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RESUMO 
 

O sêmen suíno criopreservado vem sendo bastante estudado, entretanto, seu 

uso ainda é esporádico devido à alta sensibilidade desta célula aos protocolos de 

criopreservação, levando um reduzido número de células viáveis após a descongelação 

das amostras criopreservadas. Este reduzido número deve-se a vários fatores que 

comprometem a célula durante todo protocolo de congelação. Deve-se levar em 

consideração, a complexidade bioquímica da célula em questão, a interação celular 

com os componentes do meio crioprotetor, a influência do resfriamento, congelação e 

descongelação, e ainda a forma da embalagem a ser escolhida para o armazenamento 

das células sendo necessário o desenvolvimento de métodos de congelação mais 

eficientes. Neste trabalho, foi avaliada a influência de diferentes tipos de embalagens 

utilizadas, para o armazenamento de sêmen suíno, sobre a qualidade do 

espermatozóide criopreservado. Foram congeladas 35 amostras de animais em 

palhetas de 0,5 mL, criotubos de 2,0 mL, macrotubos de 4 e 5 mL, sendo analisadas 

quanto ao vigor (0 a 5),  motilidade (0 a 100%) e morfologia espermáticas antes e após 

a descongelação em cada embalagem. O sêmen embalado em palhetas de 0,5 mL 

apresentou resultados significativamente melhores em todos os parâmetros, quando 

comparados aqueles preservados nas outras embalagens. O vigor e a motilidade foram 

respectivamente de 2,3 e 45,4% para amostras congeladas em palhetas, 1,4 e 26,5% 

em criotubos, 1,5 e 26,3% em macrotubos de 4 mL e 1,3 e 29,6% em macrotubos de 5 

mL. A morfologia espermática foi analisada quanto à existência de acrossoma intacto, 

sendo encontrado 60,4% de espermatozóides com acrossoma intacto nas amostras 

descongeladas em palhetas, 53,6% em criotubos, 54,1% e 52,9% em macrotubos de 4 

e 5 mL, respectivamente. Desta forma, os resultados apresentados pelo sêmen 

envasado nas palhetas foram aqueles que apresentaram características pós-

descongelação condizentes com a possibilidade de serem utilizados nos protocolos de 

criopreservação de sêmen suíno.  
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ABSTRACT 

 

 

Cryopreserved swine semen is being quite studied. However, its use is still 

sporadic due to this cell high sensibility to the cryopreservation protocols, taking a 

reduced number of viable cells after the thawing of the Cryopreserved samples. This 

reduced number is due to several factors that commit the cell during every freezing 

protocol. It should be considered the cell biochemical complexity, the cellular interaction 

with the components of the cryoprotector way, the influence of the cooling, freezing and 

unfreezing, and the chosen packing method for the storage of the cells, making 

necessary the development of more efficient freezing methods. In this work the 

influence of different types of packaging used for swine semen storage was evaluated, 

concerning the quality of the cryopreserved spermatozoa. 35 samples of animals were 

frozen in straws of 0.5 ml, cryotubes of 2.0 ml, maxi-straws of 4 and 5 ml, being 

analyzed as for the energy (0 to 5), mobility (0 to 100%) and spermatic morphology 

before and after the thawing in each packaging. The semen frozen in straws of 0,5 ml 

presented significantly better results in all of the parameters, when compared to those 

preserved in the other packagings. The energy and the mobility were respectively from 

2.3 and 45.4% to frozen samples in straws, 1.4 and 26.5% in cryotubes, 1.5 and 26.3% 

in maxi-straws of 4 ml and 1.3 and 29.6% in maxi-straws of 5 ml. The spermatic 

morphology was analyzed as for the existence of intact acrossome, being found 60,4% 

of spermatozoids with intact acrossome in the unfrozen slats samples, 53,6% in 

cryotubes, 54.1% and 52.9% in maxi-straws of 4 and 5 ml, respectively.  This way, the 

results presented by the semen in the straws were the ones that presented powder 

unfreezing characteristics that were more suitable with the possibility to be used in the 

swine semen cryopreservation protocols. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A inseminação artificial (I.A.) é uma importante ferramenta para a 

distribuição de genética superior, tendo sido utilizada em diversas espécies incluindo, 

bovino, suíno, ovelha e búfalo (Sukhato, et al., 2001). A I.A. em suínos, com sêmen 

resfriado vem sendo utilizada com sucesso em vários países. No Brasil, em 1975, 

houve a criação das primeiras centrais de I.A. na região sul com um avanço lento da 

utilização desta técnica pelos criadores. Em 1990, apenas cerca de 2% do rebanho 

nacional era inseminado (Scheid, 1991). 

 

Assim como em outras espécies, búfalo (Sukhato, et al. 2001), bovino 

(Papa, et al., 2000), cabra (Purdy, 2005), dentre outras, o sêmen suíno criopreservado 

vem sendo bastante estudado, entretanto, seu uso tem sido limitado a protocolos para 

melhoramento genético. Pesquisadores têm procurado melhorar as técnicas de 

criopreservação para aumentar sua área de utilização (Córdova, et al., 2002). Os 

primeiros resultados positivos de fertilidade, com a utilização de sêmen suíno 

congelado foram obtidos no início da década de 70, inicialmente com I.A. realizada 

diretamente no oviduto de marrãs em estro e depois com I.A. intra-cervical. (Bernardi et 

al., 2005). 

 

A fertilidade de um rebanho é uma resultante de três fatores: fertilidade da 

porca, fertilidade do varrão e manejo reprodutivo. Na teoria, estes três componentes 

influenciam na mesma intensidade. No entanto, de acordo com Flowers (1997) a função 

do varrão dentro de uma suinocultura, é cerca de 15 vezes mais importante que a 

fertilidade de uma porca isoladamente e representa a metade da influência do manejo 

reprodutivo geral. Portanto, aspectos relacionados à coleta, avaliação e processamento 

do sêmen do varrão são de grande importância para o sucesso da IA (Reis, 1997).  

 

A célula espermática de mamíferos e, em particular, a suína é altamente 

sensível à criopreservação (Watson & Plummer, 1985), sendo de grande importância o 

conhecimento acerca dos danos provocados a esta célula, pela agressão térmica 

durante todo o processo de congelação. Neste processo, deve-se levar em 

consideração diversos fatores tais como, a complexidade bioquímica do 
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espermatozóide, a interação de seus componentes e a influência do resfriamento, 

congelação e descongelação (Parks & Graham, 1992). Portanto, torna-se importante a 

compreensão dos danos causados pelo estresse térmico e as respostas dos 

espermatozóides ao abaixamento da temperatura, sendo necessário o desenvolvimento 

de métodos de congelação mais eficientes (Bwanga, 1991). 

 

A redução da fertilidade pós-descongelação é atribuída à alteração 

estrutural e funcional da membrana celular espermática durante todo o processo (Papa, 

et al., 2000). Propõe-se que as lesões causadas na membrana da célula espermática 

durante o resfriamento se devam à reorganização dos lipídios durante este processo e, 

posteriormente ao reaquecimento, comprometendo assim as associações lipo-lipídicas 

e lipo-proteicas interferindo na função e na integridade da membrana (Parks & Graham, 

1992). Na realidade, o maior problema da criopreservação não é a habilidade do 

espermatozóide em permanecer viável à – 196 ºC, mas sim, os danos resultantes dos 

processos de resfriamento e descongelação entre as temperaturas de - 15 ºC à - 60 ºC 

(Mazur, 1985).  

 

As pesquisas efetuadas durante os últimos 30 anos resultaram em avanços 

originados, sobretudo, dos estudos efetuados para avaliação do efeito de diferentes 

crioprotetores, embalagens para congelação, diluentes e curvas de congelação e 

descongelação. No entanto, o emprego de sêmen congelado ainda está associado à 

redução de 10 a 20% na taxa de parto e de 1 a 2 leitões por leitegada quando 

comparado ao sêmen resfriado (Bernardi, et al., 2005).  

 

Para o uso de sêmen suíno congelado em programas de I.A., o método de 

embalagem do sêmen tem sido motivo de estudo para alguns autores, já que diferentes 

resultados na qualidade da amostra descongelada têm sido obtidos de acordo com o 

tipo de embalagem utilizada, sendo sugerido que o raio da embalagem tem influência 

direta na proporção de células viáveis no processo de criopreservação (Eriksson & 

Rodriguez-Martinez, 2000; Córdova et al., 2002). 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1. 0. Criobiologia 
 

A palavra “criobiologia” tem origem do termo grego “kryos” (exprime a idéia 

de frio) e é definida como o estudo da vida em temperatura extremamente baixa. Dessa 

maneira, fica claro que os termos criopreservação e congelação não são sinônimos. O 

primeiro significa preservar células guardando-as a baixas temperaturas, o segundo é a 

mudança do estado da matéria de líquido para sólido (Cavalcante, 2004). Quando 

células são crioTj
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1.1. Criopreservação 
 
 

A criopreservação tem como principal objetivo manter a integridade 

estrutural e viabilidade celular após submeter as células à baixas temperaturas por um 

determinado período de tempo. Esse processo gera danos celulares conhecidos como 

crioinjúrias, que surgem devido a fatores tais como: a toxicidade dos crioprotetores, o 

choque osmótico, a formação de cristais de gelo intra e extracelular e os danos de 

fratura no material genético da célula (Holt, 2000; Watson, 2000; Kasai et al., 2002).  

 

Ao serem congelados, os espermatozóides são expostos a vários fatores 

estressantes: transição de fase dos fosfolipídios da membrana, estresse osmótico e 

tóxico pela adição e remoção de crioprotetores, desidratação por aumento da 

concentração de solutos e a formação e dissolução de cristais de gelo. Em função 

disto, alterações podem ocorrer, tais como quebra da assimetria da membrana e 

conseqüente alteração da permeabilidade, modificações no citoesqueleto, na 

arquitetura das mitocôndrias, na condensação da cromatina, entre outras (Watson, 

1995). Estes eventos contribuem para a formação de defeitos na membrana e nas 

organelas, que acabam por afetar a integridade funcional das células (Bwanga et al., 

1991; Watson, 2000).  

 
 

1.2. Integridade de membrana 
 

Os eventos físico-químicos da congelação que ocorrem durante a 

manipulação, criopreservação e estocagem são irreversíveis provocando alterações na 

estrutura da membrana espermática, aumenta a sensibilidade ao dano resultante da 

peroxidação lipídica, alteração na fluidez e instabilidade da membrana, 

comprometimento nuclear, perda dos componentes intracelulares e queda da 

motilidade espermática (Papa, et al., 2000). 

 

Já é de conhecimento que a criopreservação afeta a integridade da 

membrana de modo a comprometer a viabilidade celular após o processo (Bwanga et 

al, 1991). Segundo Parques & Lynch (1992), diferenças na composição de ácidos 
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graxos e lipídios entre as espécies são fatores importantes durante o processo de 

abaixamento de temperatura. Buhr (1999) propôs a ocorrência de modificações 

lipídicas devido ao protocolo de congelação comprometendo a membrana plasmática 

da cabeça do espermatozóide. A descongelação envolve uma reversão destes efeitos, 

e, conseqüentemente, o influxo de água para o interior poderá causar o rompimento da 

membrana, sendo que estes efeitos podem alongar ainda mais os danos devido a 

condições hiperosmóticas (Mazur et al., 1970).  

 

Acredita-se que, parte das diferenças na sensibilidade dos espermatozóides 

ao choque térmico estejam relacionadas com seu conteúdo lipídico. Não só as 

diferenças na composição total parecem ser importantes, mas a composição das 

membranas em diferentes regiões da célula espermática parece assumir papel 

importante na determinação da sensibilidade às baixas temperaturas (Watson & 

Plummer, 1985). Foi demonstrada que a criopreservação do espermatozóide suíno está 

relacionada a modificações na composição lipídica (fosfolipídios, ácidos graxos, 

colesterol, triglicerídios) e conseqüentes alterações na fluidez da membrana na porção 

da cabeça do espermatozóide (Buhr et al., 1994; Buhr & pettitt, 1996; Cerolini et al., 

2001). 

 

A primeira mudança que os espermatozóides têm que enfrentar ao serem 

submetidos ao processo de criopreservação, é a transição de fase dos lipídeos de 

membrana, decorrente da diminuição da temperatura, antes da congelação 

propriamente dita. Os aspectos referentes a esta mudança foram revisados e descritos 

por Watson em 1996. 

 

À medida que a temperatura diminui, os fosfolipídios apresentam restrição 

na sua movimentação lateral. Em dupla camada artificial de lipídeos, os fosfolipídios 

puros passam de uma fase fluida para uma fase gel a uma determinada temperatura, a 

chamada temperatura de transição, abaixo da qual os fosfolipídios formam um arranjo 

regular. Nas membranas naturais, a natureza dos fosfolipídios é mista e há grande 

variedade de possibilidades de composição das cadeias laterais; a temperatura de 

transição de fase para os lipídios da membrana é mais ampla, mas para cada grupo de 

fosfolipídios, a transição ocorre na faixa de temperatura restrita. Em função desta 

variação na temperatura de transição para os diferentes grupos de lipídios, a separação 
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lateral pode acontecer. Como conseqüência, podem ser formados locais ocupados 

somente por lipídios e as proteínas ficam agrupadas e excluídas dos arranjos 

hexagonais dos lipídios gelificados, permanecendo em locais onde há lipídios ainda em 

estado fluido (Watson, 1996). 

 

A natureza e proporção dos lipídios, juntamente com as proteínas, 

controlam a fluidez da membrana. Muitas funções celulares dependem das proteínas 

da membrana e a fluidez da membrana é essencial para estas funções, por manter a 

mobilidade das proteínas (Watson & Plummer, 1985). Pelo fato de estarem em 

ambiente lipídico não fisiológico, por ocasião da separação lateral, a função das 

proteínas de membrana, necessárias para a integridade estrutural ou para o 

funcionamento das bombas de íons, pode ser afetada (Woelders, 1997). 

 

O colesterol, um dos principais componentes da membrana espermática, 

interfere no comportamento dos lipídios, ampliando a sua transição de fase, 

prevenindo, portanto, mudanças bruscas e minimizando a separação de fases. A 

membrana plasmática do espermatozóide suíno apresenta uma relação 

colesterol/fosfolipídios mais baixa de que em outras espécies, sendo para os 

espermatozóides de suínos de 0,12, para os de bovinos 0,38 e para os de ovinos 0,36 

(De Leeuw et al., 1990), isto pode ser um dos fatores responsáveis por sua maior 

sensibilidade ao resfriamento (De leeuw et al., 1990; Parks & Lynch, 1992). 

 

Além do menor conteúdo de colesterol, Parks & Lynch (1992) observaram 

ainda que espermatozóides suínos apresentam maior relação proteína/fosfolipídios na 

membrana plasmática numa proporção de 1,26 em relação ao espermatozóide de 

outras espécies menos sensíveis ao choque térmico como eqüinos (0,86), bovinos 

(0,80) e galos (0,46). Os mesmos autores salientam que a fração glicolipídica da 

membrana de espermatozóides suínos possui um ponto de fusão relativamente alto e 

proporção elevada de etanolamina. O conjunto destes aspectos aumentaria a 

probabilidade de mudanças irreversíveis na membrana, advindas da separação lateral 

de fase e de alterações na interação lipídios-proteínas tornando os espermatozóides 

suínos mais sensíveis que os de outras espécies. 
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Do conteúdo total de lipídios existentes nos espermatozóides suínos, 

aproximadamente 75% são fosfolipídios e 24% colesterol (Celorini et al., 2001). Apesar 

das diferenças entre espécies, nas classes dos fosfolipídios espermáticos (De Leeuw et 

al., 1991), pouca variação foi observada no pico de temperatura de transição dos 

fosfolipídios de membrana, a qual foi de 24 ºC para os espermatozóides suínos, e entre 

21 e 25 ºC para os espermatozóides de garanhões, perus e touros (Parks & Lynch, 

1992). Hammersted et al., (1990) citam que mudanças drásticas ocorrem nas 

propriedades físicas da membrana entre 15 e 20 ºC. Watson (2000), relata que a 

mudança de fase dos lipídios se concentra na faixa de 5 ºC a 15 OC, mas a mesma 

pode não estar completa até 0 ºC. Isto significa dizer que durante o processo de 

criopreservação, os espermatozóides suínos, ao serem mantidos em equilíbrio a 15 e a 

5 ºC, estão sendo submetidos aos efeitos da transição de fase dos lipídios da 

membrana. 

 

 

1.3. Crioinjúrias 
 

Foi observado que a rápida congelação traz conseqüências deletérias 

devido à formação de cristais de gelo. O rompimento da membrana citoplasmática por 

esses cristais pode ser associado ao crescimento destes também durante o degelo e 

recristalização (Watson, 1990). 

 

A formação de cristais de gelo, intra ou extracelular, durante a 

criopreservação depende da velocidade de queda da temperatura. O resfriamento lento 

forma cristais de gelo no meio extracelular levando a uma desidratação da célula, 

devido sua exposição a um meio hiposmótico por um período longo, fenômeno 

conhecido como “efeito solução” (Holt, 2000). No resfriamento rápido se observa a 

formação de cristais de gelo no interior da célula podendo provocar lesões de organelas 

celulares. Ambas as formas de resfriamento causam danos celulares. Assim, a 

velocidade de resfriamento ideal deveria ser lenta o suficiente para evitar a formação de 

cristais de gelo no interior da célula, mas de certa forma rápida para diminuir o efeito 

solução (Holt, 2000; Leibo et al., 2002). 
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1.4. Meios Crioprotetores 
 

A presença de soluções de altas concentrações e de baixo peso molecular 

reduz os efeitos dos danos da desidratação 
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substâncias vêm sendo utilizadas como aditivos na proteção das células antes do 

abaixamento de temperatura. A adição de proteínas como caseína e gema de ovo, vêm 

sendo utilizadas para proteção dos espermatozóides ao choque térmico (Pursel et al., 

1973). 

 

Almlid et al. (1989) estudaram o efeito do glicerol a 2 e 4 % sobre 

parâmetros tais como: motilidade, integridade da membrana e capacidade de 

penetração em oócitos; encontrando melhores resultados quando utilizaram este 

crioprotetor na concentração de 4%. A temperatura de adição do glicerol e o tempo de 

exposição a este crioprotetor ao sêmen suíno podem reduzir significativamente a 

qualidade espermática após a descongelação, bem como quando utilizado em 

concentrações acima de 4% (Almlid & Johnson, 1988). Segundo Thilman (1977), a 

utilização do glicerol à 2% para a congelação do sêmen em palhetas de 0,5 mL, 

resultaram na recuperação de maiores percentuais de espermatozóides com 

acrossoma intacto do que com adição de glicerol à 5 ou 7%, entretanto, os resultados 

de motilidade e viabilidade (porcentagem de espermatozóides vivos) após o teste de 

termorresistência com o mesmo crioprotetor a 2%, são reduzidos, quando comparados 

com os resultados utilizando-se maiores concentrações. 

 

Na tentativa de diminuir os danos celulares durante a criopreservação, a 

adição de substâncias crioprotetoras passou a ser utilizada rotineiramente (Polge et al., 

1949; Smith & Polge, 1950). Eles podem ser divididos em dois grupos, os permeáveis 

(glicerol, dimetilsulfóxido, etanol) e os não permeáveis (sacarose, glicose, dextran). 

Geralmente, são utilizadas composições contendo os dois tipos de crioprotetores (Kasai 

et al., 2002).  

 

O glicerol até agora é o crioprotetor mais utilizado no sêmen suíno em 

processos de criopreservação (Watson, 1995), embora se reconheça que esta 

substância não é o crioprotetor ideal para o espermatozóide suíno. Em concentrações 

crescentes de glicerol, eleva-se a motilidade espermática pós-descongelação, porém o 

percentual de espermatozóides com acrossoma intacto diminui (Scheid, 1980). Os 

crioprotetores exercem uma importante função na proteção da célula espermática dos 

processos de congelação e descongelação.(Gonzalez, 2004) 
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Com o surgimento do glicerol como meio crioprotetor houve uma melhora 

nos resultados. Porém, encontrar o meio crioprotetor ideal não é tarefa fácil. O próprio 

glicerol é utilizado em diferentes concentrações, dependendo da espécie animal, devido 

a sua agressão tóxica à célula (Critser et al., 1988). A concentração de glicerol é lesiva 

aos espermatozóides do suíno se for adicionado a mais de 3%, do bovino a mais de 8% 

e do rato a mais de 1,7% (Holt, 2000).  

 

No processo de congelação, os espermatozóides são submetidos a várias 

mudanças de volume celular, às quais devem se ajustar para sobreviver. Estas 

mudanças resultam em estresse osmótico para a célula (Courtens & Paquignon, 1985; 

Hammerstedt et al., 1990; Parks & Granam, 1992; Watson, 1995) e ocorrem durante 

diversas etapas do procedimento: exposição ao crioprotetor; congelação e 

descongelação da água extracelular e saída do crioprotetor. 

 

Foi demonstrado por Gilmore et al. (1998) que os espermatozóides suínos 

são mais sensíveis às mudanças osmóticas que os de humanos e de camundongos. 

Estas células podem suportar retração e expansão de apenas 0,97 e 1,02 vezes seu 

volume isosmótico, respectivamente, de modo a manter motilidade superior a 70%. 

Estes limites de tolerância se ampliam um pouco no sêmen diluído, o que pode ser o 

resultado da modificação ou estabilização da membrana plasmática, devido aos 

componentes do diluente. A alta sensibilidade dos espermatozóides suínos ao choque 

osmótico indica que a adição e remoção do crioprotetor em passos poderia minimizar o 

problema e talvez, resultar em maiores índices de sobrevivência. No entanto, 

protocolos do congelação deste tipo poderiam não ser práticos, além de aumentarem 

ainda mais o tempo de processamento das doses congeladas. 

 

De acordo com Hammerstedt et al., (1990), é provável que haja ligação 

entre a morfologia dos espermatozóides de várias espécies e sua habilidade em tolerar 

as alterações osmóticas de volume. Watson & Plummer (1985) também chamavam a 

atenção para a possível correlação entre a sensibilidade ao choque térmico e a 

morfologia da cabeça; espermatozóides das espécies mais sensíveis ao choque 

térmico seriam os que apresentam cabeças maiores e mais achatadas, enquanto os 

mais resistentes teriam cabeças menores e menos achatadas, com membranas mais 

convexas. No entanto, os espermatozóides bovinos, ovinos e suínos, os quais 
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apresentam a morfologia da cabeça semelhante, diferem na sua sensibilidade a 

congelação (Holt, 2000). 

 

 

1.5. Diluidores de ressuspensão 
 

Para ser produzida uma dose inseminante, seja ela resfriada ou congelada, 

é necessário um meio de ressuspensão que apresente nutrientes necessários para 

proteger o espermatozóide prolongando sua vida in vitro e ainda aumentar o volume do 

ejaculado, são os chamados diluidores (Simmet, 1996). Existem basicamente dois 

grupos de diluidores e estes grupos são determinados pela capacidade de conservação 

do sêmen, sendo classificados em diluidores de curta ou longa duração (Reis, 1997). 

Os diluidores de curta duração apresentam composição de simples, geralmente são 

compostos apenas por produtos salinos como glicose, citrato de sódio, bicarbonato de 

sódio e cloreto de potássio. Estes diluidores têm a capacidade de preservar a 

viabilidade do sêmen por aproximadamente até quatro dias; Já os diluidores 

classificados como de longa duração apresentam composições mais complexas e, 

conseqüentemente, têm custo superior. Em média eles têm a capacidade de preservar 

as células por até 7 dias (Simmet, 1996).  

 

Vários trabalhos têm sido realizados na tentativa de melhorar a eficácia dos 

diluidores. Toniolli et al. (1996) demonstraram que o ácido 3-indol acético acrescido ao 

diluidor BTS melhorou as condições de conservação do sêmen de varrão, com um 

efeito significativamente favorável sobre a percentagem de espermatozóides com 

acrossoma intacto a uma temperatura entre 15 e 17 ºC e acondicionados por 13 dias.  

Na espécie suína, os resultados de fertilidade de fêmeas inseminadas com sêmen 

congelado têm ficado abaixo das expectativas, fornecendo sempre leitegadas de 

tamanho menor (Toniolli, 1991). Uma fração rica da água de coco adicionada ou não ao 

diluente BTS, foi testada in vivo na diluição de sêmen suíno e os resultados mostraram 

que a prolificidade (nascimentos vivos por fêmea) foi similar nos diferentes grupos, 

tendo a fertilidade não diminuído quando a água de côco foi adicionada ao diluente BTS 

(Toniolli et al, 1995). Desta forma, o BTS tem sido utilizado com resultados bem 

satisfatórios para a ressuspensão de amostras sejam elas resfriadas ou 

descongeladas. 
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2.0. Tipos de embalagens 
 

A criopreservação das células espermáticas apresenta várias etapas que 

devem ser levadas em consideração, porém para ser congelado o sêmen deve ser 

processado, resfriado, congelado, armazenado e descongelado, e ainda recuperar o 

maior número de características fisiológicas possíveis para que ocorra a fecundação. 

Outro fator que deve ser considerado é a variabilidade da fisiologia bioquímica do 

espermatozóide de cada espécie e ainda a variação na anatomia e fisiologia do 

transporte espermático no trato genital feminino, onde o número de células necessárias 

para se conseguir a fecundação varia de acordo com o trato genital de cada espécie 

(Holt, 2000).  

 

Tem sido avaliada a possível influência da forma da embalagem do sêmen 

nos resultados de congelação e descongelação. Após os primeiros trabalhos de 

congelação em ampolas ou tubos de vidro, vários protocolos foram desenvolvidos para 

congelação do sêmen suíno sob a forma de pellets em meados da década de 70. Os 

pellets são normalmente preparados pela colocação de 20 mL de sêmen em 

depressões formadas em blocos de gelo seco, sendo posteriormente armazenados em 

nitrogênio líquido, dentro de tubos de 10 a 15 mL. Devido aos riscos de contaminação, 

dificuldade de armazenamento e manipulação dos pellets, vários estudos foram 

posteriormente efetuados no sentido de encontrar embalagens que fossem adequadas 

para o congelação, armazenamento e manipulação das doses inseminantes 

congeladas. Bernardi, et al, 2005). 

 

Várias embalagens são encontradas atualmente para criopreservação de 

células espermáticas tais como: pílulas que apresentam uma relação volume-superfície 

facilitando uma melhor distribuição da temperatura, porém, seu volume limitado 

necessita de um número considerável de ampolas para reconstituir uma única dose 

inseminante: macrotubos apresentando acomodações para 4 ou 5 mL, ao contrário das 

ampolas, com apenas uma ou duas destas embalagens se consegue uma 

reconstituição de uma dose para inseminação, porém, sua dimensão geométrica não 

facilita a transmissão uniforme da temperatura e as zonas periféricas ficam em 

exposição direta a temperaturas extremas de congelação e descongelação; palhetas, 

estas podem ser de 0,25 ou 0,5 mL. Apresentam boa transmissão de temperatura do 
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exterior ao meio interior, porém, seu volume dificulta a ressuspensão de uma dose 

inseminante, pois como as pílulas, fazem-se necessárias a descongelação de várias 

palhetas; bolsas plásticas apresentando-se em volume de 5,0 mL e uma geometria que 

facilita uma congelação e descongelação rápida e uniforme, no entanto, há dificuldades 

para seu armazenamento em tanques de nitrogênio líquido (López, 2006).  
 

Existe ainda uma embalagem utilizada para armazenamento de sêmen 

humano, os criotubos, pequenos tubos plásticos com capacidade para dois e oito 

mililitros (Cavalcante, 2004). 

 

Córdova et al. (2002) propuseram que a forma e o volume do recipiente 

para armazenamento do sêmen poderiam influenciar na qualidade do sêmen 

criopreservado. O choque térmico entre as regiões periféricas e centrais do recipiente 

pode induzir danos ao acrossoma do espermatozóide durante o processo de 

criopreservação. Observou-se que essa influência da embalagem realmente existe.   

 

Para serem adequadas, as embalagens devem propiciar velocidades de 

congelação e descongelação que sejam uniformes (Hofmo & Almlid, 1991), sendo 

sugerido que uma maior relação superfície/volume deveria contemplar estas 

características. Neste sentido, vários trabalhos resultaram em maior qualidade 

espermática após descongelação, quando foram usados macrotubos achatados (1,7 

mL) ou palhetas de 0,5 ou 0,25 mL, em comparação aos macrotubos com volume de 5 

mL (Fazano, 1986; Moura, 1988; Stampa, 1989; Bwanga et al., 1990, 1991b e 1991d; 

Berger & Fischerleitner, 1992; Simmet, 1993). A velocidade de descongelação do 

centro da dose, mantida em macrotubos, é 3,7 vezes menor que a observada na 

periferia, mas esta variação não ocorre nas doses congeladas em macrotubos 

achatados (Weitze et al., 1991). Eriksson & Rodríguez-Manínez (2000) também 

atribuem os melhores resultados de motilidade das amostras congeladas em bolsas, 

em comparação aos macrotubos, à maior velocidade de descongelação. Em seu 

estudo, Rodrigues-Martinez (2000), analisaram amostras pós-descongelação em 

macrotubos e em sacolas plásticas, ambos com capacidade para armazenar 5mL de 

ejaculado. Os macrotubos apresentaram uma variação de temperatura entre a periferia 

e o centro da amostra, sendo a motilidade pós -descongelação melhor nas sacolas. 
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Desta forma propôs-se que o tipo de embalagem tem uma real influência sobre a 

qualidade de espermatozóides viáveis após o processo de criopreservação.  

 

 
3.0. Avanços na técnica de criopreservação 

 

O estudo dos danos produzidos durante o processo de congelação, 

abaixamento de temperatura e pelas suas embalagens tem crescido muito. Na 

medicina humana, a criopreservação já vem sendo praticada rotineiramente, onde 

células sangüíneas e sexuais são congeladas e descongeladas para posteriormente 

serem diferentemente utilizadas. No entanto, em muitos casos, as taxas de 

sobrevivência celular são muito baixas, levando a ciência a buscar melhorias nas 

técnicas de criopreservação celular (Wolf, 2004).  
 

O potencial de fertilização do espermatozóide criopreservado tem sido 

estudado a mais de 50 anos e até recentemente não se tinha ainda informações 

suficientes na literatura que permitissem uma avaliação dos danos causados à 

membrana celular, bem como, ainda não há evidências conclusivas sobre a capacidade 

fertilizante dos espermatozóides submetidos ao processo de criopreservação (Marcus-

Braun et al., 2004).  

 

Os processos de resfriamento, congelação e descongelação causam 

alterações na estrutura da membrana espermática. Foi constatado que o sêmen suíno 

pós-descongelação apresentou uma proporção maior de espermatozóides com reação 

acrossômica que o sêmen in natura depois de submetido à técnica de swim-up. 

Conseqüentemente, o sêmen descongelado foi capaz de penetrar imediatamente 

oócitos suínos em um sistema de fertilização in vitro, sem a necessidade de um período 

de incubação, para ativar a capacitação do sêmen in natura (Clarke & Johnson, 1987). 

Além disso, concluíram que o sêmen suíno congelado após uma seleção de uma sub-

população móvel de espermatozóides é mais indicado para fertilização in vitro, pois as 

taxas de penetração são similares as do sêmen in natura com menor freqüência de 

polispermia e maior freqüência de formação de pronúcleo (Zheng, 1992).  
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4.0. Criopreservação do espermatozóide suíno 
 

Os primeiros trabalhos de congelação do sêmen de varrão começaram na 

década de 1950. Vários autores (Crabo & Einarsson, 1971; Grahan et al., 1971; Pursel 

& Johnson, 1971) conseguiram manter um nível de fertilidade aceitável com sêmen 

suíno através de inseminações intracervicais, entretanto o emprego do sêmen suíno 

congelado ainda é esporádico e limitado a eventuais importações para a introdução de 

material genético em programas de melhoramento genético e trabalhos experimentais 

(Scheid et al., 1982). Embora a tecnologia venha sendo aprimorada, os resultados da 

aplicação dos métodos de conservação do sêmen suíno congelado, ainda são 

insuficientes, apresentando níveis mais baixos de fecundidade em relação à monta 

natural ou à inseminação artificial, utilizando sêmen resfriado. 

 

Durante as últimas três décadas, foram elaborados muitos diluidores, sendo 

a maioria para protocolos particulares, de forma que geralmente não são transferíveis 

de um método para outro (Osinowo & Salamon, 1976). Segundo Watson (2000), os 

efeitos da criopreservação podem induzir danos irreversíveis e letais ao 

espermatozóide sendo de grande importância os estudos aos numerosos danos 

provocados a esta célula na tentativa de minimizar estes efeitos.  

 

A criopreservação de sêmen suíno é pouco utilizada em prática comercial. 

As principais razões são a baixa taxa de sobrevivência do espermatozóide e uma 

necessidade de alta concentração de células espermáticas viáveis para uma dose 

inseminante. Armazenar sêmen suíno a 16 – 18 ºC é o método mais comum para 

poucos dias e tem sido bem aceito obtendo boas taxas de fertilidade. Ainda assim, a 

criopreservação é uma valiosa técnica, especialmente, como já citado, para 

conservação material genético, ou assegurar um constante abastecimento de sêmen 

em casos de um temporário problema epidemiológico ou de baixa produção de sêmen 

pelos animais, devido a condições adversas (Cerolini et al., 2001).  
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JUSTIFICATIVA 

 

Como citado, a inseminação em suínos com o uso de sêmen congelado é 

ainda reduzida devido à baixa recuperação de células espermáticas viáveis após a 

criopreservação. Para uma melhor recuperação celular devem-se levar em 

consideração diversos fatores tais como: a complexidade bioquímica da célula em 

questão, a interação com os meios crioprotetores e o método de embalagem do 

ejaculado. Neste sentido, a escolha da embalagem pode influenciar diretamente os 

resultados das amostras pós-descongeladas, influenciando assim na taxa de 

fertilização dos protocolos de inseminação artificial suína. (Bernardi, et al, 2005). 

 

Diversos tipos de embalagens de capacidade para 5 mL de sêmen, visando 

a criopreservação do sêmen suíno tem sido propostas (Eriksson e Rodriguez-Martinez, 

2000). No entanto, devido ao seu grande volume elas apresentam a desvantagem de 

submeter o sêmen a diferentes temperaturas, sendo também o armazenamento destas 

embalagens mais trabalhoso.  

 

Palhetas de 0,5 mL são largamente utilizadas para criopreservação em 

diferentes espécies (Larsson, 1978, Kirk, et al, 2005) e na congelação de sêmen suíno 

tem apresentado resultados satisfatórios (Bwanga, et al, 1990, Simmet, 1993), no 

entanto para se obter uma dose inseminante faz-se necessário em média 40 palhetas 

por animal sendo este número considerado trabalhoso. Nos processos de congelação e 

descongelação de sêmen humano (Cavalcante, 2004) a utilização de criotubos tem 

apresentado resultados significativamente melhores quando comparados a palhetas de 

0,25 mL, no entanto esse tipo de embalagem ainda não foi utilizado em protocolos de 

criopreservação de sêmen suíno. 
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HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

O criotubo de 2 mL em relação à palheta de 0,5 mL, é o tipo de embalagem 

mais adequado para criopreservação do espermatozóide suíno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.

http://www.novapdf.com


 31

OBJETIVOS 
 
 

OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar a influência de diferentes tipos de embalagens sobre a qualidade do sêmen 

suíno criopreservado.  

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

a) Comparar a qualidade espermática após a congelação e descongelação em 

diferentes embalagens; 

b) Avaliar a morfologia espermática do sêmen in natura e após a descongelação das 

diferentes embalagens; 

c) Analisar a qualidade espermática após o teste de termorresistência das amostras 

nas diferentes embalagens; 

d) Propor a melhor embalagem para seu uso em rotina de criopreservação do sêmen 

suíno. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.0. COLETA E ANÁLISE DO SÊMEN IN NATURA 

 
5.1. Animais e coleta do sêmen: 
 

Foram utilizados 5 animais adultos, pertencentes ao Laboratório de 

Reprodução Suína e Tecnologia de Sêmen (LRSTS) da Faculdade de Veterinária da 

Universidade Estadual do Ceará (FAVET/UECE), submetidos à rotina de coleta 

semanal. A coleta foi realizada pela técnica da mão enluvada, em manequim (figura 1) 

após lavagem do prepúcio com água tratada sendo enxugado com toalha de papel 

descartável. O sêmen foi coletado em frasco plástico com capacidade para 500 mL, 

previamente aquecido a 37 ºC protegido por copo isotérmico. O ejaculado teve a fração 

gelatinosa separada por uma gaze especial, sendo posteriormente desprezada (figura 

2). A qualidade do ejaculado (in natura) foi estabelecida quanto seu aspecto (branco 

marmóreo), volume (mL), concentração (x106 sptz/mL), total de células (x109 sptz), 

vigor espermático (0 a 5) e motilidade espermática (%). Foi utilizada uma ficha padrão 

para o acompanhamento do ejaculado de cada animal (ANEXOS II  e III). 

 

 

 

      
        Figura 1 – Coleta do ejaculado pela técnica da mão enluvada. Animal sobre o 

manequim de acrílico. 
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Figura 2 - Retirada da gaze que retém a porção gel do ejaculado. 

 
 
5.2. Análise do sêmen in natura: 
 
 
5.2.1. Vigor e Motilidade 
 

Para as análises do vigor e da motilidade espermática, foram utilizadas 

alíquotas de 15 L do sêmen diluído, colocadas entre lâmina e lamínula para 

observação em microscopia óptica a um aumento de 200x. As análises foram 

realizadas após 10 minutos de incubação em banho-maria à  37 ºC. 

 

5.2.2. Taxa de degradação média da motilidade (TDM) 
 

O teste utilizado para análises in vitro que mais se aproxima das 

condições naturais do sêmen após a inseminação é o teste de termorresistência. 

Este teste consiste na incubação do sêmen, após coleta em banho-maria a 37 °C, 

durante 2 horas. Aos resultados aplica-se uma fórmula matemática, no intuito de 

calcular a taxa de degradação média da motilidade (TDM). A TDM consiste em se 

calcular o vigor espermático aos 10 minutos de incubação subtraído do valor da 

mesma característica após 2 horas de incubação, dividido pelo mesmo valor aos 10 

minutos. O resultado desta operação é multiplicado por 100, fornecendo então o 
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resultado final. A TDM é expressa em porcentagem (%) e calculada pela  seguinte 

fórmula matemática: 

 

TDM = vigor 10 m - vigor 2 h  x  100 

vigor 10 m 

 

5.2.3. Morfologia 

 

Para análise morfológica dos espermatozóides, foi separada uma alíquota 

de 0,5 mL de sêmen e a esta foi adicionada 0,5 mL de solução formol-salina (0,99 mL 

de soro fisiológico e 0,01 mL de formol) e em seguida colocadas em tubos 

eppendorffes.  Em se tratando da palheta de 0,5 mL, foi descongelada uma segunda 

amostra para a avaliação desta característica. No caso das outras embalagens, o 

volume era suficiente para todas as características à serem avaliadas.  

De cada ejaculado, para cada um dos tratamentos (diferentes embalagens), 

foi separada uma alíquota de 0,5 mL para ser realizada a análise morfológica. A 

morfologia foi analisada segundo à qualidade do acrossoma, sendo classificado em 

duas classes diferentes: espermatozóide com acrossoma intacto e espermatozóides 

com acrossoma danificado.  

 

As análises foram realizadas no sêmen in natura e após a descongelação, 

em cada uma das diferentes embalagens, contando-se 200 células por amostra. Os 

exames foram realizados por meio da microscopia óptica com lente de imersão, a um 

aumento de 1000x.  

 

 

6.0. TÉCNICA DE CONGELAÇÃO 

 
6.1. Técnica de Congelação do sêmen (Paquignon et al., 1974):  
 

Após a análise do sêmen in natura, este foi refrigerado, congelado e 

armazenado em diferentes tipos de embalagens (em palhetas de 0,5 mL, criotubos de 

2,0 mL e macrotubos de 4,0 e 5,0 mL). O diluidor de resfriamento foi constituído por 

5,67 g de glicose, 22,5 % de gema de ovo, e completados com água destilada até 

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.

http://www.novapdf.com


 35

obtenção de um volume final de 100 mL. O diluidor de congelação é o mesmo do 

diluidor de resfriamento adicionado glicerol á 4%. A concentração final de glicerol para 

a congelação foi estabelecida em 2% (Polge et al., 1970). 

 

O plasma seminal foi eliminado do ejaculado logo após a sua coleta, 

através de centrifugação (30 °C) a 800g (2.600 rpm) por 15 minutos. O volume de 

plasma seminal separado do precipitado de espermatozóides através da centrifugação 

foi retirado por pipetagem, e armazenado em bisnagas plásticas com volume de 90 ml, 

congelado e conservado à –20 °C. 

 

Após a centrifugação, foi feita uma 1a diluição através da adição do diluidor 

de resfriamento previamente estabilizado a 30 °C: aproximadamente 2,0 ml de 

precipitado de espermatozóides + 9,0 mL do diluidor (módulos de 2 + 9 mL). Foi 

separado do ejaculado um total de 10,2 x109 sptz, em volumes variados de acordo com 

a concentração inicial do sêmen. 

 

A partir deste ponto, a temperatura do módulo foi abaixada 

progressivamente (em 1 hora) até a temperatura de 17 °C e mantida a este nível 

durante 5 horas. Foi feita uma 2ª diluição (diluição final a 17 °C), adicionando-se a cada 

módulo mais 9,0 mL do diluidor de congelação (glicose/gema de ovo/glicerol a 4%), 

este, juntamente com a 1a diluição foi obtida uma concentração final de glicerol a 2% 

(Polge et al., 1970), independente do tipo da embalagem a ser testado. A figura 3 

representa os momentos em que foram adicionados os diluidores de resfriamento e 

congelação. 

 

Após a segunda diluição, ocorreu uma nova etapa de abaixamento de 

temperatura do módulo, durante 1 hora. Após este tempo foi alcançada a temperatura 

de 4 °C. O sêmen desta forma tratado foi armazenado em diferentes tipos de 

embalagem (Figura 3) colocadas deitadas lado a lado, em uma rampa de congelação a 

uma distância de 5,0 cm da superfície do nitrogênio líquido. Desta forma, cada 

embalagem permaneceu durante 10 minutos, sendo então, transferidos diretamente 

para o nitrogênio líquido onde ficaram mantidos por pelo menos 15 dias até então 

serem analisados e comparados cada tipo de embalagem ao sêmen in natura.
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6.2. Embalagem do sêmen: 
 

Após o resfriamento do sêmen até a temperatura de 4 oC, o mesmo 

proveniente de cada ejaculado foi envasado em diferentes tipos de embalagens (figura 

4) com a finalidade de se testar a que se adapta melhor a técnica, proporcionando 

melhor qualidade espermática após a descongelação.  Foram testadas as seguintes 

embalagens: 

 

01) Palhetas com diâmetro de 0,2 cm e volume de 0,5 mL;  

02) Criotubos com diâmetro de 10 cm e volume de 2,0 mL;  

03) Macrotubos com diâmetro de 0,5 cm e volume de 4 mL (Mac 4);  

04) Macrotubos com diâmetro de 0,5 cm de 5,0 ml (Mac 5). 

 

A concentração espermática foi padronizada com 0,51 x106 sptz/mL em 

todos os diferentes tipos de recipientes. Tanto as palhetas como os macrotubos foram 

vedados com esferas de vidro; já o criotubo foi vedado com uma tampa rosqueada 

adequada. 

 

 

 
Figura 4 – Embalagens utilizadas no projeto (macrotubo de 5 mL, macrotubo de 4 mL, 

palheta de 0,5 mL e criotubo de 2 mL) 

 

Mac 5 

Mac 4 

Palheta 

Criotubo 
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6.3. Congelação das amostras: 
 

Após o envase do sêmen em cada uma das quatros embalagens (figura 5), 

estas foram submetidas ao vapor de nitrogênio a -120 ºC (Sukhato et al., 2001) durante 

10 minutos em rampa de congelação (figura 6), à uma distância de 5 cm da superfície 

do nitrogênio líquido. Decorrido o tempo estabelecido, o sêmen foi depositado em 

canisteres numerados devidamente identificados e armazenados diretamente no 

nitrogênio líquido a –196 ºC (figura 7), onde permaneceram por um período mínimo de 

15 dias, até as análises. 
 

 

             
Figura 5 – Freezer utilizado para o envase das amostras. Temperatura interna de 4 ºC. 

 

 

 
Figura 6 - Rampa de congelação. 
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Figura 7 – Armazenamento das amostras já congeladas em botijões de nitrogênio 

líquido. 
 
 

7.0. DESCONGELAÇÃO E RESSUSPENSÃO 
 
7.1. Descongelação e ressuspensão do sêmen: 
 

Para a descongelação, foram testados diferentes tempos e temperaturas 

nos diferentes tipos de embalagem utilizados, conforme esquema a seguir: 

 

01) Palhetas: 37 oC por 30 segundos;  

02) Macrotubos e Criotubos: 50 oC por 40 segundos; 

 

Imediatamente após a descongelação, cada amostra foi colocada em tubos 

plásticos contendo um termômetro para aferição da temperatura. A esta amostra foi 

adicionado o diluidor de ressuspensão (BTS – Betsville) estabilizado a 37 oC para então 

serem posteriormente analisadas. Para as análises in vitro, a diluição do sêmen 

descongelado no diluidor de ressuspensão foi feita adicionando-se um volume fixo de 

cada uma das diferentes embalagens (0,5 mL) a um total de 4,5 mL diluidor BTS. 
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8.0. ANÁLISE DAS AMOSTRAS 

 

8.1. Vigor e motilidade espermática: 

 

Após a descongelação e ressuspensão do sêmen, cada amostra foi 

avaliada através do vigor espermático (notas de 0 a 5 – Toniolli, 1996 – ANEXO I) e da 

motilidade espermática (0 a 100%). O sêmen descongelado foi colocado em banho-

maria a 37 oC e as análises foram realizadas após 10 minutos de incubação. Para estas 

características foi colocado um volume de 15 µL do sêmen, entre lâmina e lamínula, 

para análise à luz a microscopia óptica a um aumento de 200x. 

 

8.2. Avaliação morfológica do espermatozóide: 
 

De cada ejaculado, para cada tratamento, incluindo-se sêmen in natura, 

foram separados 0,5 mL de sêmen e adicionado a 0,5 mL de solução formol-salina, a 

fim de se proceder à sua análise morfológica. 

 

A morfologia foi analisada apenas quanto às características do acrossoma, 

sendo classificados como intacto ou danificado. Para se proceder tais análises, foram 

colocadas alíquotas de 0,15 µL colocados entre lâmina e lamínula e então realizada a 

contagem de 200 células. Adição a tubos eppendorffes de um volume de 0,5 mL de 

sêmen e 0,5mL de solução formol-salina (0,99mL de soro fisiológico e 0,01mL de 

formol).  

 

a) Identificar a lâmina; 

b) 0,5 mL de sêmen + 0,5 mL de solução formol-salina; 

c) Homogeneizar; 

c) Analisar. 

Foram contadas 200 células por amostra, com os exames realizados por da 

microscopia óptica com lente de imersão, a um aumento de 1000x.  
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8.3. Momentos das análises: 
 

Para as características vigor e motilidade, o sêmen foi avaliado nos 

seguintes momentos do processo:  

 

a) Sêmen in natura;  

b) Após a adição do diluidor de resfriamento a 30 ºC;  

c) Antes da adição do diluidor de congelação após o período de 5 h à 17 oC;  

d) Antes do envase à 4 ºC;  

e) Após 10 minutos da ressuspensão do sêmen descongelado. 

f) Após 2 horas a 37 ºC 

 

Para o item “a”, o sêmen foi analisado logo após a coleta; nos itens “b”, “c” 

e “d”, a análise foi feita após 10 minutos de incubação do sêmen a 37 oC em BTS; para 

o item “e” a análise foi realizada após a descongelação com acréscimo do diluidor de 

ressuspensão ; e no item “f“, foi aplicado o teste de termorresistência. 

Para as análises morfológicas, os esfregaços foram feitos nos seguintes 

momentos:  

 

a) Sêmen in natura;  

b) Imediatamente após a descongelação. 

 

 

9.0. Análise Estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A 

análise estatística foi processada através da avaliação das médias e desvios 

padrões, aos quais foi aplicado o teste de Mann-Withney, e o teste do Qui-quadrado 

para valores expressos em porcentagem. Todos os testes foram aplicados a um 

nível de significância de 5% (p<0,05). A análise das diferenças entre médias foi 

realizada através do teste ANOVA. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Neste trabalho, os resultados de medida da temperatura do sêmen, logo após 

a descongelação, foi de 36 ºC nas palhetas e de 34 ºC nas demais embalagens 

testadas. Provavelmente, esta diferença está relacionada com os diferentes 

diâmetros das embalagens, uma vez que a temperatura utilizada para 

descongelação, se distribui de maneira mais uniforme da periferia para o centro da 

amostra nas embalagens com diâmetros menores, quando comparadas àquelas 

com diâmetros maiores (Ericksson & Rodrigues-Martinez, 2002). Por outro lado, 

devem ser avaliadas novas combinações de tempo e temperatura, para a 

descongelação do sêmen envasado em embalagens de maior diâmetro (macrotubos 

e criotubos), de forma a se obter uma temperatura da amostra descongelada mais 

próxima possível de 37 oC, uma vez que todo o material que entra em contato com o 

sêmen descongelado bem como o diluidor de ressuspensão, encontravam-se à esta 

temperatura. Desta forma, problemas de choque térmico poderão ser evitados. 

Apesar do sêmen suíno ser altamente sensível, existe citação de análise 

espermática do sêmen in natura, em lâminas e lamínulas aquecidas a 38-39 oC 

(CBRA, 1998), o que daria uma diferença de até 4 oC uma vez que os ejaculados 

suínos em nosso clima apresentam temperaturas que variam entre 35 e 37 oC. 

Baseado nesta indicação da literatura, a diferença de temperatura entre o sêmen 

descongelado proveniente dos criotubos e macrotubos, e o diluidor de 

ressuspensão, não teria tido influência sobre os resultados de motilidade, o que 

indicaria a possibilidade de que a distribuição da temperatura durante a 

descongelação dentro da coluna de sêmen da periferia para o centro da embalagem 

(Ericksson & Rodrigues-Martinez, 2002), teria uma maior influência na qualidade do 

sêmen pós-descongelação, tornando-se assim um fator mais importante a ser 

considerada para a escolha de embalagens visando a congelação do sêmen do 

varrão. 

 

Todo o material e diluidor que teve contato com as amostras descongeladas, 

encontravam-se à temperatura de 37 oC; já o sêmen proveniente das palhetas 

apresentou uma diferença de apenas 1 oC para o diluidor de ressuspensão, 

enquanto que nas outras embalagens, esta diferença chegou à 3 ºC, o que pode ter 
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favorecido um choque térmico, que possivelmente justificaria os melhores 

resultados encontrados no sêmen armazenado nas palhetas. Por outro lado, 

resultados obtidos por Bamba & Cran (1985), mostraram que grandes diferenças de 

temperatura entre o sêmen suíno e o diluidor podem não apresentar influência 

imediata sobre a motilidade espermática, entretanto, quando da incubação do 

mesmo por até 5 horas, os valores caem significativamente em comparação às 

amostras onde não ocorreu diferença de temperatura entre o sêmen e o diluidor, 

este é um fator que deve ser melhor explorado e analisado a fim de se determinar 

exatamente a sua influência sobre os resultados de qualidade espermática após a 

descongelação. 

 

Os resultados deste trabalho estão de acordo com alguns achados da 

literatura, onde Eriksson & Rodrigues-Martinez (2000) medindo a temperatura do 

sêmen descongelado à 40 oC por 20 segundos, envasado em macrotubos (4 mL) e 

sacolas de PVC (5 mL), obtiveram melhores resultados de motilidade espermática 

nas amostras provenientes das sacolas de PVC. Apesar deste tipo de embalagem 

apresentar um volume alto (5 mL), quando comparado ao das palhetas de 0,5 mL 

utilizadas neste trabalho, resta salientar que a forma das sacolas de PVC era 

achatada, o que proporcionou uma distância entre as paredes da mesma mais 

próxima do diâmetro das palhetas do que dos criotubos ou macrotubos, explicando 

desta forma os melhores resultados conseguidos. 

 

A diminuição da qualidade espermática suína, após os processos de 

congelação e descongelação, ainda é um problema constante encontrado nos 

diferentes protocolos utilizados com esta finalidade (Stornelli et al., 2005). Segundo 

Watson (2000), os efeitos da criopreservação podem induzir danos irreversíveis e 

letais aos espermatozóides, sendo de grande importância o estudo dos numerosos 

danos provocados, associados aos defeitos na membrana e nas organelas, que 

acabam por afetar a integridade funcional das células (Bwanga et al., 1991; Watson, 

2000), reduzindo a capacidade fertilizante dos espermatozóides (Peña, et al., 2006). 

A queda dos valores do vigor, motilidade e morfologia espermática, são vistos tanto 

no sêmen refrigerado, quanto no congelado. Entretanto, nesta última forma de 

conservação da célula espermática, a influência da técnica utilizada sobre os 
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valores destas características tem sido bem mais contundente (Stornelli et al., 

2005). 

 

Esta ação do processo de criopreservação sobre o espermatozóide suíno, em 

relação aos seus valores iniciais in natura, pode ser visto na tabela 1. A média das 

características do semêm in natura foi significantemente maior (p<0,05) quando 

comparado ao sêmen criopreservado e descongelado (figura 1). 

 

Tabela 1: Comparação entre as características de vigor, motilidade e morfologia 

espermática, avaliadas no sêmen in natura, em relação às amostras 

descongeladas, ressuspensas e incubadas por 10 minutos à 37 ºC. 

 
 

Característica 

 

In natura 

 

Palheta 

 

Criotubo 

 

Mac 4 

 

Mac 5 

 

Vigor (0 à 5) 

 

 

4,5 ± 0,3A 

 

2,3 ± 0,8B 

 

 

1,4 ± 0,9C 

 

 

1,5 ± 0,7C 

 

 

1,3 ± 0,8C 

 

 

Motilidade (%) 

 

89,9 ± 6,4A 

 

45,4 ± 22,7B 

 

 

26,6 ± 21,4C 

 

 

26,3 ± 15,4C 

 

26,9 ± 18,3C 

 

 

Morfologia (%) 

 

89,9 ± 10,4A 

 

60,6 ± 18,5B 

 

 

53,6 ± 17,9C 

 

 

54,1 ± 19,4C 

 

 

52,9 ± 18,2C 

 

A, B, C: Letras diferentes entre colunas apresentam difer
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Os resultados iguais (p>0,05), para esta característica analisada, entre os dois 

tipos de macrotubos, devem-se provavelmente ao fato deles apresentar em um 

mesmo diâmetro, fato este que possibilitou uma mesma velocidade de resfriamento, 

congelação e descongelação entre as células do bordo da coluna de sêmen dentro 

do macrotubo, em relação às células de posição mais central. 

 

O diâmetro ainda maior do criotubo, não favoreceu a obtenção de valores 

maiores para o vigor espermático, mas também não prejudicou esta característica 

avaliada em relação aos resultados obtidos nos macrotubos (p>0,05). 

Aparentemente os diferentes volumes e altura dos frascos não interferiram nos 

resultados obtidos. 
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Figura 8: Análise do vigor espermático do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 

 

 

 Quando comparados os resultados obtidos após a descongelação em relação 

ao sêmen in natura, a queda dos valores do vigor espermático foi significativamente 

diferente em todos os tratamentos. Esta queda em amostras de sêmen que sofrem 

processos de abaixamento de temperatura (resfriamento e congelação), é um fato 

A 

B 

C C C 
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comprovado por diversos trabalhos uma vez que o processo de criopreservação 

provoca danos funcionais e estruturais aos espermatozóides refletindo numa 

redução na qualidade espermática após todo processo. (Holt, 2000; Oehninger et 

al., 2000). Entretanto, quando submetidos aos protocolos de congelação, esta 

queda avaliada no sêmen após descongelação e posterior reaquecimento, é maior. 

Neste trabalho, esta queda foi mais acentuada no sêmen proveniente das 

embalagens com maior diâmetro (Criotubo, Mac 4 e Mac 5) em relação à de menor 

diâmetro (palheta) (p<0,05). 

 

Em relação à característica motilidade espermática, os resultados mostraram-

se semelhantes àqueles observados com o vigor espermático. De acordo com a 

figura 9 as amostras acondicionadas em palhetas apresentaram maiores 

percentuais de motilidade espermática em relação às outras embalagens. Entre os 

criotubos e macrotubos de 4 e 5 mL não houve diferenças estatisticamente 

significativas.  
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Figura 9: Análise da motilidade espermática do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 
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O teste de termorresistência tem por finalidade avaliar in vitro, a diminuição do 

vigor espermático durante um período de 2 horas de incubação do sêmen à 37 oC. 

Segundo este teste, em todas as embalagens utilizadas houve uma redução nos 

valores do vigor espermático após a incubação, esta redução também foi observada 

em carneiros (Josh, et al., 2005). Os resultados deste teste podem ser vistos na 

figura 3, onde houve uma redução de 56,5% nas palhetas, 71,4% no criotubo, 

73,3% no macrotubo de 4 mL e 69,2% no macrotubo de 5 mL. Percebeu-se que o 

sêmen envasado e congelado nas palhetas, apresentou o melhor resultado para 

este tipo de teste, uma vez que o mesmo simula in vitro o que aconteceria com o 

sêmen após ser depositado no genital da fêmea. Desta forma, pode-se dizer que a 

palheta é a embalagem que proporciona ao espermatozóide suíno após 

descongelação uma melhor possibilidade de fertilização, uma vez que o sêmen nela 

congelado preserva uma maior quantidade de células com boa motilidade. 
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Figura 10: Avaliação da taxa de degradação média (TDM), após o teste de 

termorresistência nos diferentes tipos de embalagem para o sêmen suíno. 

 

 

Na análise morfológica foram avaliados os números de acrossomas intactos e 

danificados após a descongelação. A figura 11 representa a freqüência de 
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espermatozóides que apresentam acrossoma intacto em cada uma das embalagens 

testadas. As palhetas apresentaram maior percentagem de espermatozóides com 

acrossomas intactos em comparação com os demais tipos de embalagem (p<0,05).  
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Figura 11: Análise da morfologia espermática do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 

 

 

 Mais uma vez, para a característica morfologia espermática, as diferenças 

entre o sêmen in natura e o criopreservado foram significativas (p<0,05). Entretanto, 

viu-se uma maior queda do número de células com acrossoma intacto, no sêmen 

proveniente das embalagens com maior diâmetro (Criotubo; Mac 4 e Mac 5) 

(p<0,05). 

 

O tipo de embalagem utilizada na criopreservação do sêmen suíno, parece 

realmente interferir na qualidade espermática avaliada após descongelação, sendo 

a distância do raio das mesmas, um detalhe a ser considerado como um dos fatores 

que pode estar relacionado a esta interferência. Córdova et al,. (2000) e Izquierdo et 

al., (2005), propuseram que a forma e o volume do recipiente poderiam influenciar 

na qualidade do sêmen congelado. O choque térmico entre as células que se 
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encontram nas regiões periféricas e centrais da embalagem, pode induzir ao 

aparecimento de danos no acrossoma dos espermatozóides durante o processo de 

criopreservação. Levando-se em consideração as afirmativas dos autores supra 

citados, juntamente com os resultados de Eriksson & Rodrigues-Martinez (2000), 

verificou-se que os resultados deste trabalho apresentaram uma tendência parcial 

quando comparados aos destes autores, no que diz respeito ao formato das 

embalagens testadas.  

 

Com relação ao volume, inicialmente pensou-se na possibilidade de sua 

influência sobre a qualidade do sêmen descongelado, entretanto, levando-se em 

consideração os resultados obtidos por Eriksson & Rodrigues-Martinez (2000), com 

o uso das bolsa de PVC (5 mL), percebeu se que esta característica seria de menor 

relevância para a compreensão dos fatores que realmente poderiam estar 

influenciando na qualidade espermática pós descongelação. Este fato foi confirmado 

pelos resultados deste trabalho, uma vez que, comparando-se as maiores 

embalagens com volumes diferentes (criotubo = 2 mL; macrotubos = 4 e 5 mL), não 

houve diferença significativas (p>0,05) para as caracterísitcas avaliadas (vigor, 

motilidade e morfologia espermática). 

 

A opção para se utilizar um determinado tipo de embalagem, deve ser 

vinculada à facilidade de manejo, ao custo e aos resultados de 

congelação/descongelação. Para serem adequadas, elas devem propiciar velocidades de 

congelação e descongelação uniformes (Hofmo & Almlid, 1991), sendo sugerido para isto 

uma maior relação superfície:volume. Neste sentido, vários trabalhos resultaram na obtenção 

de uma melhor qualidade espermática após descongelação, quando foram usados macrotubos 

achatados (1,7 ml) ou palhetas de 0,5 ou 0,25 ml, em comparação aos macrotubos 

tradicionais (5 mL) (Fazano, 1986; Bwanga et al., 1991).  

 

A velocidade de descongelação do centro da dose, mantida em macrotubos é 3,7 vezes 

menor do que a observada na periferia, mas esta variação não ocorre nas doses congeladas 

em macrotubos achatados (Weitze et al., 1991), o que poderia explicar os melhores 

resultados com estes últimos. Eriksson & Rodríguez-Manínez (2000) também atribuem os 

melhores resultados de motilidade das amostras congeladas em bolsas com capacidade para 

5 mL, em comparação aos macrotubos, à maior velocidade de descongelação. Neste trabalho 
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observou-se que as amostras congeladas em embalagens com diâmetros menores colaboram 

com a teoria de que o diâmetro tem influência direta na qualidade das células descongeladas 

embora não tenha se observado a influência do diâmetro quando comparados os criotubos e os 

macrotubos de 4 e 5 mL. Este resultado também está de acordo com a literatura já que a partir de 

um determinado diâmetro ainda não estabelecido, as amostras contidas em embalagens com 

tais características não proporcionam a distribuição homogênea da temperatura não 

apresentando desta forma diferenças significativas. 

 

Na tentativa de se fazer uma projeção dos resultados deste trabalho, correlacionando-os 

com a possibilidade de fertilização dos espermatozóides suínos criopreservados em diferentes 

tipos embalagens, faz-se necessário considerar informações obtidas na literatura que indicam da 

mesma forma, melhores resultados de motilidade e morfologia espermática obtidos em 

embalagens de menor diâmetro (Izquierdo et al., 2005; Eriksson & Rodriguez-Martínez, 2002; 

Wevar et al., 1997), o que não significa obrigatoriamente maiores porcentagens de fêmeas 

gestantes inseminadas com sêmen proveniente de congelação em palhetas. 
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CONCLUSÕES 

 

O diâmetro da embalagem influencia na qualidade das células espermáticas 

descongeladas; 

Embalagens que apresentam menor diâmetro permitem uma redução da 

diferença de temperatura entre as células da porção periférica e central da amostra; 

A embalagem mais adequada para uma melhor conservação do sêmen suíno é 

aquela que possibilita uma congelação mais uniforme da amostra de sêmen contida 

no seu interior, no caso, a palheta de 0,5 mL.  

A influência destes resultados in vitro sobre a possibilidade de fertilização dos 

espermatozóides criopreservados, deve ser confirmado em experimentos in vivo. 
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PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a necessidade e a 

importância de mais estudos utilizando embalagens diferentes que acomodem um 

maior volume de células e conseqüentemente que uma única embalagem tenha 

capacidade de armazenar uma dose inseminante além de recuperar uma 

quantidade aceitável de células viáveis por dose.  

 

A realização de novas pesquisas sobre diferentes embalagens auxiliaria 

na implementação da melhoria nas técnicas para o protocolo de criopreservação de 

células espermáticas suínas.  
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ARTIGO ANEXO 
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Avaliação de diferentes tipos de embalagens sobre a qualidade do sêmen 

suíno criopreservado 

(The diferents packings evaluation on the swine semen freezing quality) 

Araújo, D.O.*, Albuquerque, A.C.C., Toniolli, R 

 
Laboratório de Reprodução Suína e Tecnologia de Sêmen – Universidade Estadual do Ceará. 

Fortaleza – Ceará. 2. Universidade Federal do ceará – UFC. 

* Danielle Oliveira de Araújo, e-mail: danioara@hotmail.com. Rua Maranhão, 235 – Neópolis. Natal 

– Rio Grande do Norte. 

 

                                                  ABSTRACT 

 

Due to the high sensibility of the swine spermatozoid to the cryopreserved process, it 

becomes important the study concerning the provoked damages the cell, for the thermal 

aggression caused during the process. The influence of types of used packings was evaluated, 

for the storage of swine semen, about the quality of the spermatozoid cryopreserved. Hybrid 

animals of Reprodução Suína's Labo
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pela agressão térmica ocasionada durante este processo. Neste trabalho foi avaliada a 

influência de diferentes tipos de embalagens utilizadas, para o armazenamento de 

sêmen suíno, sobre a qualidade do espermatozóide criopreservado. Foram utilizados 

animais híbridos do Laboratório de Reprodução Suína e Tecnologia do sêmen (LRSTS) 

da Faculdade de Veterinária da Universidade Estadual do Ceará. A coleta foi feita pela 

técnica da mão enluvada. Foram analisados o vigor (0 a 5), a motilidade (0 a 100%) e a 

morfologia espermática. O sêmen foi congelado em palhetas de 0,5 mL, criotubos de 

2,0 mL e macrotubos de 4 e 5 mL. As amostras de sêmen suíno congelado em 

palhetas, apresentaram os melhores resultados com diferença estatisticamente 

significativas quando comparadas às amostras criopreservadas nos outros três tipos de 

embalagens avaliadas. Os resultados pós descongelação indicaram que o sêmen 

envasado nas palhetas foi o que apresentou características condizentes com a 

possibilidade de serem utilizados nos protocolos de inseminação artificial com 

possibilidades de bons resultados de fertilidade. Conclui-se que embalagens que 

permitam uma maior velocidade de trocas de temperatura entre as células encontradas 

no bordo e no centro das mesmas, favorecem a uma melhor qualidade do sêmen 

descongelado. 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

Diferentes protocolos de congelação do sêmen suíno vêm sendo estudados há 

vários anos, na tentativa de se aprimorar a técnica de criopreservação (Córdova, et al., 

2002). Durante este processo, diversos fatores devem ser levados em consideração 

tais como, a complexidade bioquímica do espermatozóide, a interação de seus 

componentes e a influência do resfriamento, congelação e descongelação (Parks & 

Graham, 1992). De acordo com esta problemática deve-se dar atenção também à 

embalagem do sêmen. Existem vários tipos de materiais empregados para o 

armazenamento do sêmen, tais como: ampolas ou tubos de vidro. A congelação sob a 

forma de pellets também é utilizada, entretanto, devido às limitações de armazenamento e 

manipulação dos pellets, além dos riscos de ordem sanitária para a amostra de sêmen, este 

método não tem sido empregado. Vários estudos têm sido efetuados a fim de se encontrar 

embalagens adequadas para a congelação do sêmen suíno. As embalagens adequadas 

devem propiciar velocidades de congelação e descongelação uniformes (Hofmo & Almlid, 

1991), sendo sugerida as que proporcionem uma maior relação superfície/volume. Diante do 
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acima exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influência de diferentes tipos de 

embalagens sobre a qualidade do sêmen suíno criopreservado. 

 

II. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram utilizados 5 reprodutores (2 Dallands, 1 Landrace, 1 Duroc e 1 Sighers) do 

Laboratório de Reprodução Suína e Tecnologia do Sêmen (LRSTS) da Faculdade de 

Veterinária da Universidade Estadual do Ceará, submetidos a uma rotina semanal de 

coleta de sêmen.  
As coletas foram realizadas pela técnica da mão enluvada em manequim, após 

lavagem do prepúcio com água corrente e secagem com papel toalha descartável. O 

sêmen foi coletado em frasco plástico com capacidade para 500 mL, previamente 

aquecido a 37 ºC protegido por copo isotérmico. A fração gelatinosa do ejaculado foi 

separada por gaze especial, sendo posteriormente desprezada.  

 

1.0. Análise do sêmen in natura 
 

A qualidade do ejaculado in natura foi estabelecida através do volume (mL), da 

concentração (x109 sptz/mL), do total de células (x109 sptz), do vigor espermático 

(escores de 0 a 5; Toniolli, 1996), da motilidade espermática (0 a 100%) e morfologia 

espermática. Para a análise do vigor e da motilidade, uma amostra do sêmen foi 

colocada entre lâmina e lamínula e processada a leitura em microscopia óptica com um 

aumento de 200 vezes. Pelo menos três campos do microscópio foram analisados para 

obtenção de uma média da avaliação.  

Foram criopreservados somente os ejaculados que apresentaram no mínimo, as 

seguintes características: vigor = 3,5 e motilidade = 80%. De cada ejaculado foi retirado 

um total de 102 x106 sptz para cada tratamento de congelação do sêmen. 

 

2.0. Congelação e envase do sêmen 
 

Para a congelação do sêmen, utilizou-se a técnica de Paquignon et al. (1974). 

Sendo selecionadas para o armazenamento do sêmen, as seguintes embalagens: 
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a) Palhetas com volume de 0,5 mL; b) Criotubos com volume de 2,0 mL; c) 

Macrotubos de 240 mm com volume de 4 mL (Mac 4); d) Macrotubos de 280 mm com 

volume de 5,0 mL (Mac 5) 

A concentração espermática foi padronizada em 0,51 x109 sptz/mL em todos os 

diferentes tipos de embalagens. Tanto as palhetas como os macrotubos foram vedados 

com esferas de vidro e os criotubos com uma tampa rosqueada apropriada. 

Após o envase do sêmen em cada uma das quatro embalagens, elas foram 

submetidas aos vapores de nitrogênio -120 ºC (Sukato et al., 2001) durante 10 minutos 

em rampa de congelação, a uma distância de 5 cm da superfície do líquido. Decorrido 

o tempo estabelecido, as amostras congeladas e devidamente identificadas foram 

depositadas em canisteres numerados e mergulhadas diretamente no nitrogênio líquido 

dentro do botijão (-196 ºC), onde permaneceram por um período mínimo de 15 dias, 

para posterior descongelação e análises. 

 

3.0. Descongelação e ressuspensão do sêmen 

 

Para descongelação das amostras, foi utilizado um descongelador automático 

(Geysir, Minitub GmbH) sendo estabelecidos tempos e temperaturas diferentes para 

cada tipo de embalagem, conforme esquema a seguir: 

a) Palhetas: 37 oC por 30 segundos; b) Macrotubos e Criotubos: 50 oC por 60 

segundos. 

Após a descongelação foi retirada uma alíquota de 0,5 mL da amostra de cada 

embalagem e colocadas em tubos de ensaio previamente aquecidos 37 ºC 

adicionando-se 4,5 mL do diluidor de ressuspensão (Diluidor de Beltsville – BTS) 

também aquecido a 37 ºC. Imediatamente após a descongelação, e antes da 

ressuspensão, o sêmen colocado no tubo de ensaio, foi medida a temperatura da 

amostra, colocando-se um termômetro ao volume do sêmen descongelado. 

 

4.0. Análises in vitro 

 
4.1. Vigor e Motilidade 

Para as análises do vigor e da motilidade espermática, foram utilizadas alíquotas 

de 15 L do sêmen diluído, colocadas entre lâmina e lamínula para observação em 
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microscopia óptica a um aumento de 200x. As análises foram realizadas após 10 

minutos de incubação em banho-maria à   37 ºC. 

4.2. Taxa de degradação média da motilidade (TDM) 

 Dentre eles, um dos que mais se aproxima das condições naturais do sêmen 

após a inseminação é o que trata do teste de termorresistência. Este teste consiste 

na incubação do sêmen, após coleta em banho-maria à 37 °C, durante 2 horas. Aos 

resultados aplica-se uma fórmula matemática, no intuito de calcular a taxa de 

degradação média da motilidade (TDM). A TDM consiste em se calcular o vigor 

espermático aos 10 minutos de incubação subtraído do valor da mesma 

característica após 2 horas de incubação, dividido pelo mesmo valor aos 10 

minutos. O resultado desta operação é multiplicado por 100 fornecendo então o 

resultado final (TDM) expresso em porcentagem (%). A TDM é expressa pela 

seguinte fórmula matemática: 

 

TDM  =  vigor 10 m - vigor 2 h  x  100 

vigor 10 m 

 

4.3. Morfologia 

Para análise morfológica dos espermatozóides, foi separada uma alíquota de 0,5 

mL de sêmen e a esta foi adicionada 0,5 mL de solução formol-salina (0,99 mL de soro 

fisiológico e 0,01 mL de formol) e em seguida colocadas em tubos eppendorffes.  Em 

se tratando da palheta de 0,5 mL, foi descongelada uma segunda amostra para a 

avaliação desta característica. No caso das outras embalagens, o volume era suficiente 

para todas as características à serem avaliadas.  

De cada ejaculado, para cada um dos tratamentos (diferentes embalagens), foi 

separada uma alíquota de 0,5 mL para ser realizada a análise morfológica. A 

morfologia foi analisada segundo à qualidade do acrossoma, sendo classificado em 

duas classes diferentes: espermatozóide com acrossoma intacto e espermatozóides 

com acrossoma danificado.  

As análises foram feitas no sêmen in natura e após a descongelação, em cada 

uma das diferentes embalagens, contando-se 200 células por amostra. Os exames 

foram realizados por meio da microscopia óptica com lente de imersão, a um aumento 

de 1000x.  
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         5.0. Análise Estatística 
 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A análise 

estatística foi processada através da avaliação das médias e desvios padrões, aos 

quais foi aplicado o teste de Mann-Witney, e o teste do Qui-quadrado para valores 

expressos em porcentagem. Todos os testes foram aplicados à um nível de 

significância de 5% (p<0,05). A análise das diferenças entre médias foi realizada 

através do teste ANOVA. 

 

III. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Neste trabalho, os resultados de medida da temperatura do sêmen, logo após 

a descongelação, foi de 36 ºC nas palhetas e de 34 ºC nas demais embalagens 

testadas. Provavelmente, esta diferença está relacionada com os diferentes 

diâmetros das embalagens, uma vez que a temperatura utilizada para 

descongelação, se distribui de maneira mais uniforme da periferia para o centro da 

amostra nas embalagens com diâmetros menores, quando comparadas àquelas 

com diâmetros maiores (Ericksson & Rodrigues-Martinez, 2002). Por outro lado, 

devem ser avaliadas novas combinações de tempo e temperatura, para a 

descongelação do sêmen envasado em embalagens de maior diâmetro (macrotubos 

e criotubos), de forma a se obter uma temperatura da amostra descongelada mais 

próxima possível de 37 oC, uma vez que todo o material que entra em contato com o 

sêmen descongelado bem como o diluidor de ressuspensão, encontravam-se à esta 

temperatura. Desta forma, problemas de choque térmico poderão ser evitados. 

Apesar do sêmen suíno ser altamente sensível, existe citação de análise 

espermática do sêmen in natura, em lâminas e lamínulas aquecidas a 38-39 oC 

(CBRA, 1998), o que daria uma diferença de até 4 oC uma vez que os ejaculados 

suínos em nosso clima apresentam temperaturas que variam entre 35 e 37 oC. 

Baseado nesta indicação da literatura, a diferença de temperatura entre o sêmen 

descongelado proveniente dos criotubos e macrotubos, e o diluidor de 

ressuspensão, não teria tido influência sobre os resultados de motilidade, o que 

indicaria a possibilidade de que a distribuição da temperatura durante a 

descongelação dentro da coluna de sêmen da periferia para o centro da embalagem 
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(Ericksson & Rodrigues-Martinez, 2002), teria uma maior influência na qualidade do 

sêmen pós-descongelação, tornando-se assim um fator mais importante a ser 

considerada para a escolha de embalagens visando a congelação do sêmen do 

varrão. 

 

Todo o material e diluidor que teve contato com as amostras descongeladas, 

encontravam-se à temperatura de 37 oC; já o sêmen proveniente das palhetas 

apresentou uma diferença de apenas 1 oC para o diluidor de ressuspensão, 

enquanto que nas outras embalagens, esta diferença chegou à 3 ºC, o que pode ter 

favorecido um choque térmico, que possivelmente justificaria os melhores 

resultados encontrados no sêmen armazenado nas palhetas. Por outro lado, 

resultados obtidos por Bamba & Cran (1985), mostraram que grandes diferenças de 

temperatura entre o sêmen suíno e o diluidor podem não apresentar influência 

imediata sobre a motilidade espermática, entretanto, quando da incubação do 

mesmo por até 5 horas, os valores caem significativamente em comparação às 

amostras onde não ocorreu diferença de temperatura entre o sêmen e o diluidor, 

este é um fator que deve ser melhor explorado e analisado a fim de se determinar 

exatamente a sua influência sobre os resultados de qualidade espermática após a 

descongelação. 

 

Os resultados deste trabalho estão de acordo com alguns achados da 

literatura, onde Eriksson & Rodrigues-Martinez (2000) medindo a temperatura do 

sêmen descongelado à 40 oC por 20 segundos, envasado em macrotubos (4 mL) e 

sacolas de PVC (5 mL), obtiveram melhores resultados de motilidade espermática 

nas amostras provenientes das sacolas de PVC. Apesar deste tipo de embalagem 

apresentar um volume alto (5 mL), quando comparado ao das palhetas de 0,5 mL 

utilizadas neste trabalho, resta salientar que a forma das sacolas de PVC era 

achatada, o que proporcionou uma distância entre as paredes da mesma mais 

próxima do diâmetro das palhetas do que dos criotubos ou macrotubos, explicando 

desta forma os melhores resultados conseguidos. 

 

A diminuição da qualidade espermática suína, após os processos de 

congelação e descongelação, ainda é um problema constante encontrado nos 

diferentes protocolos utilizados com esta finalidade (Stornelli et al., 2005). Segundo 
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Watson (2000), os efeitos da criopreservação podem induzir danos irreversíveis e 

letais aos espermatozóides, sendo de grande importância o estudo dos numerosos 

danos provocados, associados aos defeitos na membrana e nas organelas, que 

acabam por afetar a integridade funcional das células (Bwanga et al., 1991; Watson, 

2000), reduzindo a capacidade fertilizante dos espermatozóides (Peña, et al., 2006). 

A queda dos valores do vigor, motilidade e morfologia espermática, são vistos tanto 

no sêmen refrigerado, quanto no congelado. Entretanto, nesta última forma de 

conservação da célula espermática, a influência da técnica utilizada sobre os 

valores destas características tem sido bem mais contundente (Stornelli et al., 

2005). 

 

Esta ação do processo de criopreservação sobre o espermatozóide suíno, em 

relação aos seus valores iniciais in natura, pode ser visto na tabela 1. A média das 

características do semêm in natura foi significantemente maior (p<0,05) quando 

comparado ao sêmen criopreservado e descongelado (figura 1). 

 

Tabela 1: Comparação entre as características de vigor, motilidade e morfologia 

espermática, avaliadas no sêmen in natura, em relação às amostras 

descongeladas, ressuspensas e incubadas por 10 minutos à 37 ºC. 

 

 

Característica 

 

In natura 

 

Palheta 

 

Criotubo 

 

Mac 4 

 

Mac 5 
 

Vigor (0 à 5) 

 

 

4,5 ± 0,3 
 

2,3 ± 0,8 

 

 

1,4 ± 0,9 

 

 

1,5 ± 0,7 

 

 

1,3 ± 0,8 

 

 

Motilidade (%) 

 

89,9 ± 6,4 

 

45,4 ± 22,7 

 

 

26,6 ± 21,4 

 

 

26,3 ± 15,4 

 

26,9 ± 18,3 

 

 

Morfologia (%) 

 

89,9 ± 10,4 

 

60,6 ± 18,5 

 

 

53,6 ± 17,9 

 

 

54,1 ± 19,4 

 

 

52,9 ± 18,2 
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Analisando-se os resultados do vigor espermático do sêmen descongelado 

(2,3), nas diferentes embalagens testadas, percebeu-se que os maiores valores 

foram encontrados no sêmen descongelado proveniente das palhetas. Tais 

resultados foram significativamente melhores (p<0,05) quando comparados às 

outras três embalagens (1,4; 1,5 e 1,3) para criotubo, macrotubo de 4 mL e 

macrotubo de 5 mL, respectivamente (figura 1). Os espermatozóides 

criopreservados nos criotubos e nos macrotubos (4 e 5 mL), não apresentaram 

diferenças significativas entre si quando analisado o vigor espermático (p>0,05). 

Os resultados iguais (p>0,05), para esta característica analisada, entre os dois 

tipos de macrotubos, devem-se provavelmente ao fato deles apresentar em um 

mesmo diâmetro, fato este que possibilitou uma mesma velocidade de resfriamento, 

congelação e descongelação entre as células do bordo da coluna de sêmen dentro 

do macrotubo, em relação às células de posição mais central. 

 

O diâmetro ainda maior do criotubo, não favoreceu a obtenção de valores 

maiores para o vigor espermático, mas também não prejudicou esta característica 

avaliada em relação aos resultados obtidos nos macrotubos (p>0,05). 

Aparentemente os diferentes volumes e altura dos frascos não interferiram nos 

resultados obtidos. 
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Figura 1: Análise do vigor espermático do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 
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 Quando comparados os resultados obtidos após a descongelação em relação 

ao sêmen in natura, a queda dos valores do vigor espermático foi significativamente 

diferente em todos os tratamentos. Esta queda em amostras de sêmen que sofrem 

processos de abaixamento de temperatura (resfriamento e congelação), é um fato 

comprovado por diversos trabalhos uma vez que o processo de criopreservação 

provoca danos funcionais e estruturais aos espermatozóides refletindo numa 

redução na qualidade espermática após todo processo. (Holt, 2000; Oehninger et 

al., 2000). Entretanto, quando submetidos aos protocolos de congelação, esta 

queda avaliada no sêmen após descongelação e posterior reaquecimento, é maior. 

Neste trabalho, esta queda foi mais acentuada no sêmen proveniente das 

embalagens com maior diâmetro (Criotubo, Mac 4 e Mac 5) em relação à de menor 

diâmetro (palheta) (p<0,05). 

 

Em relação à característica motilidade espermática, os resultados mostraram-

se semelhantes àqueles observados com o vigor espermático. De acordo com a 

figura 2 as amostras acondicionadas em palhetas apresentaram maiores 

percentuais de motilidade espermática em relação às outras embalagens. Entre os 

criotubos e macrotubos de 4 e 5 mL não houve diferenças estatisticamente 

significativas.  
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Figura 2: Análise da motilidade espermática do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 
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O teste de termorresistência tem por finalidade avaliar in vitro, a diminuição do 

vigor espermático durante um período de 2 horas de incubação do sêmen à 37 oC. 

Segundo este teste, em todas as embalagens utilizadas houve uma redução nos 

valores do vigor espermático após a incubação, esta redução também foi observada 

em carneiros (Josh, et al., 2005). Os resultados deste teste podem ser vistos na 

figura 3, onde houve uma redução de 56,5% nas palhetas, 71,4% no criotubo, 

73,3% no macrotubo de 4 mL e 69,2% no macrotubo de 5 mL. Percebeu-se que o 

sêmen envasado e congelado nas palhetas, apresentou o melhor resultado para 

este tipo de teste, uma vez que o mesmo simula in vitro o que aconteceria com o 

sêmen após ser depositado no genital da fêmea. Desta forma, pode-se dizer que a 

palheta é a embalagem que proporciona ao espermatozóide suíno após 

descongelação uma melhor possibilidade de fertilização, uma vez que o sêmen nela 

congelado preserva uma maior quantidade de células com boa motilidade. 
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Figura 3: Avaliação da taxa de degradação média (TDM), após o teste de 

termorresistência nos diferentes tipos de embalagem para o sêmen suíno. 

 

 

Na análise morfológica foram avaliados os números de acrossomas intactos e 

danificados após a descongelação. A figura 4 representa a freqüência de 

espermatozóides que apresentam acrossoma intacto em cada uma das embalagens 
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testadas. As palhetas apresentaram maior percentagem de espermatozóides com 

acrossomas intactos em comparação com os demais tipos de embalagem (p<0,05).  
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Figura 4: Análise da morfologia espermática do sêmen suíno criopreservado em 

diferentes tipos de embalagens, sob a forma in natura e após 

descongelação e incubação à 37 ºC em banho-maria. 

 

 

 Mais uma vez, para a característica morfologia espermática, as diferenças 

entre o sêmen in natura e o criopreservado foram significativas (p<0,05). Entretanto, 

viu-se uma maior queda do número de células com acrossoma intacto, no sêmen 

proveniente das embalagens com maior diâmetro (Criotubo; Mac 4 e Mac 5) 

(p<0,05). 

 

O tipo de embalagem utilizada na criopreservação do sêmen suíno, parece 

realmente interferir na qualidade espermática avaliada após descongelação, sendo 

a distância do raio das mesmas, um detalhe a ser considerado como um dos fatores 

que pode estar relacionado a esta interferência. Córdova et al,. (2000) e Izquierdo et 

al., (2005), propuseram que a forma e o volume do recipiente poderiam influenciar 

na qualidade do sêmen congelado. O choque térmico entre as células que se 

encontram nas regiões periféricas e centrais da embalagem, pode induzir ao 
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aparecimento de danos no acrossoma dos espermatozóides durante o processo de 

criopreservação. Levando-se em consideração as afirmativas dos autores supra 

citados, juntamente com os resultados de Eriksson & Rodrigues-Martinez (2000), 

verificou-se que os resultados deste trabalho apresentaram uma tendência parcial 

quando comparados aos destes autores, no que diz respeito ao formato das 

embalagens testadas.  

 

Com relação ao volume, inicialmente pensou-se na possibilidade de sua 

influência sobre a qualidade do sêmen descongelado, entretanto, levando-se em 

consideração os resultados obtidos por Eriksson & Rodrig
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observou-se que as amostras congeladas em embalagens com diâmetros menores colaboram 

com a teoria de que o diâmetro tem influência direta na qualidade das células descongeladas.  

 

Na tentativa de se fazer uma projeção dos resultados deste trabalho, correlacionando-os 

com a possibilidade de fertilização dos espermatozóides suínos criopreservados em diferentes 

tipos embalagens, faz-se necessário considerar informações obtidas na literatura que indicam da 

mesma forma, melhores resultados de motilidade e morfologia espermática obtidos em 

embalagens de menor diâmetro (Izquierdo et al., 2005; Eriksson & Rodriguez-Martínez, 2002; 

Wevar et al., 1997), o que não significa obrigatoriamente maiores porcentagens de fêmeas 

gestantes inseminadas com sêmen proveniente de congelação em palhetas. 

 
 
IV. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste trabalho levam a aceitar a teoria de que o raio da embalagem 

pode influenciar na qualidade das células espermáticas descongeladas, proporcionando uma 

criopreservação da amostra de maneira mais uniforme; fato este que pode ser 

explicado pelo uso de embalagens de menor diâmetro, o que permite uma redução 

da diferença de temperatura entre as células da porção periférica e central da 

amostra. Desta forma, a embalagem mais adequada para uma melhor conservação 

do sêmen suíno é aquela que possibilita uma congelação mais uniforme da amostra 

de sêmen contida no seu interior, no caso, a palheta de 0,5 mL. 
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11. ANEXOS 

 

11.1 - Anexo I: 

Escores para a nota de vigor CLASSIFICAÇÃO DO VIGOR ESPERMÁTICO 

SEGUNDO AS CARACTERÍSTICAS INDIVIDUAS (ANÁLISE QUALITATIVA) DOS 

ESPERMATOZÓIDES DO VARRÃO 
 

A análise do vigor espermático é individual, observando-se em torno 

de 50 células, aleatóriamente, para a avaliação das características. Após esta 

análise individual, uma observação coletiva deve ser feita em todas as células 

do campo do microscópio, a fim de se determinar a proporção das diferentes 

características de vigor espermático, chegando-se então á nota “quebrada”. 

Para uma análise confiável, ao menos três campos de microscópios devem 

ser avaliados. Esta classificação corresponde a um grupo de características 

para cada nota inteira dentro do intervalo de avaliação. Os valores quebrados 

são dados pelas características intermediárias as de notas inteiras 

consecutivas que a enquadrem, levando-se em consideração a proporção de 

espermatozóides dentro de cada valor inteiro na análise coletiva de todas as 

células. Nas tabelas à seguir, serão colocados os parâmetros através dos 

quais são dadas notas de 0 a 5, e onde se vê as características individuais à 

serem consideradas juntamente com a incidência de cada uma delas 

demonstrada pelo número de cruzes (TONIOLLI, 1996): 
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--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
     NOTA                                          CARACTERISTICAS 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       0,0      Todos os espermatozóides estão imóveis. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       0,5      Movimentos esporádicos, fracos e sem deslocamento. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       1,0      Movimentos circulares contínuos e fracos.  Deslocamento muito lento ou sem 

deslocamento; tremores do sptz e fracas oscilações do flagelo de eficácia nula. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

       1,5      Movimentos circulares fracos c/ deslocamento ( 50%),  espermatozóides não saem do 

campo do microscópio. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       2,0      Movimentos circulares fracos e desorganizados c/ deslocamento sem sair do CM. 

Tremores c/ alguns sptz se deslocando mais rápido. Oscilações fracas do flagelo. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       2,5   Movimentos circulares/retilíneos, médios c/ deslocamento, espermatozóides saem do campo 

do microscópio. Oscilações do flagelo de intensidade média. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       3,0      Movimentos retilíneos, alguns curvilíneos sem tremores e c/ raio bem maior com 

oscilações intensas do flagelo; espermatozóides saem do C.M. (50 à 60%). 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       3,5  Movimentos retilíneos fortes e intensos com deslocamento, espermatozóides saem do CM 

(60 à 70%), com oscilações fortes do flagelo. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
       4,0      Movimentos retilíneos, fortes e intensos com deslocamento, espermatozóides saem do 

CM (70 à 80%); com oscilações fortes do flagelo. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
        4,5      Movimentos retilíneos e flechantes, fortes, espermatozóides saem do campo do  

microscópio (80 à 90%); com oscilações muito fortes do flagelo. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
        5,0     Movimentos retilíneos e flechantes muito fortes, sptz saem do CM (≥ 90%); com 

oscilações muito fortes do flagelo. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

        Obs: CM = Campo do microscópio 
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 (A) (B)                             MOVIMENTOS  (C) 

Motilid. Deslocam. Vigor Não progressivo Progressivo 

    Rotativo Circular Circular Retilíneo Flechante 

0,0 - -       

0,5 -   *     

1,0  +   *    

1,5 + +   *    

2,0 +  +    *   

2,5 + + + +    * *  

3,0 + +  + +    * *  

3,5 + + + + + +     *  

4,0 + + +  + + +     *  

4,5 + + + + + + + +     * * 

5,0 + + + + + + + + +     * * 

 
A) Deslocamento = Presente (+), ausente (-), presença de um número fraco de espermatozóides 

com leve movimento ().  A classificação varia de 1 a 5 cruzes, segundo a 

velocidade de deslocamento. 

B) Vigor = É a frequência de batimentos do flagelo, classificado de 0 (-) a 4 cruzes (+). 

C) Movimentos = A presença de um (*), indica o tipo de movimento efetuado pelo 
espermatozóide. 

 
TIPOS DE MOVIMENTOS 

Rotativos = Movimentos de rotação em torno de si mesmo sem deslocamento. 

Circulares = Movimentos inscritos dentro de um círculo de raio pequeno (sem 
deslocamento) ou de raio grande (com deslocamento). 

Retilíneos = Deslocamento em linha reta. 

Flechantes = Deslocamento em linha reta em grande velocidade. 

  Fonte: Toniolli, R. (Tese de Doutorado, 91p., 1996). 
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11.2. Anexo II 

Pré-congelação 
Planilha de coleta e análise 

Animal_____________________ 

 

Data Canister T ºC Conc. 

inicial 

Volume Conc total Conc 

centrífuga. 

   Vigor  

In natura 

Vig 30 ºC Vig 17 ºC Mot 30 ºC  Mot 17 ºC  Morf 

in natura 
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11.3 - Anexo III 

Pós-congelação 
Planilha de coleta e análise 

Animal_____________________ 

Data Embalagem T ºC Vig 10 min Vig 2 h Mot 10 min  Mot 2h  Morf 

Descong. 

Observações 
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