenção do sêmen resfriado e também 
para sua criopreservação. Phillips e Lardy 
(1940), em seus primeiros estudos, 
observaram efeitos benéficos da adição de 
gema de ovo em meios para preservação do 
sêmen de bovinos a 5°C.    
 
Dentre os principais efeitos da gema de ovo, 
estão a proteção contra o choque térmico, a 
preservação da motilidade espermática, a 
diminuição da saída de enzimas acrossomais 
(hialuronidase) e a manutenção da 
integridade de membranas mitocondriais 
(Salamon e Maxwell, 2005).  
 
Apesar das vantagens, por ser um produto de 
origem animal, a gema traz riscos de 
contaminação para o diluidor de sêmen. 
Estudos apontam a importância da origem 
dos ovos utilizados em meios diluidores, 

uma vez que, dependendo de sua 
procedência, podem  estar mais ou menos 
sujeitos à contaminação.  Até mesmo os 
diluidores comerciais, à base de ovo e/ou 
leite, apresentam algum grau de 
contaminação microbiana (Bousseau et al., 
1998). O uso da gema de ovo em pó, que 
passa pelo processo de pasteurização, 
permite redução da contaminação e melhor 
padronização das amostras. A adição da 
gema de ovo em pó proporciona motilidade 
e integridade de acrossoma, após o 
descongelamento, semelhantes aos da gema 
fresca (Marco-Jimenéz et al. 2004).   
 
Outro inconveniente da utilização da gema 
de ovo em meios diluidores é a dificuldade 
de padronização das amostras, uma vez que 
a composição dos ovos pode variar 
dependendo da alimentação e da genética 
animal (Amirat et al., 2005). Além disso, 
tem sido demonstrado que a gema de ovo 
possui grânulos e outras substâncias 
(lipoproteínas de alta densidade e minerais) 
que previnem trocas metabólicas dos 
espermatozoides ou diminuem sua 
motilidade (Kampschmidt et al., 1953; Pace 
e Graham, 1974; Watson e Martin, 1975). 
Nesse contexto, pode-se imaginar que seria 
vantajosa a substituição da gema de ovo 
total apenas pelos componentes responsáveis 
pela crioproteção.   

Em 1953, o efeito protetor da gema de ovo 
foi atribuído à presença das lipoproteínas. 
Nesse ano, Kampschmidt et al. observaram 
que não havia diferença estatística na 
motilidade, após o choque térmico induzido, 
do sêmen bovino preservado em meio com 
gema de ovo ou apenas com lipoproteína. Já 
em 1974, Pace e Graham congelaram sêmen 
de bovinos com gema de ovo integral e suas 
frações de alta e baixa densidade. Neste 
estudo, foi constatado que a fração 
lipoproteica de baixa densidade conferia a 
mesma crioproteção ao espermatozoide 
bovino que a gema integral. 
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A LBD compõe cerca de dois terços dos 
sólidos totais da gema do ovo de galinha e 
está localizada na parte solúvel da gema. 
Esta lipoproteína é composta por 83 a 89% 
de lipídeos e 11 a 17% de proteínas. Da 
fração lipídica, em média, 69% são 
triglicérides, 26% são fosfolipídios e 5% 
colesterol (Cook e Martin, 1969). 

A fração lipídica da lipoproteína da gema do 
ovo provavelmente é a que está envolvida na  

 

 

 

proteção contra o choque térmico (Watson, 
1981). Foulkes (1977) e Graham e Foote 
(1987) sugeriram que a lipoproteína se adere 
às membranas celulares, protegendo-as 
contra o choque térmico.  

Hipóteses mais recentes sugerem que a LBD 
se liga às proteínas do plasma seminal 
bovino (BSPs), que são produtos secretórios 
das glândulas vesiculares (Figura 1).  

 

 

 

          

Figura 1: Mecanismo de atuação das lipoproteínas de baixa densidade em sêmen após diluição 
(adaptado de Manjunath et al., 2002). 
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As proteínas do plasma seminal bovino 
geram o efluxo de colesterol da membrana 
plasmática, causando desestabilização de 
membranas e induzindo à capacitação 
espermática. Dessa forma, a LBD evita o 
efluxo de colesterol, aumentando a 
estabilidade da membrana e a resistência a 
baixas temperaturas (Manjunath et al., 2002; 
Bergeron et al., 2004; Bergeron e Manjunath 
2006).  
 
Semelhante ao encontrado para bovinos, 
foram isoladas, em 2005, as proteínas do 
plasma seminal de carneiros (RSPs). Ainda 
não se sabe a real importância dessas 
proteínas no processo de capacitação, mas é 
comprovado que as LBDs também se ligam 
a tais proteínas (Bergeron et al., 2005).  
 
A LBD tem sido amplamente estudada como 
alternativa ao uso da gema de ovo e tem 
apresentado resultados animadores em 
diversas espécies, tanto no que tange à 
motilidade e integridade de membranas 
espermáticas, quanto à capacidade de 
fecundação in vitro após a criopreservação 
(Glover e Watson, 1987; Babiak et al., 1999; 
Amirat et al., 2004; Juliani et al., 2004; 
Amirat et al., 2005; Jiang, 2007; Ahmad et 
al., 2008; Bencharif et al., 2008; Neves, 
2008; Silva et al., 2008; Varela Jr. et al., 
2008). 
 
Silva et al. (2008) trabalharam com LBD, 
em substituição à gema de ovo, no 
resfriamento de sêmen de ovinos, usando as 
concentrações de 5, 10 e 20%. Nesse estudo, 
não foram observados efeitos benéficos da 
lipoproteína de baixa densidade sobre a 
motilidade espermática pós-resfriamento, 
porém a integridade de membranas foi 
preservada de forma semelhante ao meio 
com 16% de gema de ovo. 
 
Varela Jr. et al. (2008) utilizaram 6, 8 e 10% 
de LBD para o resfriamento de sêmen de 
cão. De 24 a 96h de estocagem a 5°C, todas  
 

as concentrações de lipoproteína de baixa 
densidade apresentaram melhores resultados 
(P<0,01) de motilidade e integridade de 
membrana plasmática  do que 20% de gema 
de ovo.  Os pesquisadores também 
congelaram o sêmen dos mesmos animais 
com os mesmos meios, apenas acrescidos de 
5% de glicerol.  Ao descongelamento, 
verificaram que todas as concentrações de 
lipoproteína de baixa densidade preservaram 
a motilidade e a integridade de membrana 
plasmática em níveis significativamente 
superiores (P<0,01) que o tratamento com 
gema de ovo. Porém, em nenhum dos 
estudos, foi observada variação entre os 
tratamentos utilizando diferentes 
concentrações de lipoproteína de baixa 
densidade.  
 
Bencharif et al. (2008) obtiveram 6% de 
LBD como concentração ótima para 
congelamento de sêmen de cão, em que a 
motilidade média após o descongelamento 
foi de 55,3%, comparada a 27,7% 
encontrada com o uso do meio diluidor com 
20% de gema. A integridade de membrana 
acrossomal também foi superior para o meio 
com 6% de LBD, com média de 81,3% de 
células com membranas íntegras, enquanto 
os espermatozoides criopreservados em 
meio com 20% de gema apresentaram 
apenas 56,6% de integridade de membranas.  
 
Neves (2008) também obteve resultados 
satisfatórios com a substituição da gema de 
ovo pela LBD no congelamento de sêmen 
canino. Em seu estudo, foi observado que a 
utilização de 8, 16 e 20% de lipoproteínas de 
baixa densidade no meio diluidor foi capaz 
de promover, após o descongelamento, 
resultados similares aos encontrados para os 
espermatozoides diluídos em meio com 20% 
de gema. A autora também utilizou as 
mesmas concentrações de lipoproteínas sob 
a forma liofilizada e pôde observar que 8% 
de LBD liofilizada também proporcionou 
resultados semelhantes (P>0,05) aos obtidos 
com lipoproteínas frescas ou gema de ovo 
total. 
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Para o congelamento de sêmen de suínos, 
Jiang et al. (2007) encontraram 9% de LBD 
como concentração ideal no meio diluidor. 
Esta foi capaz de aumentar 
significativamente (P<0,05) a motilidade 
espermática pós-descongelamento e o 
percentual de integridade de membrana 
plasmática. A integridade de acrossoma e a 
atividade mitocondrial foram preservadas de 
forma semelhante por todas as 
concentrações de LBD (6, 7, 8, 9 e 10%) 
utilizadas, sendo todas superiores (P<0,05) 
ao meio controle com 20% de gema de ovo.  
  
Amirat et al. (2005) compararam um meio 
contendo 8% de LBD com dois diluidores 
comerciais, um à base de lecitina de soja e 
outro à base de gema de ovo. Para isso, 
foram utilizados ejaculados de bovinos, em 
que uma fração foi mantida a 4°C por 24h e 
a outra foi criopreservada. Após 4h de 
incubação, as diferenças entre diluidores já 
puderam ser notadas. O sêmen diluído em 
meio com 8% de LBD apresentou os 
menores percentuais de reação acrossômica 
e lise de acrossoma, além dos maiores 
percentuais de células íntegras quando 
comparadas aos outros dois diluidores 
(P<0,05). O meio diluidor contendo 8% de 
LBD também foi eficaz para a 
criopreservação, proporcionando 61,0% de 
motilidade média após o descongelamento, 
enquanto o meio comercial, à base de gema 
de ovo, mostrou 31,8% de motilidade.  
 
Em outro estudo, Amirat et al. (2004) 
compararam o potencial de fecundação in 
vitro do sêmen bovino criopreservado em 
meio com 8% de LBD com um diluidor 
comercial à base de gema de ovo. A taxa de 
clivagem foi significativamente maior com 
sêmen criopreservado em meio com 
lipoproteína de baixa densidade do que no 
meio comercial (63,0% vs 54,8%, P<0,05). 
 
Ahmad et al. (2008) trabalharam com 
criopreservação de sêmen de caprinos, em 
que foi comparado o efeito de um meio 
diluidor comercial contendo 20% de gema 

de ovo com outros diluidores contendo 
diferentes concentrações de LBD (2, 4, 6, 8 
e 10%). Os autores observaram maior 
motilidade e velocidade progressiva após o 
descongelamento no sêmen criopreservado 
em meio com 8% e 10% de lipoproteína 
quando comparado aos meios com 20% de 
gema de ovo ou com 2% de lipoproteína 
(P<0,05). Também foi constatado que o 
meio diluidor contendo 8% de LBD 
promoveu maior percentual de integridade 
de membrana acrossomal e reatividade ao 
teste hiposmótico que o diluidor com gema 
de ovo (P<0,05), sendo, dessa forma, esta 
concentração sugerida como a ideal para a 
criopreservação de sêmen de caprinos. 
 
2.4 Técnicas de avaliação espermática 
 
As técnicas de avaliação espermática in vitro 
têm por objetivo demonstrar a estrutura e a 
funcionalidade de alguns atributos 
espermáticos, de forma prática e rápida, 
procurando estimar ao longo do tempo o 
grau de lesão causada pelo método de 
preservação ao longo do tempo. Contudo, 
muitos são os parâmetros correlacionados à 
fertilidade de uma amostra. Motilidade, 
morfologia e concentração espermática são 
os parâmetros tradicionais mais simples a 
serem avaliados (Barth e Oko, 1989), porém 
estão longe de predizerem a real qualidade 
seminal. O potencial fecundante depende, 
além de um mínimo de espermatozoides 
móveis por amostra, das características do 
seu movimento, do percentual de células 
normais, da integridade de membranas e de 
sua funcionalidade, da integridade do 
conteúdo nuclear e da função mitocondrial, 
mantendo a capacidade de sofrer 
capacitação, capacidade de se aderir à zona 
pelúcida e de sofrer reação acrossômica, 
dentre outros inúmeros atributos. 
 
Assim, diversas técnicas laboratoriais têm 
sido desenvolvidas com o objetivo de 
aumentar a precisão em detectar a 
integridade dos diversos atributos e funções 
espermáticas (Sanchez-Partida et al., 1999; 
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Rodriguez-Martinez, 2003; O’Meara et al., 
2008). A associação de técnicas tem se 
mostrado bastante útil e necessária. No 
entanto, é necessário que as técnicas tenham 
alta confiabilidade e repetibilidade. 
 
2.4.1 Morfologia espermática 
 
A leitura da morfologia espermática é 
realizada para se observar alterações na 
anatomia celular, que podem estar 
diretamente correlacionadas à baixa 
fertilidade de um reprodutor (Barth e Oko, 
1989). O processo de criopreservação pode 
levar ao aumento na incidência de defeitos 
na região da cauda, causando redução na 
motilidade. Injúrias à região da cabeça e 
mais especificamente no acrossoma também 
são relatadas, principalmente em 
espermatozoides de ovinos, que são 
considerados sensíveis ao congelamento 
(Quinn et al., 1969). 
 
Diversas técnicas podem ser adotadas para 
avaliação da morfologia, com emprego de 
uma grande variedade de corantes ou pela 
técnica de preparação úmida. Esta tem a 
vantagem de evitar interações entre células e 
reagentes, além de permitir precisa 
observação da estrutura celular. Para a 
realização dessa técnica, o sêmen é diluído 
em solução de formol-salina-tamponada, em 
solução de glutaraldeído tamponada 0,2% 
(Barth e Oko, 1989) ou ainda apenas diluído 
no próprio meio de congelamento. É 
preparada uma fina gota, entre lâmina e 
lamínula, que será observada sob 
microscopia de contraste de fase ou 
microscopia diferencial de fase (DIC).   
 
2.4.2 Análise computadorizada do sêmen 
(sistema CASA) 
 
Diversos sistemas de análise 
computadorizada do sêmen têm sido 
desenvolvidos nas últimas décadas com o 
intuito de minimizar as falhas da análise 
subjetiva e aprofundar os estudos acerca da 
cinética espermática (Malmgren, 1997; 

Tardif et al., 1997; Amann e Katz, 2004). 
Dentre os parâmetros de avaliação, a 
velocidade progressiva e os padrões de 
movimentação celular têm sido 
correlacionados com testes funcionais, como 
penetração no muco cervical, penetração em 
oócitos de hamsters e resultados de 
fecundação in vitro (Centola, 1996; 
Januskauaskas et al., 1999). 
 
Neste tipo de sistema, os espermatozoides 
são identificados em imagens sucessivas que 
permitem estabelecer sua trajetória e 
diversas velocidades de deslocamento. 
Existem ajustes diferenciados para cada 
espécie, o chamado setup. É de grande 
importância a padronização do setup, de 
forma que possam ser feitas comparações de 
resultados entre laboratórios e centros de 
pesquisa (Rijsselaere et al., 2003).  
 
Apesar do alto custo, a análise 
computadorizada do sêmen possibilita 
rapidez, objetividade e repetibilidade nas 
avaliações, além de permitir identificar 
padrões precisos de hiperativação e, quando 
associada com outras técnicas, torna 
possível quantificar a produção de ATP 
(Silva e Gadella, 2006) e a integridade de 
membranas por sondas fluorescentes 
(Quintero-Moreno et al., 2003). Dessa 
forma, tem sido cada vez mais preconizada 
sua utilização, principalmente para fins de 
pesquisa (Quintero-Moreno et al., 2003; 
Amann e Katz, 2004).  
 
Toda a terminologia utilizada para os 
parâmetros fornecidos pelo sistema CASA 
foi padronizada na França, em 1988 
(Mortimer, 1997).  
 
Dentre os parâmetros avaliados pelo sistema 
CASA estão: a motilidade total (MT - %), 
como percentual de células móveis; 
motilidade progressiva (MP - %), percentual 
de espermatozoides com movimento 
progressivo; velocidade curvilínea (VAP - 
µm/s), sendo o comprimento geral da 
trajetória do espermatozoide/tempo; 
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velocidade progressiva (VSL - µm/s), 
comprimento da trajetória considerando-a 
como uma reta entre o ponto inicial e o 
final/tempo; velocidade curvilinear (VCL - 
µm/s), como distância total entre cada 
posição do centro da célula durante a captura 
da imagem/tempo; amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça (ALH - µm); 
frequência de batimentos flagelares (BCF - 
Hz);  retilinearidade (STR - %), relação 
entre espaço percorrido pelo espermatozoide 
e sua trajetória real (VSL/VAP x 100) e a 
linearidade (LIN - %), comparação entre 
trajetos retos e curvilíneos (VSL/VCL x 
100). 
 
2.4.3 Avaliação da integridade de 
membranas plasmática e acrossomal 
 
Diversos métodos de avaliação de 
integridade de membranas utilizam a 
associação de sondas fluorescentes 
(Harrison e Vickers, 1990; Valcárcel et al., 
1994; Söderquist et al., 1997; Sukardi et al., 
1997; Celeghini et al., 2007; Celeghini et 
al., 2008; Yániz et al., 2008).  Essas sondas 
funcionam como substratos que, quando 
ligados a compostos ou regiões específicas 
da célula, emitem colorações fluorescentes 
que podem ser observadas sob microscopia 
de epifluorescência. 
 
O iodeto de propídio (IP) é muito utilizado 
como marcador de integridade de membrana 
plasmática. Este é impermeável à 
membrana, somente a atravessando quando 
há alteração de permeabilidade ou 
rompimento, corando o núcleo celular em 
vermelho.  Geralmente é utilizado em 
combinação com outras sondas, como o 
diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) 
(Harrison e Vickers, 1990; Valcárcel et al., 
1994; Pérez et al., 1997; Söderquist et al., 
1997) e o conjugado isotiocionato de 
fluoresceína-Psium sativum (FITC-PSA) 
(Sukardi et al., 1997; Celeghini et al., 2007; 
Celeghini et al., 2008). 
 

A sonda isotiocionato de fluoresceína-Psium 
sativum é uma aglutinina da ervilha 
conjugada com um composto fluorescente. 
Esta aglutinina se liga a glicoconjugados da 
matriz acrossomal (Cross e Meizel, 1989). 
Dessa forma, quando a membrana 
acrossomal externa está lesada, este 
composto é capaz de penetrar e se ligar à 
matriz acrossomal, corando o seu conteúdo 
em verde-amarelado.  
 
Sukardi et al. (1997) trabalharam com a 
associação de iodeto de propídio e 
isotiocionato de fluoresceína-Psium sativum 
na detecção do status acrossomal e da 
viabilidade de espermatozoides ovinos, após 
a indução da reação acrossômica com cálcio 
ionóforo. Foi observado que, além de marcar 
a integridade da membrana acrossomal, o 
isotiocionato de fluoresceína-Psium sativum 
permite a observação do status da reação 
acrossômica. Conforme a reação progride, o 
conteúdo acrossomal é perdido e menos 
fluorescência é observada. Em 
espermatozoides em que a reação 
acrossômica já foi completada, observa-se 
somente um faixa verde fluorescente na 
zona equatorial. 
 
Celeghini et al. (2006), trabalhando com 
sêmen de ovinos, utilizaram a associação do 
iodeto de propídio e o isotiocionato de 
fluoresceína-Psium sativum com um 
fluorocromo marcador de potencial 
mitocondrial, o JC-1. Para a padronização 
deste protocolo, foi realizado o 
congelamento rápido de espermatozoides 
sem qualquer crioproteção (flash frozen), e 
estes foram adicionados em diferentes 
proporções ao sêmen in natura (íntegro). 
Desta forma, foi possível observar a 
existência de alta correlação entre o 
percentual de células lesadas e marcadas 
pelos fluorocromos específicos para cada 
estrutura espermática.  
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2.4.4 Teste hiposmótico 
 
O teste hiposmótico avalia a integridade 
funcional da membrana plasmática 
espermática. Nesta técnica, o 
espermatozoide é submetido a um ambiente 
com osmolaridade inferior à fisiológica. Na 
tentativa de estabelecer o equilíbrio 
osmótico, ocorre influxo de água para o 
compartimento mais concentrado (meio 
intracelular). Com a passagem da água, a 
membrana plasmática na região da cauda 
expande-se até se tornar túrgida e tomar um 
formato esférico, dobrando ou enrolando a 
cauda do espermatozoide. Essas alterações 
na membrana plasmática e cauda são 
facilmente observadas sob microscopia de 
contraste de fase em aumento de 400x 
(Jeyendran et al., 1984).      
 
Para a realização do teste, o tempo de 
incubação e a osmolaridade da solução são 
pontos cruciais. As soluções hiposmóticas 
são preparadas com combinações de 
açúcares e eletrólitos, que são capazes de 
provocar a reação nas células e, ao mesmo 
tempo, manter a integridade da membrana 
plasmática. Sacarose, frutose e melitose são 
os açúcares mais utilizados, e o citrato de 
sódio o eletrólito de escolha. Porém, ainda 
que com a mesma osmolaridade, soluções 
preparadas com diferentes combinações e 
concentrações dessas substâncias causam 
respostas diferentes nas células (Jeyendran 
et al., 1984). 
 
A variabilidade entre espécies na resposta 
espermática ao estresse osmótico é outro 
fator a ser considerado. Espermatozoides de 
humanos, caninos, equinos, caprinos e 
ovinos reagem à soluções com 150, 60, 100, 
60, e entre 100 e 150 mOsm, 
respectivamente (Jeyendran et al., 1984; 
Kumi-Diaka, 1993; Melo e Henry, 1999; 
Fukui et al., 2004).  
 
 
 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Local e período 
 
As coletas e a avaliação do sêmen pré-
congelamento, o congelamento e as análises 
pós-criopreservação, o teste hiposmótico e o 
teste de termorresistência foram conduzidos 
no Laboratório de Reprodução Animal da 
Escola de Veterinária da Universidade 
Federal de Minas Gerais, no período de abril 
a julho de 2008.  
 
As demais avaliações pós-criopreservação, 
análise computadorizada do sêmen (CASA), 
morfologia e a avaliação por sondas 
fluorescentes foram realizadas no 
Laboratório de Biotecnologia do Sêmen e 
Andrologia, no Centro de Biotecnologia em 
Reprodução Animal da Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia da USP-
Pirassununga, no período de novembro a 
dezembro de 2008. 
 
3.2 Animais e coleta de sêmen 
 
Foram utilizados 10 carneiros mestiços, com 
predominância da raça Santa Inês, com 
idade variando de dois a três anos e o escore 
corporal entre 3 e 4 (em escala de 1 a 5). Os 
animais foram alimentados com feno e sal 
mineral à vontade, e 200g/animal/dia de 
ração comercial para ovinos.  Todas as 
coletas de sêmen foram realizadas com 
vagina artificial previamente aquecida entre 
42 e 45ºC e utilizando como manequim uma 
ovelha em cio natural ou induzido. Antes do 
período experimental, todos os carneiros 
foram submetidos a exame andrológico, 
seguindo o sugerido pelo Manual de 
Andrologia do Colégio Brasileiro de 
Reprodução Animal (CBRA, 1998). Foram 
utilizados ejaculados que apresentaram no 
mínimo 70% de motilidade, máximo de 30% 
de anormalidades espermáticas e no mínimo 
1,8 x 109 espermatozoides por ejaculado. 
Foram coletados dois ejaculados por doador 
com intervalo de três dias. 
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3.3 Avaliação espermática pré-
criopreservação 
 
Após a coleta, o sêmen foi mantido em 
banho-maria a 37 ºC e então avaliados o 
volume e subjetivamente a motilidade, o 
vigor e o turbilhonamento espermáticos. 
Também foram coletadas amostras para 
concentração, morfologia espermática e teste 
hiposmótico. A concentração espermática 
foi determinada após de diluição do sêmen 
em solução de formol-salina tamponada na 
taxa de 1:400 e posterior contagem em 
câmara de Neubauer sob microscopia óptica 
em aumento de 400X.   
 
Para a análise de morfologia espermática, 
uma amostra do sêmen fresco foi colocada 
em solução de formol-salina tamponada 
previamente aquecida a 37°C. A leitura foi 
realizada pela técnica de preparação úmida, 
colocando-se uma gota de cada amostra 
entre lâmina e lamínula, sendo avaliada sob 
microscopia de contraste de fase (Olympus, 
BX-41), com aumento de 1000X, após 
contagem de 100 células por amostra. As 
alterações dos espermatozoides foram 
agrupadas em três categorias: defeitos de 
cabeça, de peça intermediária e de peça 
principal. 
 
A avaliação da integridade funcional da 
membrana plasmática foi feita pelo teste 
hiposmótico (Jeyendran et al.,1984), 
utilizando-se 10 microlitros do sêmen 
diluídos em 1000µL de solução de frutose-
citrato a 100 mOsm (anexo 1). Esta solução 
foi incubada a 37°C por 30 minutos, fixada 
com 50µL de formol-salina tamponada, e 
foram  analisadas 100 células por amostra 
em microscópio de contraste de fase 
(Olympus, BX-41) sob aumento de 400x. A 
porcentagem de células reativas ao HO foi 
calculada da seguinte forma:  
 

HO (%) = (% de alterações na região 
da cauda após o teste HO) – (% de 
alterações na região da cauda antes do teste 
HO) (Melo e Henry, 1999). 

3.4 Processamento do sêmen para o 
congelamento 
 
Após as análises do sêmen, cada ejaculado 
foi diluído, à temperatura ambiente, nos 
nove meios diluidores, objetivando obter 
concentração final de 100x106 
espermatozoides/mL. 
 
O meio diluidor base foi o Tris-glicose, 
como sugerido por Salamon e Visser (1972) 
(anexo 2). Os tratamentos consistiram na 
substituição da gema de ovo pelas 
lipoproteínas de baixa densidade nas formas 
fresca e liofilizada, seguindo diferentes 
concentrações. A concentração inicial foi 
baseada na pesquisa de Moussa et al. (2002), 
que obtiveram melhores resultados 
utilizando 8% p/v de lipoproteínas para a 
criopreservação de espermatozoides 
bovinos. A partir daí, optou-se por testar três 
concentrações maiores: 12, 16 e 20%, sendo 
o glicerol a 5% o crioprotetor permeante 
utilizado.  
 
Para o preparo dos meios, foram utilizados 
ovos frescos de galinha em que uma fração 
foi destinada ao preparo do meio diluidor 
controle e a outra destinada à extração das 
lipoproteínas de baixa densidade. A extração 
foi realizada segundo o protocolo descrito 
por Moussa et al. (2002), modificado por 
Neves (2008) (anexo 3). Após a extração, 
parte da lipoproteína purificada foi destinada 
ao preparo dos meios constituídos por 
lipoproteínas naturais e a outra foi 
submetida ao protocolo de liofilização 
descrito por Neves (2008) (anexo 4) e, 
posteriormente, utilizada para a confecção 
dos meios restantes, totalizando nove 
diluidores, conforme descrito a seguir.  
 
T1: Tris-glicose, 16% de gema  (controle) 
T2: Tris-glicose, 8% de LBD natural 
T3: Tris-glicose, 12% de LBD natural 
T4: Tris-glicose, 16% de LBD natural 
T5: Tris-glicose,  20% de LBD natural 
T6: Tris-glicose, 8% LBD de liofilizada 
T7: Tris-glicose, 12% LBD de liofilizada 
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T8: Tris-glicose, 16% LBD de liofilizada 
T9: Tris-glicose, 20% LBD de liofilizada 
 
Depois da diluição final, as amostras foram 
cuidadosamente homogeneizadas e 
envasadas em palhetas de 0,25mL, à 
temperatura ambiente. As palhetas foram 
seladas com massa de modelar atóxica. 
 
3.5 Resfriamento, congelamento e 
descongelamento dos espermatozoides 
 
Para o resfriamento, as palhetas foram 
acondicionadas, em posição vertical, em 
recipiente de vidro (16 cm de altura e 7,5 cm 
de diâmetro), contendo 300 mL de água a 
25°C. Este recipiente foi colocado dentro da 
câmara de resfriamento, mantida a 5°C, 
durante três horas a três horas e meia até 
atingir 5°C. Cada recipiente de vidro 
continha palhetas de todos os tratamentos, 
de apenas um animal. 
 
As curvas de resfriamento foram 
monitoradas por termômetro digital de alta 
precisão (Digi-Sense, Cole Parmer®) com o 
sensor inserido dentro de uma palheta 
contendo apenas meio diluidor. A taxa de 
resfriamento no dia 1 foi de - 0,61°C/min até 
14,9°C; dos 14,9 aos 10°C, a taxa foi de - 
0,16°C/min. e, a partir daí, a queda na 
temperatura foi de - 0,028°C/min, até 6,3°C. 
No dia 2, a taxa de resfriamento foi de - 
0,37°C/min até 14,9°C, - 0,12°C/min até 
10°C e - 0,02°C/min até 6°C.  A curva de 
resfriamento média dos dois dias de coletas 
experimentais está ilustrada a seguir (figura 
2). 

 

 
Figura 2: Curva média de resfriamento do 
sêmen ovino após a diluição nos diferentes 
meios. 
 
Após o resfriamento, as palhetas foram 
colocadas em suporte de isopor de 3cm de 
altura e dentro de uma caixa de isopor 
contendo 3cm de nitrogênio líquido. As 
palhetas permaneceram no vapor de 
nitrogênio durante 15 minutos. Após o 
congelamento, as palhetas foram imersas e 
armazenadas em botijão de nitrogênio 
líquido.  
 
O descongelamento foi realizado em banho-
maria a 37°C por 30 segundos, e as amostras 
para avaliação foram retiradas de um pool de 
três palhetas por tratamento/animal, 
descongeladas simultaneamente, e 
homogeneizadas dentro de um tubo de 
microcentrífuga de 1,5mL. 
 
3.6. Avaliação espermática após o 
descongelamento 
 
A avaliação da motilidade espermática foi 
feita por meio de análise computadorizada 
(CASA). Para isso, uma gota de 3,5µL de 
cada amostra foi colocada entre lâmina e 
lamínula, previamente aquecidas a 37°C, e 
acondicionada ao aparelho modelo Ivos-
Ultimate da Hamilton Torne Biosciences®. 
O setup foi ajustado de acordo com os 
padrões de sêmen de ovino fresco (anexo 5), 
sendo registrados os seguintes parâmetros: 
motilidade total (MT), motilidade 
progressiva (MP), velocidade de trajeto 
(VAP), velocidade progressiva (VSL), 
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velocidade curvilinear (VCL), amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça (ALH), 
freqüência de batimento da cauda (BCF), 
retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). 
Para cada parâmetro, foi utilizada a média 
de três campos para a análise estatística. 
 
A taxa de redução da motilidade foi 
comparada entre os tratamentos, por meio do 
cálculo da diferença entre a motilidade do 
sêmen fresco e a motilidade após a 
criopreservação. Os valores foram expressos 
em percentual. 
 
Para a análise da morfologia espermática, 
optou-se pelo armazenamento em geladeira, 
por no mínimo 24h, das amostras 
descongeladas, uma vez que a solução de 
formol-salina-tamponada causou algutinação 
das células, prejudicando a avaliação. A 
técnica de preparação úmida foi realizada, 
colocando-se 3µL da amostra entre lâmina e 
lamínula, e foram contadas 100 células por 
animal/tratamento em aumento de 1000X, 
sob microscopia de interferência diferencial 
de fase (Nikon, modelo 80i). 

 
O teste hiposmótico foi realizado da mesma 
forma descrita para o sêmen récem- 
coletado. 
 
A integridade estrutural de membrana 
plasmática e acrossomal foi avaliada pela 
metodologia adaptada da técnica descrita por 
Celeghini et al. (2006), usando os 
fluorocromos iodeto de propídeo e 
isotiocionato de fluoresceína-Psium sativum 
(anexo 6).  Cada amostra foi diluída em 
meio TALP (anexo 7), preparado no dia, até 
se obter a concentração de 25x106 

espermatozoides/mL. Após a diluição, foi 
retirada uma alíquota de 150µL e colocada 
em tubo de microcentrífuga de 1,5 mL, 
juntamente com 3µL de iodeto de propidio 
(0,5mg/mL em DPBS) e 50µL de o 
isotiocionato de fluoresceína-Psium sativum 
(100µg/mL em DPBS). Cada amostra foi 
incubada a 38,5°C por 8 minutos, ao abrigo 
da luz, e a leitura realizada sob microscopia 

de epifluorecência (Nikon, modelo eclipse 
80i), em um filtro triplo (D/F/R, C58420) 
constituído pelos conjuntos UV-2EC 
(excitação de340-380nm e emissão de 435-
485), B-2E/C (excitação 465-495 e emissão 
515-555) e G-2E/C (excitação 540-525 e 
emissão 605-655), em aumento de 1000x. 
 
As células foram classificadas em quatro 
categorias, de acordo com a fluorescência 
emitida: 
 

• PIAI (membranas plasmática e 
acrossomal íntegras) – negativas ao 
iodeto de propídio (IP) e ao 
isotiocianato de fluoresceína-psium 
sativum (FITC-PSA); 

• PIAL (membrana plasmática íntegra 
e acrossomal lesada) – negativas ao 
IP e positivas ao FITC-PSA; 

• PLAI (membrana plasmática lesada 
e acrossomal íntegra) – positivas ao 
IP e negativas ao FITC-PSA; 

• PLAL (membranas plasmática e 
acrossomal lesadas) – positivas ao 
IP e ao FITC-PSA.  

 
3.7 Análise estatística 
 
 O delineamento estatístico foi o de blocos 
inteiramente casualizados, sendo cada 
animal considerado como um bloco. Cada 
animal teve o sêmen congelado duas vezes e 
o valor médio dos dois congelamentos, para 
cada parâmetro avaliado, foi adotado para a 
análise estatística. Foram calculadas médias 
e desvios-padrão segundo Sampaio (1998), e 
a análise de variância (ANOVA) foi 
realizada com auxílio do programa 
estatístico SAS (Statistical Analyses 
System). Os valores foram comparados pelo 
teste múltiplo de Duncan, considerando-se 
diferença estatística quando P<0,05. 
 

4. RESULTADOS  
 
Nos dois dias de coleta, todos os ejaculados 
possuíram características dentro dos padrões 
sugeridos pelo Manual de Andrologia do 
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Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 
(CBRA, 1998).  As médias e os desvios-
padrão das características dos ejaculados, 

avaliados imediatamente após a coleta, 
estão apresentados na tabela 1. 

 
 
Tabela 1: Características do ejaculado de ovinos avaliados subjetivamente, imediatamente após a coleta. 

Total de animais coletados = 10, os valores de cada animal correspondem à média de dois ejaculados.  
dp – desvio-padrão; PI – peça intermediária; PP – peça principal. 

  
  
Na tabela 2, estão apresentados os dados de 
motilidade e cinética de espermatozoides 
congelados em meios contendo diferentes 
concentrações de lipoproteína de baixa 
densidade e avaliados por sistema 
computadorizado imediatamente após o 
descongelamento.  
 
As frações criopreservadas nos meios Tris-
glicose e Tris 8, 12, 16 e 20% de LBD fresca 
apresentaram valores significativamente 
maiores (P<0,05) para velocidade de trajeto 
(VAP), velocidade progressiva (VSL) e 
velocidade curvilinear (VCL), que as 
diluídas nos tratamentos contendo LBD 
liofilizada (P<0,05).  

A amplitude de deslocamento lateral da 
cabeça (ALH) do espermatozoide foi 
significativamente maior (P<0,05) no sêmen 
criopreservado em meio contendo 20% de 
LBD fresca do que nos criopreservados em 
meio com 8, 12, 16 e 20% de LBD 
liofilizada. O percentual de células que 
mostraram linearidade (LIN) e 
retilinearidade (STR) foi maior (P<0,05) nas 
amostras criopreservadas no meio Tris-
glicose-gema e nos meios contendo 
lipoproteína de baixa densidade fresca do 
que no sêmen diluído com lipoproteína de 
baixa densidade liofilizada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Característica Média ± dp Amplitude de variação 

Volume (mL) O,86±0,16 0,5-1 

Motilidade (%) 74,5±6,86 70-80 

Turbilhonamento (0-5) 3,9±0,71 2-5 

Vigor (0-5) 3,95±0,22 3-4 
Concentração (x109sptz/mL) 5,25±2,18 2,82-9,78 

Morfologia   

Normais (%) 80,15±14,47 70-92 

Defeitos de cabeça (%) 0,45±0,49 0-1,5 

Defeitos de PI (%) 10,05±9,11 0,5-28 

Defeitos de PP (%) 5,85±3,18 0,5-12 
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Tabela 2 : Médias e desvios-padrão para motilidade e parâmetros de cinéticos, estimados pelo sistema análise computadorizada, de espermatozoides 
ovinos congelados/descongelados em meios com diferentes concentrações de lipoproteína de baixa densidade. 

Parâmetro 
Sêmen descongelado 

G-G 8%F 12%F 16%F 20%F 8%L 12%L 16%L 20%L 

MT (%) 20,9±11,9a 25,0±12,6a 25,3±13,6a 25,5±16,4a 28,0±13,5a 4,5±2,6b 7,3±5,3b 5,3±5,7b 3,8±2,3b 

MP (%) 6,6±4,2 a 12,6±7,2a 12,7±9,3a 10,8±8,3 a 10,6±5,7 a 1,4±1,7b 3,0±2,6b 1,6±2,3b 1,2±1,2b 

VAP (µm/s) 58,6±6,3a,b,c,d 87,3±12,7a 84,9±9,7ª,b 75,8±8,4ª,b,c 81,0±5,9ª,b 53,4±18,9d 70,2±20,1ª,b,c,d 56,8±27,7c,d 63,7±19,0b,c,d 

VSL (µm/s) 56,1±6,6a,b,c 72,2±14,0a 71,5±10,1a 62,3±8,6a,b 65,3±6,1a,b 38,3±18,1c 51,3±13,9 b,c 41,7±22,9 c 46,2±16,2 b,c 

VCL (µm/s) 121,5±13,5a,b 153,3±14,8a 142,2±15,3a,b 132,0±11,5a,b 140,5±9,2a,b 105,7±31,8b 133,3±45,6a,b 111,2±42,6b 126,0±37,0a,b 

ALH (m/s) 6,2±1,2 a,b 5,9±1,6 a,b 6,0±0,8 a,b 5,3±0,9 a,b,c 6,6±0,7 a 2,5±2,4 d 3,81±1,8b,c,d 3,7±2,5 b,c,d 3,3±2,0 c,d 

BCF (Hz) 30,2±3,3 34,5±4,3 33,4±3,3 31,8±2,6 29,4±2,0 28,1±8,2 30,5±10,1 27,5±10,1 27,7±8,8 

LIN (%) 47,3±7,1 a 48,4±8,9 a 51,7±6,0 a 49,4±5,8 a 48,3±5,2 a 31,7±10,1 b 33,9±5,3 b 27,9±12,7 b 33,7±9,4 b 

STR (%) 78,8±5,2a 79,8±7,7a 82,2±4,4a 80,7±4,6a 79,1±4,4a 57,2±15,7 b 60,5±12,8 b 52,0±17,8 b 61,2±13,0 b 

G-G – Tris-gema; 8%F – Tris-8% de LBD fresca; 12%F – Tris-12% de LBD fresca; 16%F – Tris-16% de LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – Tris-8% de 
LBD liofilizada; 12%L – Tris- 12% de LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada; MT – motilidade total; MP – 
motilidade progressiva; VAP – velocidade de trajeto; VSL – velocidade progressiva; VCL – velocidade curvilinear; ALH – amplitude de deslocamento lateral da cabeça; 
BCF – frequência de batimento de cauda; LIN – linearidade; STR – índice retilíneo do movimento espermático. 
a,b,c,d: letras diferentes na mesma linha, resultados diferem entre si pelo teste múltiplo de Duncan (P<0,05). 
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A motilidade espermática reduziu 
significativamente após a criopreservação, 
em todos os tratamentos, quando avaliada 
pela taxa de redução da motilidade (tabela 
3), expressa em percentual e representada 
pela queda na motilidade total em relação ao 

sêmen fresco após a criopreservação. A taxa 
de queda na motilidade foi 
significativamente maior (P<0,05) para as 
amostras criopreservadas nos meios 
contendo diferentes concentrações de LBD 
liofilizada.  

 
 
Tabela 3: Taxa de redução da motilidade total espermática de ovinos, após a criopreservação em 
diluidores contendo diferentes concentrações de lipoproteínas de baixa densidade, nas formas natural e 
liofilizada. 
 

Diluidores Taxa de redução da motilidade (%) 

G-G 68,2 ± 19,9 b 

8%F 63,9 ± 16,4 b 

12%F 63,1 ± 18,7 b 

16%F 63,8 ± 20,5 b 

20%F 60,7 ± 15,9 b 

8%L 91,6 ± 8,1 a 

12%L 88,8 ± 8,5 a 

16%L 91,4 ± 9,7 a 

20%L 94,0 ± 3,6 a 

 
G-G – Tris-glicose-gema; 8%F – Tris-8% de lipoproteína de baixa densidade (LBD) fresca; 12%F – Tris-12% de 
LBD fresca; 16%F – Tris-16% de LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – Tris-8% de LBD liofilizada; 
12%L – Tris- 12% de LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada. 
a,b: letras diferentes na mesma coluna, resultados diferem entre si, pelo teste múltiplo de Duncan (P<0,05). 
 
 
Na figura 3, estão apresentadas as 
motilidades total e progressiva, por diluidor 
após a criopreservação do sêmen nos meios 
Tris-glicose e Tris com 8, 12, 16 e 20% de 
LBD natural. Foi possível observar 

diferença entre os carneiros quanto à 
congelabilidade do sêmen. Os animais 1, 2, 
8 e 10 foram os que apresentaram as 
melhores motilidades após o 
descongelamento.  
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Figura 3: Motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) após descongelamento do sêmen de 10 carneiros 
diluído no meio Tris-glicose. 
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Figura 4: Motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) após descongelamento do sêmen de 10 carneiros 
diluído no meio Tris com 8% de LBD natural. 
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12% de LBD natural
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Figura 5: Motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) após descongelamento do sêmen de 10 carneiros 
diluído no meio Tris com 12% de LBD natural. 
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Figura 6: Motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) após descongelamento do sêmen de 10 carneiros 
diluído no meio Tris com 16% de LBD natural. 
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20% de LBD natural
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Figura 7: Motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) após descongelamento do sêmen de 10 carneiros 
diluído no meio Tris com 20% de LBD natural. 
 
 
 
 
 
 
As médias de motilidade total durante o teste 
de termorresistência (TTR) estão 
apresentadas na figura 8 Do 
descongelamento (tempo 0) aos 120 minutos 
pós-incubação, a motilidade média do sêmen 
criopreservado nos meios Tris-glicose e Tris 
com 8, 12, 16 e 20% de LBD fresca foi 

significativamente superior (P<0,05) à do 
sêmen diluído nos meios Tris com 8, 12, 16 
e 20 de LBD liofilizada (figura 4). Após 120 
minutos de incubação, não foi observada 
diferença significativa (P>0,05), entre os 
diluidores, na manutenção da motilidade 
espermática.   
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Figura 8: Motilidade total de espermatozoides ovinos congelados/descongelados em diferentes diluidores 
e submetidos ao teste de termorresistência, durante 180 minutos. G-G – Tris-glicose-gema; 8%F – Tris-
8% de lipoproteína de baixa densidade (LBD) fresca; 12%F – Tris-12% de LBD fresca; 16%F – Tris-16% 
de LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – Tris-8% de LBD liofilizada; 12%L – Tris- 12% 
de LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada. 
 
 
O processo de criopreservação levou à 
redução do percentual de espermatozoides 
classificados como normais, pela técnica de 
preparação úmida, sendo os meios Tris-
glicose, Tris com 12 e 16% de LBD natural 
os que proporcionaram maior (P<0,05) 
percentual de espermatozoides normais 
(65,2 ± 21,1%, 57,1 ± 18,6 e 62,0 ± 21,2%, 
respectivamente) (figura 9). As alterações de 
acrossoma foram as mais frequentes após o 
descongelamento, principalmente o 

destacamento da região apical. O sêmen 
diluído em meio à base de gema de ovo e o 
sêmen em 20% de LBD natural 
apresentaram menor (P<0,05) percentual de 
células com defeitos de cabeça, de 21,2 ± 
10,4 e 20,0 ± 11,0%, respectivamente. Os 
espermatozoides criopreservados nos meios 
contendo LBD liofilizada apresentaram 
maior (P<0,05) percentual de patologias na 
região da cabeça em relação aos demais 
tratamentos, em média de 63,2% (figura 9). 
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Figura 9: Percentual de células morfologicamente normais e com defeitos na região da cabeça, do sêmen 
fresco e após criopreservação nos diferentes diluidores. G-G – Tris-glicose-gema; 8%F – Tris-8% de 
lipoproteína de baixa densidade (LBD) fresca; 12%F – Tris-12% de LBD fresca; 16%F – Tris-16% de 
LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – Tris-8% de LBD liofilizada; 12%L – Tris- 12% de 
LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada. 
 
 
A integridade funcional e estrutural de 
membranas espermáticas foi avaliada pelo 
teste hiposmótico e pela associação dos 
fluorocromos, iodeto de propídio (IP) e 
isotiocianato de fluoresceína-psium sativum 
(FITC-PSA), respectivamente. O percentual 
de células reativas ao teste hiposmótico foi 
de 82,0 ± 6,0% para o sêmen fresco e, após a 
criopreservação, houve redução média de 
74,4 ± 10,4% no percentual de células 
reativas, não sendo observada diferença 
significativa (P>0,05) entre os meios 
diluidores utilizados (tabela 4). 
 
Pela técnica de fluorescência, o percentual 
médio de células totalmente íntegras (PIAI – 

figura 10 - a), após o descongelamento, foi 
maior nas amostras preservadas nos meios 
contendo LBD natural (18,1%), porém não 
houve diferença significativa (P>0,05) entre 
estes tratamentos e o Tris-glicose, que 
apresentou em média 13,8% de células 
íntegras. As amostras diluídas nos meios 
com LBD liofilizada apresentaram em média 
6,2% de integridade de membranas 
significativamente inferior (P<0,05) aos 
tratamentos anteriores. O percentual de 
células com membrana plasmática íntegra e 
acrossoma lesado (PIAL) não diferiu entre 
os tratamentos (P>0,05), com média de 0,06 
± 0,18% para todos os diluidores (tabela 4). 
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A porcentagem de células com membrana 
plasmática lesada e acrossoma íntegro 
(PLAI – figura 10 - b) variou entre os meios 
diluidores. As amostras de sêmen 
criopreservado nos meios Tris-glicose e Tris 
com 8, 12 e 16% de LBD natural 
apresentaram os maiores valores (23,6 ± 5,3; 
22,6 ± 6,4; 21,8 ± 5,5 e 23,4 ± 7,4%, 
respectivamente) (P<0,05).  
 
Entretanto, o percentual de células com 
membranas plasmática e acrossomal lesadas 
(PLAL – figura 10 - c) foi maior (P<0,05) 
para o sêmen criopreservado nos meios 
diluidores contendo 8, 12, 16 e 20% de LBD 

liofilizada (74,0 ± 10,5; 73,7 ± 8,6; 80,2 ± 
5,9 e 78,6 ± 7,3%, respectivamente) do que 
para o sêmen criopreservado nos meios Tris-
glicose (62,6 ± 10,5%) e Tris com 8, 12, 16 
e 20% de LBD natural (57,2 ± 10,1; 59,1 ± 
11,0; 61,6 ± 13,2 e 60,3 ± 10,8%, 
respectivamente) (tabela 4).  
 
Para as demais categorias de classificação de 
integridade de membranas da região da 
cabeça, houve diferença significativa 
(P<0,05) entre as células congeladas com 
LBD liofilizada em relação àquelas 
congeladas no meio controle e nos meios 
com LBD natural (tabela 4). 

 
 
 

 
 

Figura 10: Categorias de integridade de membrana plasmática e acrossomal de espermatozoides ovinos 
avaliadas por sondas fluorescentes IP e FITC-PSA. a - Membrana plasmática e acrossoma íntegros 
(PIAI); b - Membrana plasmática lesada e acrossoma íntegro (PLAI); 1c - Membrana plasmática e 
acrossoma lesados (PLAL); IP – Iodeto de propídio; FITC-PSA - isotiocionato de fluoresceína-Psium 
sativum.   
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Tabela 4: Médias e desvios-padrão do percentual de espermatozoides ovinos reativos ao teste hiposmótico (HO) e redução da resposta após o 
descongelamento, e classificação dos espermatozoides por categoria de fluorescência emitida, pela associação das sondas IP e FITC-PSA. 

G-G – Tris-glicose-gema; 8%F – Tris-8% de LBD fresca; 12%F – Tris-12% de LBD fresca; 16%F – Tris-16% de LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – 
Tris-8% de LBD liofilizada; 12%L – Tris- 12% de LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada. HO – teste hiposmótico; 
PIAI – membrana plasmática íntegra e acrossoma íntegro; PIAL – membrana plasmática íntegra e acrossoma lesado; PLAI – membrana plasmática lesada e acrossoma 
íntegro; PLAL – membrana plasmática lesada e acrossoma lesado; IP – Iodeto de propídio; FITC-PSA - isotiocionato de fluoresceína-Psium sativum.   
 

 
 

 
 
 

Categoria 

Sêmen  
Fresco 

Diluidores 

G-G 8%F 12%F 16%F 20%F 8%L 12%L 16%L 20%L 

Reativos ao 
HO (%) 

82,05±6,01a 23,70±6,95b 25,40±9,79b 26,40±11,92b 19,80±4,25b 21,35±6,16b 16,75±6,81b 20,10±11,03b 17,85±7,17b 18,70±10,55b 

PIAI (%) 
- 

13,80±7,85 a 20,20±8,66 a 18,87±7,04 a 14,97±8,11 a 18,39±7,63 a 6,55±5,41 b 6,77±3,95 b 5,85±3,46 b 5,50±1,84 b 

PIAL (%) - 0,00±0,00  0,02±0,07  0,17±0,40  0,02±0,07  0,06±0,14  0,07±0,23  0,02±0,07 0,07±0,16  0,05±0,10  

PLAI (%) 
- 

23,60±5,35a 22,57±6,44 a 21,82±5,48 a 23,37±7,44 a 21,18±6,32 a,b 19,40±6,22a,b,c 19,49±7,35 a,b,c 13,86±4,04 c 15,80±5,89 b,c 

PLAL (%) 
- 

62,60±10,49b 57,20±10,09b 59,12±11,01b 61,62±13,17b 60,35±10,85b 73,97±10,47a 73,71±8,63 a 80,20±5,95 a 78,65±7,26 a 
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O percentual de células com membrana 
plasmática íntegra (negativas ao iodeto de 
propídio) e o percentual de células com 

membrana acrossomal íntegra (negativas ao 
FITC-PSA) estão ilustrados na figura 11. 

 

 
Figura 11: Integridade de membranas plasmática e acrossomal de espermatozoides de ovinos 
criopreservados em meios com gema de ovo e diferentes concentrações de lipoproteína de baixa 
densidade (LBD) fresca e liofilizada. G-G – Tris-glicose-gema; 8%F – Tris-8% de LBD fresca; 12%F – 
Tris-12% de LBD fresca; 16%F – Tris-16% de LBD fresca; 20%F – Tris-20% de LBD fresca; 8%L – 
Tris-8% de LBD liofilizada; 12%L – Tris- 12% de LBD liofilizada; 16%L – Tris-16% de LBD 
liofilizada; 20%L – Tris-20% de LBD liofilizada; MPI – membrana plasmática íntegra; AI – acrossoma 
íntegro.  
a,b: letras diferentes sobre barras de mesma cor, resultados diferem entre si pelo teste múltilplo de 
Duncan (P<0,05). 
 
 
 A integridade de membrana acrossomal 
(AI) foi influenciada pelo meio diluidor, 
sendo que os espermatozoides 
criopreservados nos meios Tris-glicose 
(37,4%) e contendo diferentes concentrações 
de LBD natural (média de 40,3%) 
apresentaram maior percentual de 
integridade (P<0,05) quando comparados 
com aqueles criopreservados nos meios com 
diferentes concentrações de LBD liofilizada 
(média de 23,31%).  
 
Neste trabalho, observou-se correlação 
positiva (r = 0,88; P<0,0001) entre o 
percentual de células com integridade de 

membrana plasmática e com integridade de 
membrana acrossomal (tabela 5). Também 
foi observada correlação positiva entre 
porcentagem de espermatozoides com 
membrana plasmática íntegra e a motilidade 
total e progressiva (r = 0,81 e r = 0,78, 
respectivamente; P<0,0001). O percentual 
de espermatozoides com membrana 
plasmática íntegra e com membrana 
acrossomal íntegra teve correlação positiva 
com a porcentagem de células com 
movimento rápido (r = 0,78 e r = 0,81, 
respectivamente; P<0,0001) e com o 
percentual de células normais ( r = 0,55 e r = 
0,52, respectivamente; P<0,0001). 

 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

G-G 8%F 12%F 16%F 20%F 8%L 12%L 16%L 20%L

Diluidores

%

MPI AI

a 

a 

a 

a a 

a 
a 

a 
a 

a 

b 

b 
b 

b 
b 

b 
b 

b 



 40

Tabela 5: Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre os parâmetros espermáticos avaliados do sêmen 
ovinos após o descongelamento 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ALH – amplitude de deslocamento lateral da cabeça; BCF – frequência de batimento de cauda; STR – 
retilinearidade; LIN – linearidade; VAP – velocidade de trajeto; VSL – velocidade progressiva; AI – membrana 
acrossomal íntegra; MT – motilidade total; MP – motilidade progressiva; RAPI – percentual de células com 
movimento rápdo; MPI – membrana plasmática íntegra. P<0,0001. 
  

 
 

5. DISCUSSÃO 
  
Após o descongelamento, a motilidade total 
e a motilidade progressiva dos 
espermatozoides criopreservados nos meios 
contendo LBD natural foram similares a dos 
diluídos no meio controle Tris-glicose com 
16% de gema de ovo total. Porém, os 
resultados obtidos foram inferiores aos 
relatados na literatura para sêmen de ovinos 
(Gil et al., 2003; Maia, 2006; Anel et al., 
2006; O’Meara et al., 2008). Provavelmente, 
essas diferenças estão ligadas à composição 
dos meios diluidores utilizados nos 
experimentos, aos protocolos distintos de 
congelamento e à individualidade dos 
animais. No entanto, a taxa de redução da 
motilidade em relação ao sêmen fresco, para 
os diluidores Tris-glicose (68,2%) e Tris 
com diferentes concentrações de 
lipoproteína de baixa densidade natural 
(62,8%), foi semelhante ao encontrado por 
Maia (2006), que obteve 63,5% de redução 
após a criopreservação com o diluidor Tris-
gema.  

Os meios contendo LBD natural e com gema 
de ovo integral foram igualmente eficazes na 
manutenção da motilidade espermática após 
o descongelamento e a incubação a 37ºC por 
120 minutos, sendo significativamente 
superiores (P<0,05) aos diluidores contendo 
lipoproteínas liofilizadas. De 120 a 180 
minutos de incubação, não foi observada 
diferença (P>0,05) entre os diluidores para a 
manutenção da motilidade espermática após 
o descongelamento. 
 
O mesmo pôde ser observado para a 
avaliação da cinética espermática. Os meios 
contendo LBD natural promoveram 
velocidades de deslocamento espermático 
semelhantes às encontradas para os 
espermatozoides criopreservados no meio 
Tris-glicose (controle). Moussa et al. (2002) 
demonstraram que espermatozoides de 
bovinos congelados e descongelados em 
meios diluidores contendo várias 
concentrações de lipoproteínas de baixa 

 VAP VSL MPI 

ALH 0,77 0,79 - 

BCF 0,55 0,45 - 

STR 0,79 0,86 - 

LIN 0,75 0,85 - 

AI - - 0,88 

MT - - 0,81 

MP - - 0,78 

RAPID - - 0,78 



 41

densidade mostraram velocidades de trajeto, 
velocidade progressiva e velocidades 
curvilineares semelhantes às obtidas com o 
meio contendo 20% de gema de ovo 
integral.  Em estudo recente com sêmen de 
caprinos, realizado por Ahmad et al. (2008), 
foi encontrado melhoria (P<0,05) na 
velocidade progressiva dos espermatozoides, 
após o descongelamento, com a substituição 
da gema de ovo por 8% de LBD. As demais 
concentrações de lipoproteína de baixa 
densidade (2, 4, 6 e 10%), estudadas por 
estes autores, promoveram velocidades 
espermáticas similares às encontradas para o 
sêmen diluído em meio com 20% de gema 
de ovo. 
 
Observou-se também que a amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça (ALH) foi 
maior (P<0,05) nos espermatozoides 
criopreservados nos meios Tris-glicose e 
Tris com LBD natural do que nas células 
preservadas nos meios contendo 
lipoproteínas liofilizadas. É relatado que, 
quando os espermatozoides estão diluídos 
em meios mais viscosos, o movimento da 
cabeça tende a aumentar (Marco-Jiménez et 
al., 2004; Mortimer e Maxwell, 2004). 
Pode-se notar, no presente trabalho, 
correlação positiva entre a movimentação da 
cabeça e a velocidade progressiva. Essas 
duas características estão diretamente 
correlacionadas à capacidade do 
espermatozoide de penetração no muco 
cervical de ovelhas (Aitken et al., 1985; 
Mortimer et al., 1986). Contudo, ainda não 
se pode afirmar até que ponto esses dois 
atributos estão ligados apenas à viscosidade 
do meio ou se representam, realmente, um 
atributo qualitativo da célula espermática.   
 
De acordo com a avaliação dos atributos de 
cinética espermática, foi possível constatar 
ausência de espermatozoides hiperativados 
após o descongelamento, segundo os 
padrões definidos por Mortimer e Maxwell 
(1999). Estes autores sugeriram que a 
hiperativação é caracterizada por velocidade 
curvilinear ≥ 250 µm/s, velocidade 

progressiva ≤ 100 µm/s, linearidade ≤ 30% e 
amplitude de deslocamento lateral da cabeça 
≥ 9,0 µm.  
 
A morfologia espermática foi prejudicada 
pela criopreservação, observando-se o 
aumento do percentual de patologias 
celulares, principalmente lesões de 
acrossoma, sendo o destacamento da região 
apical a alteração mais frequente.  Quinn et 
al. (1969) demonstraram ser essa a região do 
espermatozoide ovino mais susceptível à 
crioinjúria. Todas as concentrações 
utilizadas de LBD natural utilizadas 
protegeram as membranas acrossomais 
semelhante ao meio controle contendo gema 
de ovo integral. Diferentemente, Bencharif 
et al. (2008) e Ahmad et al. (2008) 
obtiveram maior percentual de proteção 
acrossomal após o descongelamento do 
sêmen canino e caprino diluído com 6% de 
LBD, respectivamente. 
 
Salamon e Maxwell (2000) apontam a 
membrana plasmática do espermatozoide 
ovino como outra região da célula 
espermática muito sensível ao 
congelamento, e, no presente experimento, 
observou-se que esta foi menos resistente ao 
congelamento do que a membrana 
acrossomal.  O mesmo foi encontrado por 
Arruda et al. (2005) e Celeghini et al. 
(2008), ao criopreservarem espermatozoides 
de bovinos, verificando-se maior percentual 
de células com integridade de membrana 
acrossomal do que com integridade de 
membrana plasmática. Por outro lado, 
D’Alessandro et al. (2001), congelando 
espermatozoides ovinos no meio Tris-
glicose, não encontraram diferença no 
percentual de danos ao acrossoma ou à 
membrana plasmática. Tais tipos de lesões 
são comuns durante a criopreservação e 
podem ocorrer durante o resfriamento, 
congelamento ou, até mesmo, durante o 
descongelamento das células (Mazur, 1984; 
Amman e Pickett, 1987; Salamon e 
Maxwell, 1995). A resistência celular a 
essas lesões varia entre espécies, indivíduos 
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e até mesmo entre ejaculados (Holt e Look, 
2004). 
 
Para todos os tratamentos, o percentual de 
espermatozoides com membranas lesadas foi 
maior do que o de células móveis. Este 
achado está de acordo com o relatado por 
Salamon e Maxwell (2000), que 
demonstraram, após o descongelamento, que 
os espermatozoides podem manter sua 
motilidade, porém com sua estrutura 
danificada e, consequentemente, com a 
fertilidade comprometida. Ainda assim, 
notou-se que os diluidores contendo LBD 
natural foram capazes de proteger as 
membranas plasmática e acrossomal da 
mesma forma que o meio Tris-glicose e que 
estes foram significativamente superiores 
aos meios com lipoproteínas liofilizadas. 
 
Esses achados confirmam o papel da fração 
lipoproteica de baixa densidade da gema de 
ovo na proteção de espermatozoides de 
mamíferos durante o resfriamento e 
criopreservação, tal como reportado por 
diversos autores (Kampschmidt et al., 1953; 
Pace e Graham, 1974; Foulkes, 1977; 
Watson, 1981; Graham e Foote, 1987; 
Moussa et al., 2002; Manjuntah et al., 2002; 
Bergeron et al., 2004; Bergeron e 
Manjunath, 2006).  
 
Contudo, o real mecanismo de atuação da 
LBD, durante a criopreservação, ainda não 
está completamente elucidado. Sabe-se que, 
durante o resfriamento, há desorganização 
das lipoproteínas e, assim, os triglicérides e 
os fosfolipídeos são liberados no meio, e a 
fração proteica forma um gel ao redor da 
célula espermática (Tsutsui, 1988).  
 
Foulkes (1977) e Graham e Foote (1987) 
sugeriram que, durante o resfriamento, os 
fosfolipídios se aderem à membrana 
plasmática, formando um filme protetor. Os 
autores também comprovaram, por meio de 
marcadores radioativos, que esses 
fosfolipídios podem ser incorporados à 
membrana plasmática, repondo os que são 

perdidos pelo efluxo natural e, dessa forma, 
aumentando a estabilidade da membrana.  
 
Outra hipótese mais recente, indica que as 
lipoproteínas de baixa densidade se ligam às 
proteínas do plasma seminal, responsáveis 
pelo efluxo de colesterol, e aumentam a 
resistência das membranas às baixas 
temperaturas (Manjunath et al., 2002; 
Bergeron et al., 2004; Bergeron e 
Manjunath, 2006). Ao contrário, alguns 
pesquisadores afirmam que a fração proteica 
das lipoproteínas não tem importância para a 
proteção das células durante a 
criopreservação (Watson, 1981); outros 
sugerem que o gel formado por esta fração, 
ao redor da célula, acaba por proteger os 
espermatozoides contra os cristais de gelo 
gerados durante o congelamento (Moussa et 
al., 2002). 
 
Os resultados obtidos neste estudo permitem 
inferir que, sob as condições adotadas, a 
substituição da gema de ovo pela LBD no 
meio Tris foi capaz de preservar a 
motilidade, as características da cinética e a 
integridade de membranas plasmática e 
acrossomal dos espermatozoides, após o 
descongelamento.  Além disso, essa 
capacidade foi verificada 
independentemente da concentração de 
lipoproteína utilizada no meio diluidor. 
 
Em contraste, a utilização da LBD 
liofilizada não apresentou bons resultados. A 
liofilização ou secagem pelo frio (freeze dry) 
é um processo de conservação de produtos 
biológicos que envolve os dois métodos, o 
congelamento e a desidratação. Esta técnica 
é normalmente empregada para a 
conservação de plasma sanguíneo 
(fracionado e total), tecidos humanos para 
transplantes (artérias e ossos), cultivos de 
bactérias e vírus, para vários alimentos e 
fármacos, mantendo as substâncias estáveis 
e viáveis por um longo período de tempo 
(Boyer, 1986).  
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No presente estudo, observou-se que, em 
todos os atributos avaliados, os 
espermatozoides criopreservados nos meios 
contendo diferentes concentrações de 
lipoproteínas liofilizadas apresentaram 
qualidade inferior aos diluídos nos demais 
tratamentos. São poucos os relatos de uso de 
LBD liofilizada para a criopreservação de 
espermatozoides. Uma pesquisa recente 
realizada por Neves (2008), utilizando LBD 
para a criopreservação de sêmen de cão, 
mostrou resultados igualmente satisfatórios 
com a utilização de 8% de lipoproteínas 
liofilizadas ou 20% de gema de ovo integral 
no meio diluidor. Provavelmente, no estudo 
aqui realizado, houve problemas na 
reorganização das moléculas das 
lipoproteínas de baixa densidade, após a 
ressuspensão, ou devido ao próprio meio 
utilizado para ressuspendê-las, que foi 
adaptado do estudo com sêmen canino. 
Dessa forma, pesquisas futuras são 
necessárias para ajustar a técnica de 
preservação e ressuspensão da lipoproteína 
de baixa densidade, de forma a torná-la 
viável para utilização na criopreservação de 
células espermáticas ovinas.  
 
A utilização de LBD nos meios diluidores, 
independentemente se fresca ou liofilizada, 
não foi capaz de eliminar as diferenças 

individuais quanto à congelabilidade do 
sêmen. Essas diferenças foram reportadas 
por outros autores (Salamon e Mawell, 
2000; Holt e Look, 2004; Maia, 2006).  
 
Foi possível observar que os 
espermatozoides dos animais 2, 3, 5, 7 e 9 
tiveram a motilidade progressiva melhor 
preservada pelo meio contendo 8% de LBD 
fresca, enquanto os espermatozoides dos 
animais 1, 4, 6, 8 e 10 tiveram a motilidade 
progressiva melhor preservada em meios 
contendo 12% de lipoproteína fresca. O 
mesmo pode ser notado quanto aos demais 
atributos avaliados, como a integridade de 
membranas plasmática e acrossomal e os 
parâmetros de cinética espermática, em que 
os melhores resultados também foram 
obtidos com os espermatozoides preservados 
nos meios com 8 e 12% de LBD natural, 
porém sem diferença significativa.  
 
Ouros estudos são necessários para se 
estabelecer a concentração ótima de 
lipoproteínas de baixa densidade em um 
meio diluidor para criopreservação de 
espermatozoides ovinos, bem como 
aprimorar as técnicas de armazenagem das 
lipoproteínas a fim de se facilitar sua 
utilização na rotina. 
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6. CONCLUSÕES 
 

As lipoproteínas de baixa densidade 
mantiveram a viabilidade das células 
espermáticas após a criopreservação, da 
mesma forma que a gema de ovo total. 

 
Não houve influência da concentração de 
lipoproteínas de baixa densidade utilizada e, 
assim, a adição de 8% de em meio para 
criopreservação de espermatozoides de 
ovinos já é capaz de promover resultados 
similares aos obtidos com o uso de 
concentrações maiores. 
 
Os processos de liofilização e ressuspensão 
aqui empregados não foram capazes de 
preservar as características crioprotetoras 
das lipoproteínas. 
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8. ANEXOS 

 
 
 
Anexo 1 – Solução utilizada para realização do teste hiposmótico. 

Solução hiposmótica (100 mOsm/L) 

Citrato de sódio biidratado 7,35g 

Frutose 13,51g 

Água destilada 1L 

Fonte: Jeyendran et al., 1984. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Anexo 2 – Composição do meio diluidor base Tris-glicose. 
Diluente controle: Tris-glicose-gema  

Tris (N-Tris[hidroximetil]aminometano) 3,876g 

Ácido cítrico monoidratado 2,123g 

Glicose 0,533g 

Glicerol 5,3mL 

Penicilina 100.000UI 

Estreptomicina 100mg 

Água destilada q.s.p. 100mL 

Gema de ovo 16mL 

Fonte: Salamon e Visser, 1972. 
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Anexo 3 - Protocolo de extração das lipoproteínas de baixa densidade.  

1 – Utilizar ovos frescos de galinha; 

2 – Após quebrar os ovos, separar a gema do albúmem e rolá-la sobre papel-filtro para eliminar a 
chalaza e qualquer traço de albúmem aderido à membrana vitelínica; 

3 – Perfurar cuidadosamente a membrana vitelínica, com o auxílio de uma seringa de 10 mL, e 
acondicionar o conteúdo num béquer resfriado com gelo; 

4 – Diluir a gema com solução salina isotônica (0,17M NaCl,), na proporção de 1:1, e manter em 
agitação a 4°C por 1h; 

5 – Centrifugar em 11.400g por 45 minutos a 4°C; 

6 – Coletar o sobrenadante (plasma) e corrigir o pH para 8,7 (utilizando NaOH 0,1N); 

7 – Colocar o sobrenadante em um béquer resfriado e adicionar solução de sulfato de amônio até 
obter 50% de saturação, mantendo sobre refrigeração e agitação constantes;  

8 – Manter em agitação a 4°C por mais 1h e após centrifugar a mistura a 11.400g por 45 min.; 

9 – Envasar o sobrenadante com membrana de diálise (29mm de diâmetro, MNCO: 12-14 000, 
Spectra/Por, – Molecular Porous) e manter dialisando em água bidestilada por no mínimo 36h, 
em constante agitação e a 4°C, até total retirada do sulfato de amônio (renovar a água a cada 3h); 

10 – Centrifugar a solução a 10.000g, por 45min. a 4°C;  

11 – Coletar o sobrenadante (resíduo rico em LBD) com o auxílio de uma espátula, e utilizar 
imediatamente.  
 

Fonte: Moussa et al. (2002), modificado por Neves, 2008. 
 
 
 
 
 
 

Anexo 4 - Método de liofilização.  

1 – Colocar a LBD extraída em um tubo plástico de centrífuga até ocupar 1/3 do volume total 
do frasco e fechar com tampa possuindo pequena perfuração central; 

2 – Resfriar o tubo em nitrogênio líquido, em ângulo de 45° em relação à lâmina de nitrogênio, 
até congelar o conteúdo; 

3 – Colocar o tubo congelado no liofilizador, previamente ligado e resfriado a -40°C, e manter 
até total secagem das proteínas; 

4 – Após a liofilização, armazenar o material a -20°C em tubo de centrífuga com tampa sem 
perfuração.  
 
Fonte: Neves, 2008. 
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Anexo 5 - Setup Hamilton Torne Biosciences, Ivos Ultimate 

       Technical Guide - Chapter 2: Starting Parameters for Various Species – Ram 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Analysis Setup  

Frame rate 60 Hz 

Frame Acquired 30 

Minimum Contrast 60 

Minimum Cell Size 5 pixels 

Straightness (STR) 80% 

Path Velocity (VAP)  75 µm/s 

VAP Cutoff 21.9 µm/s 

VSL Cutoff 6.0 µm/s 

Cell Size 5 pixels 

Cell Intensity 55 

Static Intensity Gates 0.25 – 1.50  

Static Size Gates 0.60 – 8.00  

Static Enlongation Gates 0.00 – 95.00  

Temperature 37.3°C 
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Anexo 6 – Soluções utilizadas para realização da técnica de fluorescência.. 

Soluções estoque e de trabalho utilizadas na técnica de fluorescência 
Solução estoque iodeto de propídio (IP) IP 25mg 
 DMSO 1mL 
   
Solução trabalho de IP  DPBS 980 µL 
 Sol. Estoque de IP 20 µL 
   
Sol. de azida de sódio Azida de sódio 1g 
 Água deionizada q.s.p. 10mL 

   
FITC-PSA FITC-PSA 2mg 
 DPBS 18mL 
 Sol. de azida de sódio 2mL 

Fonte: Adaptado de Celeghini, 2005.  
 
 
 
 
 
Anexo7 – Soluções para preparo do meio TALP. 

Solução de TALP 
Sais de TALP NaCl 2,1g 
 KCl 0,935g 

 NaHCO3 1,05g 
 CaCl 2H2O 0,145g 
 NaH2PO4 0,025g 

 MgCl 6H2O 0,04g 

 Hepes 3,25g 
 Água destilada q.s.p. 500mL 
   

Metabólitos glicosados Glicose 2,5g 
 Lactato de sódio 9,25mL 
 Piruvato de sódio 70mg 

 Pen-Strep 12,5mL 
   
Solução estoque Sais de TALP 45mL 

 Metabólitos glicosados 5mL 
   
Solução trabalho Sais de TALP 10mL 

 Solução estoque 200µL 
 BSA 100mg 

Fonte: Bavister, et al., 1983. 
 

 


