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RESUMO 

	 Objetivou-se avaliar e comparar as características de qualidade de sêmen criopreservado 
com diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose e goma de cajá. Foram coletados 
sete touros em triplicata, por eletroejaculação e avaliado quanto aos aspectos macroscópicos e 
microscópicos. As amostras foram submetidas a diluição em meio de criopreservação Tris-
gema com e sem glicerol, dividas em dois experimentos. O experimento I sendo subdividido 
nos tratamentos: Controle: Tris-Gema + 6% glicerol; T1: Tris-Gema + 3% glicerol; T2: Tris-
Gema + 0% glicerol; T3: Tris-Gema + 0,5% HPMC; T4: Tris-Gema + 1,0% HPMC; T5: Tris-
Gema + 1,5% HPMC e T6: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% HPMC; E, o experimento II, 
dividido nos grupos: Controle: Tris-Gema + 6% glicerol; T1: Tris-Gema + 3% glicerol; T2: 
Tris-Gema + 0% glicerol; T3: Tris-Gema + 0,5% goma de cajá; T4: Tris-Gema + 1,5% goma 
de cajá; T5: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% goma de cajá; As amostras foram congeladas e 
após descongelamento foram avaliadas quanto aos testes de termorresistência rápido (TTRR), 
morfologia espermática, integridade de membrana plasmática, atividade mitocondrial e teste 
de fertilização in vitro. Para análise de dados foram utilizados os procedimentos usuais de 
estatística descritiva, tais como distribuição de frequência absoluta (n) e relativa (%), média e 
desvio padrão, bem como o teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguiram 
distribuição normal. Para os dados sem distribuição normal foi utilizado a transformação pela 
fórmula arc.sen(√x/100). Os dados de membrana plasmática, atividade mitocondrial e 
expansão hiposmótica, foram submetidos a análise de variância (ANOVA), e para as análises 
de produção in vitro, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram digitados no 
Excel e analisados a nível de significância de 5% (p<0,05), no programa InfoStat versão 
2008. O TTRR do Experimento I e II demonstraram que o grupo controle apresentou 
melhores resultados de motilidade e vigor nos tempos 0’, 15’ e 30' quando comparado com os 
respectivos tratamentos experimentais. O grupo T6 do Experimento I apresentou melhores 
resultados de motilidade e vigor que os demais grupos acrescidos de 0,5%, 1,0% e 1,5% de 
HPMC ao diluidor. O grupo T5 do Experimento II apresentou melhores resultados de 
motilidade e vigor que os  demais grupos acrescidos de goma de cajá ao diluidor seminal. Em 
ambos os experimentos, não houve diferença significativa no tempo 45’ do TTRR, nos testes 
de expansão hiposmótica, morfologia espermática, integridade de membrana, atividade 
mitocondrial e taxa de fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados em meio de 
congelação acrescido de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose e goma de 
cajá. 

Palavras-chave: andrologia; espermatozoides; diluidor; goma; bovino. 
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ABSTRACT 

	 The objective of this study was to evaluate and compare the quality characteristics of 
cryopreserved semen with different concentrations of hydroxypropylmethylcellulose and 
cashew gum. Seven bulls were collected in triplicate by electroejaculation and evaluated for 
macroscopic and microscopic aspects. The samples were subjected to dilution in Tris-yolk 
cryopreservation medium with and without glycerol, divided into two experiments. 
Experiment I was subdivided into the following treatments: Control: Tris-Yolk + 6% glycerol; 
T1: Tris-Yolk + 3% glycerol; T2: Tris-Yolk + 0% glycerol; T3: Tris-Yolk + 0.5% HPMC; T4: 
Tris-Yolk + 1.0% HPMC; T5: Tris-Yolk + 1.5% HPMC and T6: Tris-Yolk + 5.5% glycerol + 
0.5% HPMC; And, experiment II, divided into groups: Control: Tris-Yolk + 6% glycerol; T1: 
Tris-Yolk + 3% glycerol; T2: Tris-Yolk + 0% glycerol; T3: Tris-Yolk + 0.5% cajá gum; T4: 
Tris-Yolk + 1.5% cajá gum; T5: Tris-Yolk + 5.5% glycerol + 0.5% cajá gum; The samples 
were frozen and after thawing they were evaluated for rapid thermoresistance tests (RRT), 
sperm morphology, plasma membrane integrity, mitochondrial activity and in vitro 
fertilization test. For data analysis, the usual descriptive statistics procedures were used, such 
as absolute (n) and relative (%) frequency distribution, mean and standard deviation, as well 
as the Shapiro-Wilk test to verify whether the data followed a normal distribution. For data 
without normal distribution, transformation by the formula arc.sen(√x/100) was used. Data on 
plasma membrane, mitochondrial activity and hyposmotic expansion were subjected to 
analysis of variance (ANOVA), and the Kruskal-Wallis test was applied for in vitro 
production analyses. Data were entered into Excel and analyzed at a significance level of 5% 
(p<0.05) using the InfoStat program, version 2008. The TTRR of Experiments I and II 
demonstrated that the control group presented better motility and vigor results at times 0’, 15’ 
and 30’ when compared with the respective experimental treatments. Group T6 of Experiment 
I presented better motility and vigor results than the other groups added with 0.5%, 1.0% and 
1.5% of HPMC to the extender. Group T5 of Experiment II showed better motility and vigor 
results than the other groups that added cashew gum to the seminal extender. In both 
experiments, there was no significant difference in the 45’ time of the TTRR, in the 
hyposmotic expansion tests, sperm morphology, membrane integrity, mitochondrial activity 
and in vitro fertilization rate with sperm cryopreserved in freezing medium added with 
different concentrations of hydroxypropylmethyl cellulose and cashew gum. 

Keywords: andrology; sperm; diluter; gum; bovine. 
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1. INTRODUÇÃO 

	 As biotecnologias da reprodução são ferramentas utilizadas na busca pelo  

aceleramento do melhoramento genético e replicação das características desejadas pelos 

bovinocultores em seus rebanhos, viabilizando a obtenção de animais geneticamente 

superiores (Oliveira, 2014).  Dentre essas biotecnologias, a inseminação artificial, utilizando 

sêmen criopreservado em bovinos, é uma forma de manejo comum para aperfeiçoar a 

genética do rebanho, ocasionando assim um aumento da produtividade (Boni, 2012). 

	 No entanto, as técnicas de criopreservação de sêmen podem provocar alguns danos na 

estrutura celular que advém de alguns fatores como formação intracelular de cristais de gelo e 

diminuição da temperatura antes do congelamento (Felippelli et al., 2023; Zeron et al., 1999). 

Tendo em vista isso, alguns diluentes são testados, a fim de se obter maior qualidade e 

durabilidade dos espermatozóides, na tentativa de potencializar o material genético dos 

animais (Silva et al, 2011). 

Segundo Valverde (2016), uma forma de melhoramento da técnica de 

criopreservação é a utilização de polissacarídeos naturais e atóxicos, que através de matérias 

primas renováveis sejam preparados e tenham características que possibilitem a preservação 

do sêmen após a conservação em baixas temperaturas e diminuam os danos ocasionados pela 

criopreservação. 

Dentre os compostos que possuem potencial para redução dos efeitos deletérios da 

criopreservação, surge o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), obtido a partir da derivação da 

celulose utilizando cloreto de metila e óxido de propileno como reagente (Marani, 2015). O 

HPMC possui características anfifílicas, capacidade de formar gel em meio aquoso, bem 

como atoxicidade e capacidade de acomodar elevadas quantidades de fármacos, fazendo com 

que seu uso seja muito apreciado em diversas aplicações tecnológicas, inclusive em matrizes 

de liberação controlada de fármacos (Baumgartner et al. 2000; Vueba et al., 2004). 

Além do hidroxipropilmetilcelulose, outra potencialidade é a goma de cajá estudada 

por Moura (2013), que demonstrou ter o pó de cajá, percentual de solubilidade, e 

propriedades secundárias, tais como estabilização de emulsões, suspensão de partículas, 

controle de cristalização, inibição de sinérese, encapsulação e formação de filmes. 
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Neste cenário, devido à necessidade de ampliar conhecimentos relacionados aos 

procedimentos de criopreservação do sêmen, promover a inclusão de crioprotetores em 

associação ou substituição do glicerol nos extensores seminais, com a finalidade de aumentar 

a capacidade fertilizante dessas células, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito de 

diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose e da goma de cajá na criopreservação 

do sêmen de bovino. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. ESTRUTURA ESPERMÁTICA 

As células germinativas possuem origem primária extra-gonadal, a partir do saco 

vitelínico mesentérico, sendo células móveis e altamente invasivas, que migram do saco 

vitelino para a crista genital, dando origem aos cordões gonadais. Ao nascimento do animal, o 

parênquima testicular é constituído por cordões seminíferos, formados por células de Sertoli e 

gonócitos, envolvidos por uma camada de musculatura lisa, as células mióides. O interstício é 

composto principalmente por células de Leydig, células do tecido conjuntivo e vasos 

sanguíneos (Avelar et al., 2010).  

A produção do gameta masculino, envolve os processos de divisão celular e 

diferenciação, pelos quais os espermatozoides são produzidos nos testículos (Staub e Johnson, 

2018) e esse processo é denominado de espermatogênese. A espermatogênese divide-se nas 

fases de espermatocitogênese (fase de proliferação), que consiste em todas as divisões 

meióticas e mitóticas das várias gerações de espermatogônias e espermatócitos, fase de 

espermiogênese (fase de diferenciação), na qual ocorre uma série de transformações 

resultando na produção do espermatozoide, contendo uma cabeça (material nuclear), uma 

peça intermédia (hélice mitocondrial) e um flagelo (Senger, 2003) e na fase de liberação de 

células germinativas formadas para a luz dos túbulos seminíferos, conhecida por fase de 

espermiação (Schlatt e Ehmcke, 2014). 

O percurso no trato reprodutivo feminino, acarreta a interação de cada estrutura com o 

meio, desta forma as enzimas do acrossoma e suas membranas, são essenciais para a 

fertilização oocitária, assim como a motilidade espermártica, alcançada mediante a energia 

produzida pelo flagelo. Tais eventos são necessários para a junção dos pronúcleos haploides, 

masculino e feminino, no processo de fertilização, gerando a produção do zigoto, o qual por 

diante iniciará seu desenvolvimento. (Kelly e Trasler, 2004). 

Em mamíferos, os espermatozoides são células alongadas formadas por uma cabeça 

contendo um núcleo achatado e de forma oval com a cromatina altamente condensada com a 

sua extremidade anterior recoberto pelo acrossoma, e uma cauda composta de colo e peças 

intermediária, principal e terminal, necessário para a motilidade celular (Hafez e Hafez, 

2004). Os espermatozoides bovinos apresentam cerca de 75 a 90 µm de comprimento, com a 
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cabeça medindo cerca de 4,25 µm de largura, 9,15 de comprimento e 0,5 µm de espessura, 

recoberto pela membrana plasmática, constituída por proteínas e lipídios. (Pesch e Bergmann, 

2006).  

A membrana plasmática é o componente mais externo do espermatozoide que o 

envolve completamente, sendo contínua sobre a superfície e diferindo regionalmente (Flesh e 

Gadella, 2000; Khosro Beygi e Zarghami, 2007). É uma estrutura fina, flexível, autosselante e 

seletivamente permeável aos solutos polares, com espessura de apenas 7,5 a 10nm, formada 

quase que inteiramente por proteínas e lipídios (Guyton e Hall, 1997), sendo que proporções 

relativas desses componentes são distintas em diferentes tipos de membranas (Lehninger et 

al., 2000) e os mesmos facilitam o transporte de glicose e de frutose do meio extracelular para 

o espermatozoide (Schurmann et al., 2002). 

A membrana plasmática dos espermatozoides em mamíferos tem uma pronunciada 

organização de domínios com muitos antígenos glicoprotéicos (Wolfe et al., 1998). Na cabeça 

do espermatozóide, a membrana plasmática possui dois domínios maiores: região acrossomal 

e região pós-acrossomal (Eddy, 2006; O’Brien, 1994). 

A cabeça do espermatozoide possui como característica principal a presença do núcleo 

achatado de forma oval, contendo a cromatina altamente compactada. A cromatina 

condensada compreende um complexo de DNA com uma classe especial de proteínas 

conhecidas como protaminas. A extremidade anterior do núcleo espermático é recoberta pelo 

acrossomo, formado por uma dupla camada de membranas que envolvem intimamente o 

núcleo durante os últimos estágios de formação do espermatozoide (Hafez, 1995). 

Toda a característica estrutural especializada do espermatozóide está voltada para a 

sua atividade funcional única, ou seja, assegurar a liberação do material genético contido no 

núcleo do espermatozóide para o oócito, onde a união dos pronúcleos masculino e feminino 

ocorre, produzindo o zigoto (Eddy, 2006; O’Brien, 1994). Desta forma, a função principal da 

cabeça do espermatozóide é a liberação de uma série haploide de cromossomos para o oócito 

(Mortimer, 1997).  

O acrossomo situa-se nos primeiros dois terços da cabeça, o qual se origina-se do 

complexo de Golgi, durante a espermatogênese e atua como um tampão sobre o núcleo (Pesch 

e Bergmann, 2006). Essa estrutura contém enzimas hidrolíticas incluindo pró-acrosina, 
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hialuronidase, esterases, e hidrolases ácidas, envolvidas no processo de fecundação, sendo 

essenciais para a lise da zona pelúcia e penetração da corona radiata do oócito. Elas são 

liberadas durante a reação acrossômica quando a membrana exterior acrosomal se funde com 

a membrana plasmática (Rovan, 2001).  

O colo do espermatozoide representa a pequena área de ligação entre a cabeça e a peça 

intermediária do flagelo (Mies Filho, 1987). Está ligado anteriormente à placa basal, uma 

densa placa aderente ao exterior da membrana nuclear do envelope nuclear, e posteriormente 

às fibras densas externas do flagelo, apresentando aproximadamente 1µm de comprimento, 

variando também em relação a sua forma, que é alongado no eixo transversal da cabeça 

(Eddy, 2006; Pesch e Bergmann, 2006).  

O flagelo corresponde à parte mais longa do espermatozoide, formada pelas peças 

intermediária, principal e terminal (Singh, 2006). A peça intermediária é de estrutura 

complexa e caracterizada pela presença da bainha mitocondrial (Mies Filho, 1987; Carvalho 

et al., 2002), responsável pela geração da energia utilizada pelo axonema para execução dos 

movimentos flagelares (Carvalho et al., 2002; Hafez e Hafez, 2004; Singh, 2006), essenciais 

para que os espermatozoides de mamíferos alcancem o local da fertilização e possam dar 

início a este processo (Pesch e Bergmann, 2006). 

Na porção intermediária há nove fibras densas externas ao redor do axonema, uma 

para cada um dos nove microtúbulos duplos, de aproximadamente 20nm de diâmetro, que o 

compõem. Conectado à membrana plasmática, no final da peça intermediária, há um anel 

proteico, o ânulo, que evita o deslocamento das mitocôndrias durante o batimento flagelar 

(Gibbons, 1981; Montanari, 2013). O flagelo dos espermatozoides mamíferos, apresenta 

formato cilindro e delgado, são compridos, com tamanho médio que varia de 50-100 µM de 

comprimento e 0,5 a 1 µm de diâmetro, e apresentam uma estrutura principal de 200 nm de 

diâmetro chamado de axonema (Gibbons, 1981).  

Abaixo do ânulo, conectado à membrana plasmática, no final da peça intermediária, há 

a peça principal, a maior parte do flagelo, a qual possui o axonema, sete fibras densas 

externas e a baixa fibrosa que contém queratina e confere certa rigidez ao flagelo. A última 

parte da cauda é a peça terminal, ela não apresenta fibras, somente o axonema recoberto por 

membrana plasmática (Hafez, 1995).  
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2.2. CRIOPRESERVAÇÃO SEMINAL 

O congelamento de sêmen consiste em uma técnica com objetivo de armazenar e 

preservar amostras de sêmen, em botijões de nitrogênio à -196°C, por período indeterminado, 

para serem utilizadas futuramente (Amirat et al., 2004; Alves Junior, 2023). Vários aspectos 

da criopreservação espermática têm sido estudados, tais como a composição química dos 

diluentes e seus efeitos sobre a membrana plasmática, limites de tolerância osmótica, 

condutividade hídrica e a permeabilidade dos crioprotetores (Gilmore et al., 2000; Carrer, 

2022).  

A técnica adequada de criopreservação é decisiva para um desenvolvimento 

embrionário inicial normal, para a minimização dos danos em organelas e membranas, além 

da redução de interferências na capacitação e maturação espermática, assim como na reação 

acrossomal (Watson, 1995; Garner et al., 2001; Kumar et al., 2003). Spallanzani, em 1776, foi 

o primeiro a observar que a atividade metabólica dos espermatozóides era reduzida com a 

diminuição da temperatura, permitindo que estes fossem armazenados por um período de 

tempo superior ao observado em temperatura ambiente (England e Plummer, 1993). 

Posteriormente, Polge et al. (1949) descreveram a ação crioprotetora do glicerol, o que 

proporcionou um impacto significativo nos protocolos de congelação.  

Os métodos de congelação incluem etapas como a diluição, refrigeração, penetração 

do crioprotetor, envasamento, congelação, armazenamento e descongelação (Hammerstedt et 

al., 1990). Existem diversas aplicações biotecnológicas para a criopreservação em diferentes 

campos, sendo a preservação de células um dos principais destaques. Essas células possuem 

grande utilidade em áreas como medicina humana, veterinária e aquicultura (Cruz, 2022).  

No entanto, estudos sugerem que a criopreservação pode gerar danos irreversíveis aos 

espermatozóides, evidenciando que, se a taxa de congelação não for reduzida corretamente, 

todas as células serão danificadas quando submetidas à temperatura de –80 ºC (Polge, 1957), 

considerando a zona crítica de temperatura para a congelação entre -15 a -30 ºC (Polge, 1957) 

e 20 a 0 ºC (Salomon e Maxwell, 1995; Salomon e Maxwell, 2000).  

Nesse sentido, foi observado que a curva lenta de refrigeração apresentou melhores 

resultados de motilidade espermática pós-descongelação quando comparada à curva rápida 

(Kumar et al., 2003; Santos et al., 2003), isso porque durante a refrigeração rápida, o tempo 

disponível para desidratação dos espermatozoides é reduzido, o que aumenta a possibilidade 
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de formação de cristais de gelo intracelulares e consequentes danos irreversíveis à célula, 

como sugerido por Muldrew e Mc Gann (1994) e Gao e Citser (2000). Já na congelação lenta, 

a desidratação celular ocorre devido ao meio extracelular hipertônico, eliminando a formação 

de grandes cristais de gelo intracelulares que prejudicam a integridade celular.  

2.3.  CRIOINJÚRIAS  

Os danos causados às células espermáticas durante o processo de criopreservação, 

reduzem a quantidade de células viáveis, bem como sua capacidade funcional. As lesões 

ocasionadas têm sido atribuídas à variação de temperatura, aos danos oxidativos, às alterações 

de membrana e DNA, além da toxicidade de crioprotetores e do estresse osmótico (Yeste, 

2017; Carrer, 2022). 

Embora seja um procedimento rotineiro, os protocolos de congelação utilizados ainda 

resultam em considerável número de espermatozóides que não resistem ao processo, o que 

compromete a fecundação do ovócito (Najy et al., 2004) . A composição do meio diluidor e 

crioprotetores, taxas de congelação/descongelação e remoção dos crioprotetores (Leite et al., 

2011), são fatores que influenciam na sobrevivência das células espermáticas. Mesmo sob as 

melhores condições de criopreservação, cerca de metade da população inicialmente móvel 

morre após a descongelação e, naquela que sobrevive podem ocorrer alterações que 

comprometem a atividade funcional dos espermatozóides descongelados (Medeiros, 2002). 

A redução da temperatura leva à fase de transição dos lipídeos da membrana, passando 

da fase líquida ou fluida para a cristalina ou gel, resultando em uma organização mais rígida 

da membrana (Watson, 2000). O congelamento das células espermáticas também pode gerar 

fraturas na área do colo,  conexão entre cabeça e cauda, quando a membrana do envelope 

nuclear que reveste a fossa de implantação contém uma população densa de grandes 

partículas intramembranosas espaçadas em torno de uma região livre de partículas centrais 

(Eddy, 2006).  

Outro aspecto a ser considerado é a presença no plasma seminal, dentre outras, das 

proteínas BSP-A1/-A2, BSP-A3 e BSP-30 kDa, coletivamente denominadas de bovine 

seminal proteins (BSP). Estas constituem um grupo de moléculas que se liga aos fosfolipídeos 

da membrana espermática e atuam como fatores reguladores da capacitação espermática, 

estimulando o efluxo de colesterol e lipoproteínas da membrana plasmática. A preservação do 
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plasma seminal à congelação expõe os espermatozóides às BSP e estas, ao promoverem o 

efluxo de colesterol, tornam os gametas mais suscetíveis à criopreservação. Tal efeito pode ser 

minimizado pelas lipoproteínas de baixa densidade presentes nos crioprotetores extracelulares 

como a gema de ovo, pois estas se ligam de forma estável às BSP impedindo sua ação 

prejudicial sobre a membrana plasmática (Manjunath, 2002). 

Além das mudanças físicas, os fosfolípidos da membrana durante o resfriamento, 

sofrem influência sobre a regulação do influxo de cálcio, com graves consequências em 

termos de função celular, podendo até ser incompatível com a viabilidade do espermatozóide. 

O influxo de cálcio durante o resfriamento contribui tanto para o início da capacitação quanto 

para o início da reação acrossemia, evento no qual ocorre a fusão das membranas plasmática e 

acrossomal externa (Leite et al., 2011).  

Desta forma o processo de criopreservação do sêmen, necessita que o diluente, 

acrescido de crioprotetores, utilizado garanta proteção contra os choques térmicos e osmóticos 

que ocorrem durante o processo de congelamento e descongelamento. Sendo que o estudo dos 

crioprotetores pode ser uma alternativa para garantir a melhoria efetiva nos índices de 

congelabilidade dos ejaculados para saber qual o meio diluidor apresenta melhores resultados 

pós criopreservação, garantindo maior fertilidade do sêmen depois de processado e evitando 

desperdícios (Watson, 2000).  

2.4. CRIOPROTETORES  

Denomina-se crioprotetor qualquer substância que ofereça, temporariamente, energia, 

e proteção contra os danos ocasionados pela redução de temperatura e manutenção de 

ambiente favorável à sobrevivência da célula armazenada (Purdy, 2006). Nesse sentido, com 

o intuito de reduzir os danos causados às células durante o processo de criopreservação, 

diversas substâncias foram estudadas e mostraram-se bons crioprotetores.  

Os crioprotetores utilizados na congelação de sêmen das mais variadas espécies têm a 

função de evitar a formação de cristais de gelo intracelular, reduzir o estresse osmótico por 

meio da reposição de água necessária para manutenção do volume celular, interagir com íons 

e macromoléculas, reduzir o ponto de congelação da água, assim como servir de tampão para 

ajustes de possíveis alterações do potencial de hidrogênio - pH (Medeiros et al., 2002). 
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Os componentes do diluente de criopreservação são classificados como extracelulares 

ou não penetrantes, os quais são representados por macromoléculas com peso molecular 

elevado, tais como açúcares complexos (rafinose, trealose), lipoproteínas da gema do ovo, 

água de coco (Nunes, 2002), proteínas do leite e alguns aminoácidos, que atuam por meio de 

efeito osmótico, induzindo a saída de água do interior da célula e prevenindo a formação de 

cristais de gelo no meio intracelular (Amann e Pickett, 1987) e intracelulares ou penetrantes, 

os quais foram classificados por Ashwood-Smith (1987) em dois grupos: alcoólicos e amidas 

(Alvarenga et al., 2005).  

Dentre os crioprotetores alcoólicos utilizados para a preservação espermática, 

destacam-se, especialmente, o glicerol, o etilenoglicol e o DMSO (Fickel et al., 2007); entre 

as amidas, citam-se a acetamida, a lactamida (Kashiwazaki et al., 2006), a dimetilformamida 

(Oliveira et al., 2006) e a dimetilacetamida (Calderam et al., 2008). Os crioprotetores 

penetrantes são substâncias que têm a capacidade de proteção intracelular das células 

espermáticas. O mecanismo de ação destes crioprotetores baseia-se em estruturas que 

promovem ligações de hidrogênio com as moléculas da água. Estas ligações mudam a 

orientação da molécula da água nos cristais de gelo, criando um ambiente menos nocivo para 

as células (Alberti, 2007).  

	 2.4.1. CRIOPROTETORES EXTRACELULARES 

Açúcares, proteínas e polímeros sintéticos são crioprotetores extracelulares, ou seja, 

não conseguem penetrar na célula espermática. Ao agir no meio extracelular, aumentando a 

pressão osmótica, induzem a desidratação da célula, diminuindo a formação de cristais de 

gelo intracelular (Celeghini, 2008). Os mais comuns são os açúcares, o leite e a gema de ovo. 

Porém, uma desvantagem do uso da gema de ovo ou leite é o risco de contaminação por 

patógenos associados aos produtos de origem animal, além da dificuldade de padronizar o 

meio diluente (Thun, 2002; Muiño, 2007). 

A composição da gema do ovo é bastante variável, uma vez que é um composto de 

origem animal e que pode ter diferentes composições de acordo com as práticas de manejo 

alimentar utilizadas na criação das aves (Braga et al., 2005; Ribeiro et al., 2007). Segundo 

Barreto et al. (2006), a gema do ovo apresenta a seguinte composição: 49,0% de umidade e 

51,0% de sólidos totais, sendo que, destes, 30,9% são lipídeos totais. Todavia, a gema de ovo 
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não é inteiramente definida, sendo um composto biológico que contém proteínas, vitaminas, 

fosfolipídeos, glicose, componentes bactericidas e antioxidantes (Houpalathi et al., 2007). A 

gema do ovo começou a ser estudada na criopreservação de sêmen da espécie bovina (Phillips 

e Lardy, 1940), apresentando resultados satisfatórios, quando comparados aos meios 

suplementados apenas com glicose, com aumento considerável da viabilidade espermática. 

Segundo Holt (2000), a principal função protetora da gema de ovo é estabilizar as 

membranas biológicas, minimizando os efeitos negativos do choque térmico. Watson (1976), 

avaliando o comportamento das células espermáticas criopreservadas de carneiros e bovinos, 

sugeriu que uma parte da gema de ovo, chamada de fração de baixa densidade (LDF), era 

responsável pela proteção dos espermatozoides destas espécies e concluiu que estes 

fosfolipídeos fornecem proteção à membrana da célula espermática, uma vez que a proteína 

da LDF serviria para solubilizar os lipídeos e incorporá-los à membrana celular (Watson, 

1981).  

Posteriormente, Bergeron et al. (2007), na criopreservação de sêmen bovino com 

diluentes à base de gema de ovo ou leite, afirmaram que, da mesma forma que a gema de ovo, 

as caseínas do leite reduzem a ligação das proteínas do plasma aos espermatozoides, 

minimizando a perda de lipídeos da membrana plasmática durante os procedimentos de 

criopreservação e aumentando a proteção espermática durante a refrigeração e a congelação/

descongelação. Ao contrário da gema de ovo, o efeito protetor do leite sobre a célula 

espermática envolve proteínas ao invés de lipídeos. 

	 2.4.2. CRIOPROTETORES INTRACELULARES 

Os crioprotetores intracelulares são solutos que atuam tanto interna quanto 

externamente no espermatozoide, desidratando a célula espermática devido ao efluxo de água 

intracelular para equilibrar o meio extracelular. Esta categoria de crioprotetores penetra na 

membrana celular por meio de difusão passiva, permanecendo na membrana e no citoplasma, 

uma vez que, semelhante aos agentes não penetrantes, atua na desidratação celular por meio 

do seu efeito osmótico, criando um meio hipertônico que induz a saída de água das células 

espermáticas (Purdy, 2006). 

O crioprotetor intracelular mais utilizado na congelação do sêmen bovino é o glicerol., 

que através do processo de desidratação, reduz o ponto de congelação da célula, resultando 
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em menor formação de gelo intracelular e consequente manutenção da sobrevivência e 

fertilidade dos espermatozoides (Purdy, 2006). O glicerol é um álcool que contém três grupos 

de hidroxila ligados a uma cadeia com três átomos de carbono. É uma substância capaz de 

penetrar na membrana celular por difusão passiva. Sua principal ação na criopreservação é 

inibir a formação de cristais de gelo dentro da célula (Fracaro, 2022).  

Conforme Watson (1979), essa substância atua através de propriedade coligativa com 

a água, na qual, uma solução com glicerol, dispõe de mais água não congelada do que outra 

sem o glicerol, aumentando o volume dos canais de solventes não congelados, reduzindo a 

concentração de sais das porções não congeladas. Portanto, age tanto como solvente quanto 

como soluto. Kundu et al., (2000) hipotetizaram que o mecanismo de ação do glicerol 

representa a ligação dos átomos de hidrogênio dos grupos hidroxila do glicerol com os átomos 

de oxigênio dos grupos fosfatos dos fosfolipídios da membrana plasmática dos 

espermatozoides promovendo assim, uma estabilização da membrana durante o processo de 

criopreservação. 

Além disso, o glicerol modifica a formação de cristais de gelo, reduzindo a lesão 

mecânica dos espermatozoides durante a cristalização, uma vez que penetra na célula e 

substitui parcialmente seu conteúdo de água e de eletrólitos (Singh, 2006). O glicerol atua 

também, reduzindo o estresse osmótico através da reposição de água necessária para 

manutenção do volume celular, das interações com íons e macromoléculas, assim como pela 

redução do ponto de congelamento da água.  

Polge et al. (1949) ao avaliar a atividade dos espermatozoides após vitrificação e 

desidratação em baixas temperaturas, observaram que bons resultados foram obtidos com o 

glicerol, como agente crioprotetor para congelação de células espermáticas de aves, e na 

congelação do sêmen bovino. Observaram também em seus estudos que o glicerol evita que 

as células morram enquanto são congeladas.  

Outros crioprotetores intracelulares utilizados em menor escala são o etilenoglicol e o 

dimetilsulfóxido. O etilenoglicol (monoetileno glicol; etano-1, 2-diol) é um álcool com dois 

grupos-OH, um composto químico largamente utilizado como um anticongelante automotivo. 

Na sua forma pura é um composto inodoro, incolor, xaroposo líquido, de sabor doce e com 

massa molecular 62 g/mol (Fernandes et al., 2002). Segundo Moraes et al. (1998), o 
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etilenoglicol tem sido apontado como alternativa, devido a sua capacidade crioprotetora, 

determinando maior proteção do acrossoma e das membranas espermáticas de 

espermatozoides ovinos, quando comparado ao glicerol.  

Entretanto, quando utilizado em elevadas concentrações, este álcool apresenta efeito 

deletério na conservação dos espermatozoides, observado após criopreservação de 

espermatozoides ovinos a 0,7 M (Moraes et al., 1998) e em espermatozoides caprinos com 

diluentes a 7% de etilenoglicol (Souza et al.,2002). Estes estudos ressaltam a necessidade de 

menores concentrações deste álcool em relação às concentrações usuais de glicerol (5-7%) 

para obtenção de índices ideais de criopreservação para o sêmen ovino (Moraes et al., 1998), 

uma vez que elevadas concentrações deste crioprotetor determinam efeito tóxico sobre os 

espermatozoides (Bittencourt et al., 2004). 

O dimetilsulfóxido (DMSO), composto químico orgânico de fórmula C2H6SO e peso 

molecular 78 g/mol (Fernandes et al., 2002), possui ação crioprotetora através da sua 

capacidade de interagir ou combinar com ácidos nucleicos, carboidratos, lipídeos, proteinas e 

muitas drogas sem alterar de forma irreversível a configuração molecular (Sojka et al., 1990), 

devido a sua rápida penetração celular, sendo um solvente penetrante (Stedman, 2003). 

 Apesar de o mecanismo de ação não estar totalmente elucidado na célula espermática, 

é sabido que o DMSO interage com os fosfolipídeos estruturais da membrana espermática, 

mantendo a propriedade de transporte de água em temperaturas abaixo do 0°C, reduzindo a 

formação de cristais de gelo, por diminuir o ponto de congelamento do fluido intracelular 

durante o processo de criopreservação (Thirumala et al., 2006). Porém, a substância apresenta 

toxicidade reconhecida conforme Stone (1993). 

A toxicidade dos crioprotetores penetrantes, relatada por muitos autores (Bittencourt et 

al., 2004)), parece causar desnaturação das proteínas, alteração nas interações de actina, além 

de ocasionar mudanças nos eventos citoplasmáticos devido ao aumento da viscosidade pelo 

glicerol intracelular, modificações na polimerização da tubulina, na associação de 

microtúbulos, atuação direta na membrana plasmática e nas proteínas da superfície celular 

(Alvarenga et al., 2000). Como consequência, têm-se desenvolvido inúmeras investigações 

com o objetivo de identificar crioprotetores alternativos (Silva et al., 2012). 
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2.5. HIDROXIPROPILMETILCELULOSE (HMPC) 

O hidroxipropilmetilcelulose é um éter de celulose que possui estrutura variável 

dependendo da quantidade de grupos metila, apolares, e hidroxipropoxila, polares, inseridos 

na cadeia polimérica celulósica. A polaridade do polímero é controlada através da quantidade 

de grupos metila e de hidroxipropoxila  (Marani, 2015). Funcionalmente, pode ser utilizado 

como agente de revestimento, cobertura; formador de película; agente estabilizador; agente de 

suspensão; unificador de comprimidos; agente de incremento da viscosidade (Martindale, 

2007).  

Os polímeros sintéticos são considerados crioprotetores extracelulares por não 

conseguirem penetrar na célula espermática. Os crioprotetores não penetrantes protegem as 

células basicamente através de efeitos osmóticos, isto é, em meio hipertônico, as células 

perdem seu conteúdo de água, o que diminui a possibilidade de formação de cristais dentro da 

célula. Estes componentes agem como solutos ou colóides, não servindo como solventes 

(Graham, 1996; Celeghini, 2008). 

Alguns polímeros sintéticos vêm sendo utilizados nos diluentes para congelamento de 

embriões equinos (Curcio, 2005) e oócitos suínos (Macedo Jr et al., 2006), equinos (Leon, 

2008), bovinos (Santos, 2008) e de camundongos (Fahy et al., 2004; Santos, 2008) com a 

finalidade de bloquear a formação de gelo (Wowk et al., 2000), impedindo que ocorram danos 

à membrana plasmática. No entanto, a adição do hidroxipropilmetilcelulose nos diluentes para 

criopreservação de sêmen bovino ainda não foi reportada na literatura. 

Em bovinos, os polímeros PVA, poliglicerol e PVP K-12 foram testados 

separadamente e comparados para a vitrificação de tecido ovariano juntamente com DMSO, 

EG e sacarose. A taxa de folículos morfologicamente normais foi maior nas amostras de PVA, 

embora a viabilidade e a função estivessem prejudicadas quando comparadas às amostras de 

PVP K-12. Os autores sugeriram que tecido ovariano bovino usando polímeros sintéticos 

pode ser preservado. No entanto, mais análises para confirmar a funcionalidade do uso de 

polímeros sintéticos na vitrificação de tecido ovariano bovino são necessárias (Shahsavari et 

al., 2020). 

Wowk et al. (2000) propuseram o uso de polímeros sintéticos para evitar a formação 

de gelo intracelular. Estes mesmos autores sugeriram que os polímeros se assemelham em 

funcionalidade com as proteínas anticongelamento (AFPs) e com as glicoproteínas 
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anticongelamento (AGFPs), presentes em peixes polares e em alguns insetos, as quais 

permitem um super resfriamento dos fluídos corporais abaixo da temperatura de equilíbrio de 

congelamento. Entretanto, os polímeros apresentam menor custo e podem ser produzidos em 

larga quantidade, diferentemente das proteínas anticongelamento. 

Os polímeros sintéticos também se relacionam com a redução da toxicidade dos 

crioprotetores, devido a sua capacidade de se fixar e inativar impurezas, as quais podem levar 

à formação de gelo em água ou outras soluções (Wowk et al., 2000). Carrol et al. (1993) 

relataram pela primeira vez que oócitos de camundongos podem ser criopreservados com 

sucesso utilizando PVA no meio criopreservação, no entanto, obtiveram baixa fecundação. 

Macedo et al., (2006) adicionaram 1% de polímero no meio de vitrificação e obtiveram bons 

resultados quanto ao teste de penetração in vitro de oócitos suínos vitrificados. 

O HPMC possui característica anfifílica, e capacidade de formar gel em meio aquoso, 

assim como não ser tóxica, e por acomodar elevadas quantidades de fármacos (Vueba et al., 

2004), o polímero é utilizado como matriz para liberação controlada de fármacos, 

desenvolvido por Baumgartner et al. (2000) e seu uso tem sido muito apreciado em diversas 

aplicações tecnológicas (Marani, 2015). O hidroxipropilmetilcelulose é amplamente 

empregado como retardante da liberação de fármacos em formulações orais, como também na 

implantação de lentes intraoculares na área da oftalmologia (Lopes et al., 2005).  

Nesse sentido, a utilização de hidroxipropilmetilcelulose se justifica pelas suas 

características químicas, e funcionais aplicadas em diversas tecnologias e biotécnicas como, 

em células oculares, hemáticas, derme e epiderme (Villanova e Sá, 2007). Pois, embora 

imprescindíveis para a sobrevivência dos espermatozoides no processo de congelamento, 

algumas substâncias com características crioprotetoras utilizadas na criopreservação de outros 

tipos celulares são impróprios para a célula espermática e podem apresentar efeitos tóxicos, 

reduzindo a capacidade fertilizante deste gameta devido à lesão por danos osmóticos 

(Graham, 1996; Watson, 2000). 

2.6. GOMA DE CAJAZEIRA 

A cajazeira (Spondias mombin L.) é considerada uma espécie produtora de frutos 

comestíveis, nativa da América Tropical e origem amazônica. Amplamente dispersa no Brasil, 

com maior frequência e abundância nas regiões Norte e Nordeste. No Norte é conhecida 

popularmente como taperebazeiro e, nas demais regiões, como cajazeira. Ainda em fase de 
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domesticação, não existindo clones nem variedades disponíveis no mercado, ao longo do 

tempo, os agricultores buscam selecionar, dentro de áreas de cultivo e em populações 

naturais, genótipos que apresentam atributos de produtividade e de qualidade do fruto 

(EMBRAPA, 2024).  

Trata-se de uma espécie arbórea, caducifólia, que atinge altura de até 30 m e diâmetro 

de copa e 24 m, em plantas com mais de 50 anos de idade. É propagada por sementes, 

estaquia e enxertia, principalmente pelo método de garfagem no topo, em fenda cheia. 

Quando propagada por sementes, inicia a frutificação entre cinco e seis anos após o plantio. 

Plantas oriundas de mudas enxertadas e de estacas de ramos são mais precoces, frutificando 

com idade de três a quatro anos, o cajá (Nascimento, 2020).  

O cajá é um fruto cultivado em quase todo o Brasil, desde os tempos coloniais 

(Barbosa et al., 1981; Bosco et al., 2000). O fruto é extremamente aromático e rico em 

carotenoides, que dão à sua polpa uma intensa coloração amarela. Junto aos carotenoides, o 

cajá possui um elevado teor de taninos, que faz com que a polpa do fruto ganhe destaque 

como provável antioxidante natural, com atividades antioxidantes de 9397,3 g.g-1 pelo 

método de DPPH, (7,8 µmol Trolox.g-1) por ABTS, (11,8 µmol Fe2SO4.g-1) por FRAP, e 

(inibição da oxidação em 92,7%) pelo sistema β-caroteno/ácido linoleico (Rufino, 2008).  

Um rendimento considerável da polpa e valores razoáveis de açúcares, acidez, fibras, 

vitamina C e minerais, vêm demonstrando ser uma alternativa para o mercado de frutas, bem 

como para a agroindústria (Santos et al., 2010). Assim como o fruto, polpa e subprodutos, as 

gomas têm sido utilizadas na indústria farmacêutica devido as características físico-químicas 

e funcionais com capacidade de melhorar a atividade celular. 

Na reprodução animal, dentre os aditivos testados para a preservação de gametas, 

observou-se que açúcares como a sacarose, a rafinose (Jafaroghli et al., 2011) e a trealose 

(Tonieto et al., 2010) atuam como protetores da membrana espermática. Outros agentes como 

a gelatina (Vanni et al., 2008; Corcini et al., 2011) e a goma-arábica (Platov, 1977 apud 

Salamon & Maxwell, 1994; Schmehl et al., 1986) também demonstraram efeito benéfico na 

preservação de sêmen mas não tiveram seu uso difundido, apesar dos seus potenciais 

benefícios. 

  As gomas são moléculas hidrofilicas ou hidrofóbicas de alta massa molar (polímeros 

de cadeia longa) que possuem propriedades coloidais (Whistler, 1973; Food Ingredients 
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Brasil, 2011). As gomas são hidrocolóides produto vegetal natural que podem ser 

classificados como polissacarideos aniônicos, não iónicos ou como sal de polissacarideos. São 

substâncias translúcidas e amorfas, frequentemente, obtidas de exsudatos de árvore, de 

sementes, de algas ou por fermentação microbiológica (Food Ingredients Brasil, 2011).  

Os biopolímeros derivado das gomas, como exemplo, a goma de xantana, vem sendo 

utilizados na indústria de alimentos, cosméticos e petrolíferos. Na indústria de alimentos, ela 

ganha destaque para os alimentos congelados (Papagianni & Anastasiadou, 2009), pois 

diminui os danos causados pela formação dos cristais de gelo no processo de congelamento e 

descongelamento (Fernandez et al., 2007). Estudos toxicológicos e de segurança mostraram 

que a goma xantana não causa toxicidade aguda em animais de laboratório quando 

administrada de forma parenteral (Weber et al., 2008). As gomas possuem características 

pseudoplásticas, ou seja, a sua viscosidade diminui com o aumento da taxa de deformação do 

fluído. 

Quimicamente as gomas são caracterizadas por apresentarem sempre ácidos urônicos, 

além de açúcares comuns, monossacarídeos, motivo pelo qual são classificadas como 

heteropolissacarídeos (Poser, 2007). As propriedades funcionais das gomas são afetadas pelo 

tamanho e orientação molecular, ligações iônicas e de hidrogênio, tamanho da partícula, 

temperatura, concentração dentre outros fatores (Food Ingredients Brasil, 2011). 

As gomas naturais sofrem hidratação em água fria ou quente, formando dispersões 

coloidais, soluções altamente viscosas ou até mesmo géis. Suas impurezas mais frequentes 

são os sais inorgânicos e outras substâncias de baixa massa molar, além de proteínas, ligninas 

e ácidos nucléicos (Costa et al., 1996). Apresentam também propriedades secundárias, tais 

como estabilização de emulsões, suspensão de partículas, controle de cristalização, inibição 

de sinérese, encapsulação e formação de filmes (Food Ingredients Brasil, 2011). 

Outro estudo trouxe o uso de diferentes gomas (arábica e tragacanto) como solução 

para obtenção de uma nanoemulsão estável para criopreservação de espermatozóides 

epididimários. Esta foi preparada com o óleo essencial de laranja e o polisorbato 80 pelo 

método de sonicação (Hashtjin & Abbasi, 2015). A adição de metodologias complementares 

e/ou adição de novos ingredientes à formulação se mostram como alternativas viáveis para 

melhoria da estabilidade das nanoemulsões formuladas com o óleo essencial da casca de 
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laranja e o polisorbato 80 (Brilhante, 2022).  No entanto, demonstram-se ausentes dados sobre 

o uso da goma de cajá como aditivo crioprotetor para sêmen bovino. 

2.7. MÉTODOS DE AVALIAÇÃO SEMINAL 

Para que o espermatozóide seja considerado qualitativamente viável e potencialmente 

fértil é necessário que possua morfologia, metabolismo e membranas plasmáticas normais 

(Arruda et al., 2011). Consequentemente, a relação da qualidade do sêmen com a fertilidade é 

um dos pontos mais importantes do sistema de produção (Januskauskas et al., 2001).  

A fertilização envolve um processo complexo (Õura; Toshimori, 1990), que para a 

célula espermática ser capaz de completar sua função, precisa, além de alcançar o local de 

fertilização, penetrar o ovócito e ativar o desenvolvimento embrionário (Braundmeier; Miller, 

2001), o que requer muitos atributos dos espermatozoides (Arruda et al., 2011). A qualidade 

do sêmen depende da integridade e função de todas as estruturas que compõem a célula 

espermática, tais como membrana plasmática, flagelo, mitocôndrias, acrossomo e cromatina 

(Arruda et al., 2011). 

	 2.7.1. TESTE DE TERMORRESISTÊNCIA (TTR) 

Através do teste de termorrestência é possível observar o decréscimo na curva linear 

nos valores de motilidade e vigor com a progressão do tempo de incubação durante o teste de 

exaustão, acreditando-se muitas vezes, que este decréscimo ocorre por conta do maior 

consumo de suas substâncias nutritivas nos primeiros períodos do teste, além das perdas de 

componentes intracelulares ou de lesões estruturais na cauda dos espermatozoides, 

diminuindo sua viabilidade durante as duas primeiras horas (Barros et al., 2013).  

O TTR possui sua fundamentação teórica relacionada à própria cronologia do processo 

de reprodução animal, no qual fêmeas iniciam sintomatologia de estro com aceitação da 

monta do macho previamente à ocorrência do processo ovulatório, exigindo que 

espermatozoides depositados no trato reprodutor feminino possuam longevidade e resiliência 

suficientes para acessar o ovócito feminino e realizar o processo de fertilização (Crespilho e 

Silva, 2024).  
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	 2.7.2. MORFOLOGIA ESPERMÁTICA  

De forma geral, as características morfológicas espermáticas são analisadas 

usualmente utilizando-se esfregaços corados ou a técnica da câmara úmida. A técnica da 

câmara úmida, na qual os espermatozóides não são corados, é realizada utilizando-se 

microscopia capaz de destacar os contornos celulares, como microscopia de contraste  

(Johnson et al., 1997; Celeghini, 2005).  

A alta frequência de espermatozóides morfologicamente anormais ou a alta incidência 

de um único defeito podem reduzir a fertilidade. As anormalidades morfológicas são 

classificadas de diversas formas, sendo que algumas classificações dividem as alterações de 

acordo com a região da célula onde a mesma ocorreu como cabeça, peça intermediária ou 

cauda, e outras simplesmente dividem os defeitos em primários e secundários, ou defeitos 

maiores e menores (Howard e Pace, 1988). 

	 2.7.3. TESTE DE EXPANSÃO HIPOSMÓTICA  

O teste hiposmótico avalia a atividade bioquímica da membrana plasmática intacta, 

através do influxo de água para o interior das células, com base na habilidade da membrana 

de permitir o transporte seletivo de moléculas (Bacinoglu et al., 2008). Através da integridade 

funcional da membrana plasmática pode-se predizer a capacidade de fertilização do sêmen de 

bovinos, tendo em vista que quando colocado em uma solução hiposmótica, a água entra no 

espermatozóide na tentativa de se alcançar o equilíbrio osmótico (Martins et al, 2011). 

 O influxo de água aumenta o volume espermático e a membrana plasmática 

provocando uma turgidez, diminuindo a razão volume/superfície. O flagelo do 

espermatozóide, por apresentar uma membrana mais frágil do que a presente na região da 

cabeça, é mais suscetível a estas condições de teste hiposmótico (Arruda et al, 2011) e pode se 

dobrar indicando que o transporte de água através da membrana ocorre normalmente e que 

esta se encontra íntegra e com funcionalidade (Martins et al, 2011). 

	 2.7.4 INTEGRIDADE DE MEMBRANAS 

A integridade das membranas e a estabilidade de seu aspecto semipermeável são pré- 

requisitos para a viabilidade do espermatozoide. A integridade da membrana plasmática, 

apresenta uma relação positiva com a fecundação,  bem como a funcionalidade das organelas, 
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sendo a membrana plasmática responsável pela manutenção da homeostase celular, que pode 

ser alterada pelo processo de criopreservação (Peña et al., 2005).  

Dessa forma, a funcionalidade das membranas e organelas dos espermatozóides ou 

seus compartimentos têm sido monitorados por procedimentos específicos de coloração, 

tecnicamente conhecidos como sondas fluorescentes. Estas sondas possuem a capacidade de 

se ligar a pontos específicos das células, diferindo assim dos corantes, permitindo um 

diagnóstico mais fácil e direto, na dependência de suas características físicas (Arruda, 2011).  

Atualmente uma variedade muito grande de sondas fluorescentes tem sido usadas 

isoladamente ou em associações em andrologia, pois a combinação de várias sondas 

fluorescentes possibilita a avaliação de diversos compartimentos espermáticos 

simultaneamente. O uso de sondas fluorescentes em microscopia de epifluorescência, ou 

citometria de fluxo, permite avaliar a integridade de membranas plasmática, a integridade da 

membrana acrossomal, o potencial mitocondrial, entre outros (Arruda et al., 2003, 2008, 

2010a; Gardes et al., 2010). 

	 2.7.5. PRODUÇÃO IN VITRO (PIV) 

O potencial de fertilização de uma amostra de sêmen pode ser obtido pela análise das 

características seminais correlacionando os resultados com a técnica de PIV (Nascimento et 

al., 2015). A biotécnica de produção in vitro de embriões permite o contato entre o 

espermatozoide e o oócito fora do trato reprodutivo da fêmea, com a formação de um novo 

indivíduo através das fases de coleta de oócitos, maturação in vitro (MIV), fecundação in 

vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) (Gonçalves et al., 2008). A fecundação se refere ao 

processo em que o espermatozoide entra em contato com o oócito, gerando o zigoto, que, 

posteriormente, se desenvolve até o estágio de blastocisto.  

Sabe-se que, no processo in vivo, os espermatozoides precisam chegar até a ampola da 

tuba uterina para fecundar o oócito, e que durante esse trajeto, substâncias presentes no 

sistema reprodutor da fêmea induzem a capacitação dos espermatozoides. In vitro, o processo 

de capacitação espermática é desencadeado por glicosaminoglicanas (como a heparina), que 

são adicionadas nos meios de fecundação (Gonçalves et al., 2007). 

Os oócitos maturados in vitro podem ser fertilizados com sêmen fresco ou congelado/

descongelado. Para bovinos, os métodos de preparação espermática mais utilizados são o 
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gradiente de PERCOLL e o swim-up. (Cognie et al., 2003). O co cultivo (espermatozoide e 

oócito) é realizado por um período de 18 a 22 horas, em temperatura de 39 ̊C e atmosfera com 

5% de CO2 em ar e umidade saturada (Gonçalves et al., 2007).  

Seguida a fertilização in vitro, os presumíveis zigotos são isolados das células do 

cumulus e mantidos em estufa à temperatura de 38,5°C, em 5% de CO2, durante 7 dias, no 

cultivo in vitro. A avaliação da taxa de clivagem é realizada após 48 horas do início do cultivo 

e a formação de blastocisto após 168 horas, conforme Mapletoft, 2013. 
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RESUMO  

Objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose na 
criopreservação de sêmen bovino. Foram coletados sete touros em triplicata, por 
eletroejaculação e avaliado quanto aos aspectos macroscópicos e microscópicos. Em seguida 
as amostras foram submetidas a diluição em meio de criopreservação Tris-gema com e sem 
glicerol, com os seguintes tratamentos: Controle: Tris-Gema + 6% glicerol; T1: Tris-Gema + 
3% glicerol; T2: Tris-Gema + 0% glicerol; T3: Tris-Gema + 0,5% HPMC; T4: Tris-Gema + 
1,0% HPMC; T5: Tris-Gema + 1,5% HPMC; T6: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% HPMC.  
As amostras foram congeladas com meio automatizado em curva lenta de criopreservação, e 
armazenadas em botijão criogênico (-196°C). Após descongelamento as amostras foram 
avaliadas quanto aos testes de termorresistência rápido (TTRR), morfologia espermática, teste 
de expansão hiposmótica, integridade de membrana plasmática, atividade mitocondrial e teste 
de fertilização in vitro. Para as análises de motilidade e vigor, foi realizado o teste de 
Friedman. Os dados de membrana plasmática, atividade mitocondrial e expansão 
hiposmótica, foram submetidos a análise de variância (ANOVA), e para as análises de 
produção in vitro, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Os dados foram digitados no Excel e 
analisados a nível de significância de 5% (p<0,05), no programa InfoStat versão 2008. O 
TTRR demonstrou que o grupo controle apresentou melhores resultados de motilidade e vigor 
nos tempos 0’, 15’e 30’  quando comparado com os tratamentos compostos por diluidor Tris-
Gema associado ao hidroxipropilmetilcelulose. O grupo T6 apresentou melhores resultados de 
motilidade e vigor que os demais grupos acrescidos de 0,5%, 1,0% e 1,5% de HPMC ao 
diluidor. Não houve diferença significativa no tempo 45’ do TTRR, nos testes de expansão 
hiposmótica, morfologia espermática, integridade de membrana, atividade mitocondrial e taxa 
de fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados em meio de congelação 
acrescido de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose. Em conclusão, a adição 
de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose reduziu a motilidade e o vigor 
espermático, no entanto, não prejudicou o processo de criopreservação nos demais parâmetros 
avaliados. 

Palavras-chave: andrologia; espermatozoides; diluidor; polímero; bovino. 
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INTRODUÇÃO 

	 Os avanços biotecnológicos na reprodução animal refletem em um maior êxito na 

produção e no melhoramento genético dos animais, através do uso de biotecnologias como a 

inseminação artificial que utiliza sêmen criopreservado como forma de aperfeiçoar a genética 

do rebanho (Bozzi, et al., 2023; Boni, 2012). Entretanto, a técnica de criopreservação de 

sêmen é capaz de induzir crioinjúrias seminais provocando uma redução nas características e 

na fertilidade dos espermatozoides (Abavisani et al., 2013; Yoshida, 2000).  

	 Atualmente, sabe-se que os crioprotetores utilizados também representam um fator de 

toxicidade ao espermatozoide, gerando assim, inúmeros estudos com o objetivo de identificar 

crioprotetores alternativos (Hammerstedt e Graham, 1992; Purdy, 2006). Dentre os compostos 

que possuem potencial para redução dos efeitos deletérios da criopreservação, surge o  

polímero sintético, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), obtido a partir da derivação da 

celulose utilizando cloreto de metila e óxido de propileno como reagente (Marani, 2015).  

Os polímeros sintéticos vêm sendo utilizados nos diluentes para congelamento de 

embriões equinos (Curcio, 2005) e oócitos suínos (Macedo Jr et al., 2006), equinos (Leon, 

2008), bovinos (Santos, 2008) e de camundongos (Fahy et al., 2004; Santos, 2008) com a 

finalidade de bloquear a formação de gelo (Wowk et al., 2000), impedindo que ocorram danos 

à membrana plasmática, obtendo resultados promissores (Bang et al., 2013). 

	 O hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um éter de celulose com estrutura variável, 

dependente da quantidade de grupos metila e hidroxipropoxila, inseridos na cadeia polimérica 

celulósica e apresenta características químicas e funcionais aplicadas em diversas tecnologias 

e biotécnicas como, em células oculares, hemáticas, derme e epiderme, apresentando boa 

aplicabilidade, estabilidade e atoxicidade (Villanova e Sá, 2007). 

	 Considerando a necessidade de ampliar conhecimentos relacionados a inclusão de 

crioprotetores em associação ou substituição do glicerol nos extensores seminais, com a 

finalidade de aumentar a capacidade fertilizante dessas células, a presente pesquisa objetivou 

avaliar o efeito de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose na criopreservação 

do sêmen de bovino. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Comitê de Ética 

	 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA), São Luís - MA, sob processo nº 

23115.026162/2023-81. 

Animais 

Foram utilizados como doadores de sêmen sete reprodutores bovinos (Bos taurus 

taurus e Bos taurus indicus), das raças Nelore e Senepol, com faixa etária entre 2 e 3 anos e 

peso médio de 650kg, provenientes na Fazenda Nova e Carnaubinha, respectivamente, na 

cidade de Chapadinha, e no Centro de Ciências de Chapadinha da Universidade Federal do 

Maranhão. Os reprodutores foram mantidos sob regime extensivo, em pastejo de Panicum 

maximum - Massai, com mistura mineral comercial e água ad libitum. As coletas foram 

realizadas com os animais contidos em tronco de contenção, do tipo sanduíche, no qual as 

metragens das instalações seguiam o padrão para a espécie bovina, com dois metros 

quadrados/animal, o brete com 1,60 m de altura e plataformas dispostas lateralmente, 

separadas entre si, a 0,75 m de altura e com 0,90 m de largura. Os animais foram previamente 

submetidos à avaliação clínica e andrológica para comprovação da higidez e viabilidade de 

participação do delineamento experimental, com base nos padrões recomendados pelo CBRA 

(2013). 

Coleta e avaliação do sêmen pré-congelação. 

	 Foram coletados 3 ejaculados por touro, pelo método de eletroejaculação, totalizando 

21 ejaculados, com sessões de coleta realizadas uma vez por semana. No sêmen fresco foram 

avaliadas a motilidade, vigor, morfologia e concentração espermática. A motilidade e vigor 

espermáticos foram determinadas pela deposição de 10µL de sêmen entre lâmina e lamínula, 

sob microscopia em magnificação de 400x com base na estimativa visual (CBRA, 2013).  

	 A concentração espermática foi determinada pela contagem das células em câmara de 

Neubauer, após diluição (1:200) de uma alíquota de sêmen em formol salino. A morfologia 

espermática foi avaliada em preparações úmidas, entre lâmina e lamínula, em magnificação 
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de 400x em microscopia de contraste de fase e classificados em defeitos menores, maiores e 

totais (CBRA, 2013).  

	 Após avaliação da concentração da amostra seminal, cada ejaculado foi dividido em 

sete frações e diluído em extensor TRIS-gema (3,605 g de Tris, 2,024 g de ácido Cítrico, 

1,488 g de frutose, 100 mL de água destilada, 20% de gema de ovo; 1000µg/mL diluidor de 

estreptomicina; 1000UI/mL diluidor de penicilina para cada 100mL de diluidor), conforme a 

esquematização abaixo: 

· Controle: Tris- Gema 6% glicerol;  

· T1: Tris-Gema + 3% glicerol;  

· T2: Tris-Gema + 0% glicerol;  

· T3: Tris Gema + 0,5% Hidroxipropilmetilcelulose;  

· T4: Tris-Gema + 1,0% Hidroxipropilmetilcelulose;  

· T5: Tris-Gema + 1,5% Hidroxipropilmetilcelulose;  

· T6: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% hidroxipropilmeticelulose. 

Criopreservação do sêmen 

	 Após a adição dos tratamentos, o sêmen foi envasado em palhetas de 0,25mL, sendo a 

concentração final fixada em 40 milhões de espermatozoides viáveis por palheta. Em seguida 

as palhetas foram levadas a máquina de congelamento TK 3000® (TK 106 Tecnologia em 

congelação Ltda., Uberaba, Brasil), utilizando a curva lenta de congelação, com uma taxa de 

resfriamento de -0,25ºC/min, de 25ºC até a temperatura de 5ºC, e a -12,5ºC/min, de 5ºC até 

atingir a temperatura de -120ºC, com tempo de estabilização de 4 horas a 5ºC. Imediatamente 

após a congelação, as palhetas foram transferidas para o nitrogênio líquido e armazenadas em 

botijão criogênico (-196ºC). 

Teste in vitro do sêmen pós-descongelação. 

	 A descongelação do sêmen foi realizada em banho-maria a 37ºC durante 30 segundos, 

para avaliação quanto à motilidade total e vigor no teste de termo resistência rápido (TTRR),  

morfologia, integridade da membrana plasmática, atividade mitocondrial e teste de fertilidade 

in vitro. 
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Teste de Termorreristência Rápido (TTRR)  

	 O teste de termorresistência foi realizado de acordo Viana et al. (2009), que consiste 

em verificar a longevidade das amostras de sêmen descongeladas. Uma alíquota de 100µl de 

sêmen descongelado foi incubada a 46 ° C em banho-Maria, e avaliada quanto à motilidade 

total e o vigor espermático por meio de microscopia de campo claro, e aumento de 400x, nos 

tempos 0, 15, 30, e 45 minutos. 

Avaliação morfológica 

	 A morfologia foi estimada em cada amostra de sêmen descongelado, pelo método de 

câmara úmida, no qual foram avaliados 200 espermatozoides por observação microscópica 

(1000x), com óleo de imersão, em campo claro. A porcentagem das diversas alterações 

morfológicas foi agrupada e classificada de acordo com Bloom (1971). 

Teste de expansão hiposmótica 

	 Para a realização do teste de expansão hiposmótico, foi homogeneizado 100 µL de 

amostra a 900 µL de solução hiposmótica (150 mOsml). As amostras foram mantidas em 

banho-maria a 37 °C, durante 30 minutos. Transcorrido esse período, uma gota de cada 

amostra foi colocada entre lâmina e lamínula para a contagem de 200 células, em microscópio 

de contraste de fase sob aumento de 400x. Os espermatozoides foram classificados quanto a 

presença (membrana íntegra e funcional) ou não (membrana não íntegra ou afuncional) de 

cauda enrolada. 

Análise da integridade da membrana plasmática  

	 Para avaliação da integridade da membrana plasmática, utilizou-se o método de 

coloração dupla com diaconato de carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

MO, USA) e iodeto de propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado por 

Coleto et al. (2002), em que alíquotas de 50µL de sêmen pós descongelado foram diluídas em 

150µL de Tris, 5µL de DCF e 20µL de IP e incubadas por 10 min a 37ºC. Foram avaliados 

200 espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; Olympus optical Co., Ltda., 

Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão DBP 580- 630nm e excitação DBP 485/20nm. 
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Análise da atividade mitocondrial  

	 A função mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo catiônico 

lipofílico JC-1 (GUTHRIE E WELCH, 2006). Para tanto, alíquotas de 50µL de sêmen pós-

descongelação foram diluídas em 150 µL de Tris, contendo 5 µL de JC-1 (0,15mM em 

DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 100 espermatozoides foram 

avaliados em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão), 

com aumento de 1000 x, sob óleo de imersão, usando-se filtro de emissão LP 515nm e BP 

450-490 nm para excitação. Os espermatozoides com a região da peça intermediária coradas 

em laranja foram classificados com alto potencial de membrana mitocondrial, e aqueles com a 

região da peça intermediária coradas em verde foram classificados com baixo potencial de 

membrana mitocondrial. 

Teste de fertilidade in vitro 

	 Os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram coletados por aspiração folicular de 

ovários obtidos de um matadouro local. Foram considerados adequados para o cultivo in vitro 

os oócitos com três ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e II, com 

citoplasma homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979).  

Os CCOs selecionados foram submetidos à maturação in vitro em meio de maturação 

(GeneUp Biotecnologia), composto por TCM 199 e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 

óleo mineral, em placas de Petri 100 x 20mm, incubados à 38,5°C com atmosfera de 5% de 

CO2 em ar, por um período de 24 horas. 

	 Para avaliar o efeito do hidroxipropilmetilcelulose na qualidade do sêmen bovino 

criopreservado utilizado na fertilização in vitro, foram utilizados o total de 315 oócitos, 

distribuídos entre sete  tratamentos, cultivados em três repetições, no qual cada grupo conteve 

no máximo 15 oócitos. Para a realização da fertilização in vitro, as doses de sêmen referentes 

a cada tratamento foram descongeladas a 37°C por 30 segundos e centrifugada em gradiente 

de Percoll (45% e 90%; GeneUp Biotecnologia) a 8000rpm, durante 7 minutos.  

	 Após a centrifugação, o sobrenadante foi removido, os espermatozoides 

ressuspendidos em 1mL de meio de fertilização e centrifugados a 3200rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante resultante da segunda centrifugação também foi descartado, e 5µL do pellet (60 

µL) diluído em 250µL de solução formol salina, para realização da contagem espermática em 
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câmara de Neubauer, bem como 5µL do pellet colocado entre lâmina e lamínula para 

avaliação de motilidade e o vigor. Posteriormente, cada tratamento foi co-incubado com 

espermatozoides, à concentração final de 1 x 106 espermatozoides/mL, por período de 22h, 

em temperatura de 38,5°C com atmosfera de 5% de CO2 em ar, em meio de fertilização 

(GeneUp Biotecnologia), constituído de PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina), heparina e 

BSA (Albumina Sérica Bovina). 

	 Seguida a fertilização in vitro, os presumíveis zigotos foram isolados das células do 

cumulus mediante sucessivas aspirações e passaram por três banhos em meio SOF (Gene Up 

Biotecnologia®). Posteriormente, os mesmos foram transferidos para uma placa de Petri 

100x20 mm, contendo microgotas de 100µL de meio SOF (Gene Up Biotecnologia® ) 

composto por SOF, EGF (Fator de Crescimento Epidermal), BSA e SFB, e mantidos em 

estufa à temperatura de 38,5oC, em 5% de CO2, durante 7 dias.  

	 No terceiro e quinto dia de cultivo foi realizado o “feeding”, que é a troca de 50% do 

meio SOF por um novo meio previamente estabilizado. A avaliação da taxa de clivagem foi 

realizada após 48 horas após o início do cultivo e a formação de blastocisto após 168 horas 

após. Os blastocistos foram avaliados segundo Mapletoft, 2013. 

Análise estatística  

	 Para análise de dados foram utilizados os procedimentos usuais de estatística 

descritiva, tais como distribuição de frequência absoluta (n) e relativa (%), média e desvio 

padrão, bem como o teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguiram distribuição 

normal. Para os dados sem distribuição normal foi utilizado a transformação pela fórmula 

arc.sen(√x/100). As variáveis motilidade e vigor no teste de termorresistência rápido (TTRR), 

foram submetidos ao teste de Friedman. As análises de integridade da membrana plasmática, 

atividade mitocondrial e expansão hisposmótica foram submetidas à análise de variância 

(ANOVA). Os dados de produção in vitro foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Os 

dados foram digitados no Excel e analisados a nível de significância de 5% (p<0,05), no 

programa InfoStat versão 2008.  
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RESULTADOS 

	 No teste de termorresistência rápido, em relação à motilidade e vigor no tempo 0', o 

grupo Controle, diferiu significativamente em comparação aos grupos compostos por diluidor 

Tris-Gema associado à 0,5%, 1,0% e 1,5% de hidroxipropilmetilcelulose. O diluidor Tris-

Gema, acrescido de 3% de Glicerol e sem acréscimo de glicerol demonstrou-se mais 

favorável às células espermáticas que os grupos compostos pelo diluidor Tris-Gema associado 

à 0,5%, 1,0% e 1,5% de hidroxipropilmetilcelulose. No entanto, o tratamento composto pelo 

diluidor Tris-Gema, acrescido de 5,5% de glicerol e 0,5% de HPMC, apesar de não 

demonstrar diferença significativa em relação ao grupo controle, apresentou melhores 

resultados que os demais grupos acrescidos de HPMC no diluidor seminal.  

	 No tempo 15’ e tempo 30', a motilidade e o vigor do grupo Controle, do grupo com 

3% de glicerol e do grupo com associação de 5,5% de glicerol e 0,5% de HPMC, 

apresentaram-se maior que os grupos sem acréscimo de glicerol ou com acréscimo de HPMC 

em 0,5%, 1,0% e 1,5%. Sendo que o grupo controle demonstrou motilidade e vigor maiores 

em relação a todos os grupos avaliados. No tempo 45’, os tratamentos não apresentaram 

diferença significativa entre si, em relação à motilidade e vigor. 

Tabela 1 - Média e desvio-padrão do percentual de Motilidade Total e Vigor do sêmen 

criopreservado de bovinos, avaliados pelo teste de termorresistência rápido (TTRR). 

TRATAMENTOS MOTILIDADE
0’ 15’ 30’ 45’

C 31,40 ± 15,74A 23,60 ± 12,49A 17,10 ±  7,56A 12,90 ± 4,88
T1 24,50 ± 12,14A 18,20 ± 7,51AB 17,30 ± 6,47A 11,40 ± 3,23
T2 22,00 ± 8,37A 12,00 ± 4,47BC 12,00 ± 4,47BB 10,00 ± 0,00
T3 11,70 ± 4,08B 10,00 ± 0,00C 10,00 ± 0,00B 10,00 ± 0,00
T4 11,10 ± 3,33B 10,00 ± 0,00C 10,00 ± 0,00B 10,00 ± 0,00
T5 12,30 ± 4,39B 10,00 ± 0,00C 10,00 ± 0,00B 10,00 ± 0,00
T6 23,00 ± 12,52A 19,00 ± 11,01AB 14,50 ± 6,85AB 12,00 ± 6,32

p-valor1 0,0002 0,0002 0,0009 0,3963

TRATAMENTOS VIGOR
0’ 15’ 30’ 45’

C 1,57 ± 1,13A 1,00 ± 0,81A 0,57 ± 0,53A 0,28 ± 0,48A

T1 1,09 ± 0,70A 0,54 ± 0,52AB 0,54 ± 0,52A 0,18 ± 0,40A

T2 0,80 ± 0,44AB 0,20 ± 0,44BC 0,20 ± 0,44AB 0,00 ± 0,00A

T3 0,33 ± 0,81BC 0,00 ± 0,00C 0,00 ± 0,00B 0,00 ± 0,00A

T4 0,11 ± 0,33C 0,00 ± 0,00C 0,00 ± 0,00B 0,00 ± 0,00A

T5 0,23 ± 0,43BC 0,00 ± 0,00C 0,00 ± 0,00B 0,00 ± 0,00A

T6 0,80 ± 0,78ABC 0,70 ± 0,82AB 0,50 ± 0,70A 0,10 ± 0,31A

p-valor1 0,0007 0,0001 0,0017 0,2243
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). MOT - Motilidade; VIG - Vigor; 0’ - tempo zero; 
15’ - quinze minutos; 30’ - trinta minutos;  45’- quarenta e cinco minutos; 1Friedman.
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	 A adição de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose não demonstrou 

incremento no percentual de células com membranas plasmáticas e atividade mitocondrial 

(Tabela 2) e de células espermáticas com membranas funcionais exposta à solução 

hiposmótica (Tabela 3).  

Tabela 2 - Integridade da membrana plasmática e atividade mitocondrial pós-descongelação 

de sêmen criopreservado acrescidos de diferentes concentrações de hidroxipropilmetil-

celulose.  

Tabela 3 - Avaliação da expansão hiposmótica do sêmen criopreservado de bovinos, 

avaliados pelo teste de expansão hiposmótica. 	

	 Não houve diferença significativa na avaliação da morfologia espermática (Tabela 4) e 

na taxa de fertilização in vitro (Tabela 5) com espermatozoides criopreservados em meio de 

congelação acrescido de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose. 

TRATAMENTO M.P. M.M.
C 71,00 ± 12,23 12,50 ± 11,83
T1 62,90 ± 21,27 8,70 ± 7,12
T2 66,00 ± 26,29 5,00 ± 3,00
T3 73,20 ± 16,10 8,40 ± 1,52
T4 66,38 ± 20,93 8,38 ± 11,78
T5 75,50 ± 14,81 8,75 ± 8,28
T6 77,11 ± 8,30 10,11 ± 12,40

p-valor1 0,600 0,704
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). M.M. - membrana mitocondrial; M.P. - membrana 
plasmática; 1ANOVA.

TRATAMENTO REAGENTES
C 21,30 ± 13,80
T1 18,40 ± 12,60
T2 16,20 ± 13,40
T3 17,50 ± 13,40
T4 20,20 ± 17,70
T5 17,50 ± 11,20
T6 11,60 ± 14,10

p-valor1 0,891

Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP); 1ANOVA.
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Tabela 4 - Avaliação da morfologia espermática de sêmen criopreservado em diluidor 

acrescido de diferentes concentrações de hidroxipropil-metilcelulose. 

Tabela 5 - Taxas de fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados em meio de 

congelação acrescido de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose.  

DISCUSSÃO 

	 O presente estudo amplia o conhecimento sobre os efeitos da adição de diferentes 

crioprotetores ao meio diluidor de criopreservação de sêmen bovino. Os resultados obtidos 

demonstram que as células espermáticas apresentaram maior motilidade e vigor quando em 

meios de congelação acrescidos com glicerol na concentração de 6% do que quando 

submetidas a criopreservação com meios acrescidos de hidroxipropilmetilcelulose nas 

concentrações de 0,5%, 1,0% e 1,5%.  

	 Os resultados obtidos podem ser explicados pelo mecanismo crioprotetor do glicerol, 

o qual não é totalmente esclarecido (Aires, 2003), mas sabe-se que o mesmo exerce efeitos 

extra e intracelulares. Caracteriza-se como ação extracelular sua participação na desidratação 

osmótica da célula com consequente diminuição do volume de água intracelular no momento 

da congelação. E efeito intracelular, a habilidade de permear a membrana celular e assim 

reduzir o estresse osmótico intracelular decorrente da desidratação. Isto ocorre pela 

TRAT NORMAIS DMAI DMEN DT DCAB DPI DCAU
C 93,83 ± 2,48 1,83 ± 1,17 4,33 ± 2,88 6,17 ± 2,48 2,17 ± 1,33 0,83 ± 0,75 3,17 ± 1,60
T1 94,86 ± 1,57 0,86 ± 0,69 2,86 ± 2,19 4,86 ± 2,12 0,86 ± 0,90 0,14 ± 0,38 4,14 ± 2,19
T2 92,63 ± 5,10 2,13 ± 1,46 5,00 ± 4,21 7,00 ± 5,37 1,25 ± 1,04 1,25 ± 1,49 4,88 ± 4,82
T3 93,50 ± 3,79 1,75 ± 1,26 5,25 ± 4,21 7,00 ± 3,46 1,75 ± 0,50 1,00 ± 0,82 4,25 ± 2,50
T4 93,63 ± 1,60 1,38 ± 1,30 4,50 ± 1,93 5,88 ± 18,96 2,38 ± 1,85 0,38 ± 0,52 3,13 ± 1,55
T5 93,50 ± 4,76 1,33 ± 1,51 5,17 ± 3,49 4,83 ± 2,32 1,83 ± 2,56 0,33 ± 0,52 4,33 ± 2,66
T6 92,33 ± 3,88 1,33 ± 1,21 6,33 ± 3,44 7,67 ± 3,88 2,17 ± 2,23 0,00 ± 0,00 5,50 ± 1,76

p-valor1 0,824 0,548 0,515 0,636 0,384 0,055 0,351
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). DMAI - defeitos maiores; DMEN - defeitos 
menores; DT - defeitos totais; DCAB - defeitos de cabeça; DPI - defeitos de peça intermediária; DCAU - 
defeitos de cauda. 1Kruskal-Wallis.

TRATAMENTO TC TB
C 40,00 ± 0,00 29,00 ± 3,46
T1 23,50 ±  4,95 16,50 ± 23,33
T2 15,67 ± 14,01 8,67 ± 7,51
T3 22,00 ± 19,05 22,00 ± 19,05
T4 27,00 ± 000 17,67 ± 4,04
T5 18,00 ± 15,59 20,00 ± 17,58
T6 16,50 ± 4,95 23,50 ± 4,95

p-valor1 0,115 0,523
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). TC - taxa de clivagem; TB - taxa de blastocisto; 
1Kruskal-Wallis.
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substituição da água intracelular, necessária para a manutenção do volume celular, interação 

com íons e macromoléculas e, em especial, pela redução do ponto de congelação da água 

(Guerra, 2011). 

	 No presente estudo, não foi observado diferenças significativas entre os grupos 

experimentais em relação à integridade da membrana plasmática e mitocondrial, bem como 

nos teste de expansão hiposmótica e morfologia espermática, o que sugere que a presença de 

hidroxipropilmetilcelulose não prejudica os parâmetros de qualidade estrutural de 

espermatozoides criopreservados de touro. Tal fato se justifica pelo uso de açúcares, proteínas 

e polímeros sintéticos como crioprotetores extracelulares. 

	 Os crioprotetores extracelulares não conseguem penetrar na célula espermática, sendo 

denominados de não penetrantes. Ao agir no meio extracelular, induzem a desidratação da 

célula, diminuindo a formação de cristais de gelo intracelular (Celeghini, 2008). Os 

crioprotetores não penetrantes como os açúcares (lactose, frutose, rafinose ou tralose) e os 

polímeros sintéticos (metil celulose) protegem as células basicamente através de efeitos 

osmóticos. Em meio hipertônico, as células perdem seu conteúdo de água, o que diminui a 

possibilidade de formação de cristais dentro da célula. Estes componentes agem como solutos 

ou colóides, não servindo como solventes (Graham, 1996). 

	 Os crioprotetores não penetrantes mais comuns são os açúcares, o leite e a gema de 

ovo. No entanto, o uso de alguns desses protetores como a gema de ovo ou leite possui como  

desvantagem o risco de contaminação por microorganismos associados aos produtos de 

origem animal, além da dificuldade de padronizar o meio diluente (Thun, 2002; Muiño, 

2007). Tendo em vista isso, é necessário testar substâncias que promovam maior qualidade e 

durabilidade dos espermatozóides, na tentativa de potencializar o material genético dos 

animais (Silva et al, 2011). 

	 Nesse sentido, o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), polímero obtido a partir da 

derivação da celulose utilizando cloreto de metila e óxido de propileno como reagente 

(Marani, 2015) foi utilizado na presente pesquisa e não prejudicou os parâmetros de qualidade 

estrutural de espermatozoides criopreservados de touro. A substância quando associada ao 

glicerol, também apresentou resultados favoráveis de motilidade e vigor, semelhantes ao 

grupo controle.   
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	 Corroborando com resultados obtidos por Silva (2022), na manipulação de gametas 

femininos, onde folículos frescos e com adição de polímeros aumentaram de diâmetro durante 

o cultivo in vitro, ao passo que os folículos sem adição de polímeros cresceram apenas na 

primeira semana. Concluindo que a combinação do uso de polímeros sintéticos na vitrificação 

de tecido ovariano é uma técnica promissora, que poderá proteger o desenvolvimento 

folicular, mas ainda são necessários mais estudos que possam aperfeiçoar esse protocolo. 

	 Logo, devido às características de atoxicidade e estabilidade, e a aplicabilidade do 

HPMC em diversas tecnologias e biotécnicas como células oculares, hemáticas, derme e 

epiderme (Villanova e Sá, 2007) é fundamental a ampliação dos conhecimentos relacionados 

ao seu uso, tendo em vista os resultados apresentados pela pesquisa realizada. Visto que, 

ainda não haviam evidências e estudos relativos a atividade do HPMC na criopreshrvação 

espermática de touros.  

CONCLUSÕES 

	 Em conclusão, a adição de diferentes concentrações de hidroxipropilmetilcelulose 

reduziu a motilidade e o vigor espermático e não prejudicou o processo de criopreservação 

nos demais parâmetros avaliados. 
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bovinos. Pelotas, 2008. Dissertação de Mestrado. Universidade Federal de Pelotas; 
2008. 

21. SILVA, N.C. et al. Avaliação de dois diluentes e diferentes técnicas de 
criopreservação de sêmen bovino. PUBVET, Londrina, V. 5, N. 19, Ed. 166, Art. 
1122, 2011. 

22. SILVA, T. E. C. Avaliação da aplicabilidade de polímeros sintéticos na vitrificação 
de tecido ovariano bovino. Belo Horizonte, 2022. 

23. THUN, R., HURTADO, M., JANETT, F. Comparison of Biociphos-Plus® and TRIS 
egg-yolk extender for cryopreservation of bull semen. Theriogenology 2002; 
57:1087-94. 

24. TOSHIMORI, K. Maturation of mammalian spermatozoa: modifications of the 
acrosome and plasma membrane leading to fertilization. Cell and Tissue 
Research, v. 293, p. 177–187, 1998. 

25. VIANA, F. P., PAPA, F. O., ZAHN, F. S., MELO, C. M., DELL’AQUA, J. R. J. A. 
Thermoresistance sperm tests are not predictive of potential fertility for 
cryopreserved bull semen. Anim Reprod Sci, v.113, p.279-282, 2009. 

26. WOWK, B.; LEITI, E.; RASCH, C. M.; KARIMI, N. B.; HARRIS, S. B.; GREFORY, 
M. F. Vitrification enhancement by synthetic ice blocking agents. Cryobiology, 
v.40, p.228-236, 2000. 



￼58

CAPÍTULO II 

Artigo elaborado conforme as normas do periódico Reproduction in Domestic Animals  

Research (ISSN: 1439-0531, Impact Factor: 1.7) 

Qualis A3 em Medicina Veterinária e Zootecnia e Recursos Pesqueiros 



￼59

Avaliação da qualidade do sêmen bovino submetido a criopreservação com goma de cajá 

Anna Monallysa Silva de Oliveiraa | Yndyra Nayan Teixeira Carvalho Castelo Brancob  
José Adalmir Torres de Souzaa 

aUniversidade Federal do Piauí - UFPI, Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal - 
LBRA, Socorro, CEP - 64049-550, Teresina - Piauí, Brasil. 
bUniversidade Federal do Maranhão - UFMA, Centro de Ciências Agrárias e Ambientais - 
CCAA, Campus IV MA-230, km 04, s/n - Boa Vista, CEP 65500-000 , Chapadinha - 
Maranhão, Brasil.  

Correspondente: 

Anna Monallysa Silva de Oliveira 

E-mail: amonallysa@gmail.com 

RESUMO  

	 Objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes concentrações de goma de cajá (GC) na 
criopreservação de sêmen bovino. Foram coletados sete touros em triplicata, por 
eletroejaculação e avaliado quanto aos aspectos macroscópicos e microscópicos. Em seguida 
as amostras foram submetidas a diluição em meio de criopreservação Tris-gema com e sem 
glicerol, com os seguintes tratamentos: Controle: Tris-Gema + 6% glicerol; T1: Tris-Gema + 
3% glicerol; T2: Tris-Gema + 0% glicerol; T3: Tris-Gema + 0,5% GC; T4: Tris-Gema + 1,5% 
GC e T5: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% GC.  As amostras foram congeladas com meio 
automatizado em curva lenta de criopreservação, e armazenadas em botijão criogênico 
(-196°C). Após descongelamento as amostras foram avaliadas quanto aos testes de 
termorresistência rápido (TTRR), morfologia espermática, teste de expansão hiposmótica, 
integridade de membrana plasmática, atividade mitocondrial e teste de fertilização in vitro. 
Para as análises de motilidade e vigor, foi realizado o teste de Friedman. Os dados de 
membrana plasmática, atividade mitocondrial e expansão hiposmótica, foram submetidos a 
análise de variância (ANOVA), e para as análises de produção in vitro, foi aplicado o teste de 
Kruskal-Wallis. Os dados foram digitados no Excel e analisados a nível de significância de 
5% (p<0,05), no programa InfoStat versão 2008. O TTRR demonstrou que o grupo controle 
apresentou melhores resultados de motilidade e vigor nos tempos 0’, 15’ e 30' quando 
comparado com os demais tratamentos. O grupo T5 apresentou melhores resultados de 
motilidade e vigor que os  demais grupos acrescidos de goma de cajá ao diluidor seminal. Não 
houve diferença significativa no tempo 45’ do TTRR, nos testes de expansão hiposmótica, 
morfologia espermática, integridade de membrana, atividade mitocondrial e taxa de 
fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados em meio de congelação acrescido 
de diferentes concentrações de goma de cajá. Em conclusão, a adição de diferentes 
concentrações de goma de cajá demonstrou reduzir a motilidade e o vigor espermático, no 
entanto, não demostrou-se prejudicial ao processo de criopreservação nos demais parâmetros 
avaliados. 

Palavras-chave: andrologia; espermatozoides; diluidor; goma; bovino. 
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INTRODUÇÃO 

	 A congelação de sêmen tem sido amplamente utilizada para aumentar o potencial 

reprodutivo de touros de alto valor genético. O uso do sêmen congelado permite rápido 

avanço genético dos rebanhos comerciais, permitindo a escolha de reprodutores que melhor 

atendam às necessidades de produção (Leite, 2010). No entanto, os protocolos de congelação 

utilizados ainda resultam em considerável número de espermatozóides que não resistem ao 

processo, o que compromete a fecundação do ovócito (Nagy et al., 2004) 

	 O sêmen sujeito à criopreservação é exposto à condições de diluição do plasma 

seminal e à baixas temperaturas e estas levam à perda e reorganização dos componentes da 

membrana plasmática de forma semelhante ao que ocorre durante a capacitação. Tais 

alterações resultam na diminuição do tempo de sobrevivência do espermatozóide, bem como 

da sua habilidade de interagir com o ambiente do trato reprodutor feminino (Medeiros, 2002). 

	 Dentre os aditivos testados para a preservação de gametas durante o processo de 

criopreservação, observou-se que açúcares como a sacarose, a rafinose (Jafaroghli et al., 

2011) e a trealose (Tonieto et al., 2010) atuam como protetores da membrana espermática. 

Outros agentes como a gelatina (Vanni et al., 2008; Corcini et al., 2011) e a goma-arábica 

(Platov, 1977 apud Salamon & Maxwell, 1994; Schmehl et al., 1986) também demonstraram 

efeito benéfico na preservação de sêmen mas não tiveram seu uso difundido, apesar dos seus 

potenciais benefícios. 

  As gomas são moléculas hidrofilicas ou hidrofóbicas de alta massa molar (polímeros 

de cadeia longa) que possuem propriedades coloidais (Whistler, 1973; Food Ingredients 

Brasil, 2011). A utilização de diferentes gomas (arábica e tragacanto) vem sendo realizada 

como solução para obtenção de uma nanoemulsão estável para criopreservação de 

espermatozóides epididimários, como demonstrado por Hashtjin & Abbasi (2015). 

Os biopolímeros derivado das gomas, como exemplo, a goma de xantana, vem sendo 

utilizados na indústria de alimentos, cosméticos e petrolíferos. A substância ganha destaque 

em processos de congelamento (Papagianni & Anastasiadou, 2009), pois diminui os danos 

causados pela formação dos cristais de gelo (Fernandez et al., 2007). Nesse sentido, buscando 

minimizar os efeitos deletérios da criopreservação a presente pesquisa objetivou avaliar os 
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efeitos de diferentes concentrações de goma de cajá (GC) na criopreservação de sêmen 

bovino. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Comitê de Ética 

	 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA), São Luís - MA, sob processo nº 

23115.026162/2023-81. 

Animais 

Foram utilizados como doadores de sêmen sete reprodutores bovinos (Bos taurus 

taurus e Bos taurus indicus), das raças Nelore e Senepol, com faixa etária entre 2 e 3 anos e 

peso médio de 650kg, provenientes na Fazenda Nova e Carnaubinha, respectivamente, na 

cidade de Chapadinha, e no Centro de Ciências de Chapadinha da Universidade Federal do 

Maranhão. Os reprodutores foram mantidos sob regime extensivo, em pastejo de Panicum 

maximum - Massai, com mistura mineral comercial e água ad libitum. As coletas foram 

realizadas com os animais contidos em tronco de contenção, do tipo sanduíche, no qual as 

metragens das instalações seguiam o padrão para a espécie bovina, com dois metros 

quadrados/animal, o brete com 1,60 m de altura e plataformas dispostas lateralmente, 

separadas entre si, a 0,75 m de altura e com 0,90 m de largura. Os animais foram previamente 

submetidos à avaliação clínica e andrológica para comprovação da higidez e viabilidade de 

participação do delineamento experimental, com base nos padrões recomendados pelo CBRA 

(2013). 

Coleta e avaliação do sêmen pré-congelação. 

	 Foram coletados 3 ejaculados por touro, pelo método de eletroejaculação, totalizando 

21 ejaculados, com sessões de coleta realizadas uma vez por semana. No sêmen fresco foram 

avaliadas a motilidade, vigor, morfologia e concentração espermática. A motilidade e vigor 

espermáticos foram determinadas pela deposição de 10µL de sêmen entre lâmina e lamínula, 

sob microscopia em magnificação de 400x com base na estimativa visual (CBRA, 2013).  

	 A concentração espermática foi determinada pela contagem das células em câmara de 

Neubauer, após diluição (1:200) de uma alíquota de sêmen em formol salino. A morfologia 
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espermática foi avaliada em preparações úmidas, entre lâmina e lamínula, em magnificação 

de 400x em microscopia de contraste de fase e classificados em defeitos menores, maiores e 

totais (CBRA, 2013).  

	 Após avaliação da concentração da amostra seminal, cada ejaculado foi dividido em 

seis frações e diluído em extensor TRIS-gema (3,605 g de Tris, 2,024 g de ácido Cítrico, 

1,488 g de frutose, 100 mL de água destilada, 20% de gema de ovo; 1000µg/mL diluidor de 

estreptomicina; 1000UI/mL diluidor de penicilina para cada 100mL de diluidor), conforme a 

esquematização abaixo: 

· Controle: Tris- Gema 6% glicerol;  

· T1: Tris-Gema + 3% glicerol;  

· T2: Tris-Gema + 0% glicerol;  

· T3: Tris Gema + 0,5% Goma de Cajá;  

· T4: Tris-Gema + 1,5% Goma de Cajá;  

· T5: Tris-Gema + 5,5% glicerol + 0,5% Goma de Cajá. 

Obtenção da goma de cajá  

	 A goma bruta de cajá foi coletada de exsudatos naturais do cajazeiro. No estágio de 

isolamento, como sugerido por Rodrigues et al (1993), a goma bruta foi separada da maior 

parte das suas impurezas e seus constituintes ácidos neutralizados.  

	 A primeira purificação teve como finalidade a substituição dos cátions presentes na 

goma (K+, Ca2+, Mg2+, Fe3 +) por Na+, por meio da adição de excesso de cloreto de sódio, 

além de retirar as impurezas ainda presentes. Nesse estágio, foram dissolvidos 4 g da goma 

isolada em 100 mL de H20, na presença de 5g de NaCl, respeitando as seguintes etapas: 

filtração, precipitação, nova filtração e lavagem do precipitado.  

	 O excesso de NaCl que foi precipitado com a goma na primeira purificação foi 

eliminado na segunda purificação. Para realizar essa segunda purificação, cada alíquota de 3 g 

foi dissolvida em 100mL de H20 e submetida às mesmas etapas citadas na primeira 

purificação.  
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	 Para garantir a goma totalmente na forma de sal de Na, foi feita uma eluição em uma 

coluna de troca iônica tipo amberlite IR- 120H+. A troca dos íons H+ por Na+ da coluna foi 

previamente feita pela eluição de uma solução de NaCI. A solução de goma na forma de sal, 

oriunda da coluna, foi liofilizada em três alíquotas de 200 mL em um liofilizador modelo 

L4KR, Edwards de alto vácuo. O material oriundo de cada liofilização foi misturado aos 

demais para homogeneização. 

Criopreservação do sêmen 

	 Após a adição dos tratamentos, o sêmen foi envasado em palhetas de 0,25mL, sendo a 

concentração final fixada em 40 milhões de espermatozoides viáveis por palheta. Em seguida 

as palhetas foram levadas a máquina de congelamento TK 3000® (TK 106 Tecnologia em 

congelação Ltda., Uberaba, Brasil), utilizando a curva lenta de congelação, com uma taxa de 

resfriamento de -0,25ºC/min, de 25ºC até a temperatura de 5ºC, e a -12,5ºC/min, de 5ºC até 

atingir a temperatura de -120ºC, com tempo de estabilização de 4 horas a 5ºC. Imediatamente 

após a congelação, as palhetas foram transferidas para o nitrogênio líquido e armazenadas em 

botijão criogênico (-196ºC). 

Teste in vitro do sêmen pós-descongelação. 

	 A descongelação do sêmen foi realizada em banho-maria a 37ºC durante 30 segundos, 

para avaliação quanto à motilidade total e vigor no teste de termo resistência rápido (TTRR),  

morfologia, integridade da membrana plasmática, atividade mitocondrial e teste de fertilidade 

in vitro. 

Teste de Termorreristência Rápido (TTRR)  

	 O teste de termorresistência foi realizado de acordo Viana et al. (2009), que consiste 

em verificar a longevidade das amostras de sêmen descongeladas. Uma alíquota de 100µl de 

sêmen descongelado foi incubada a 46 ° C em banho-Maria, e avaliada quanto à motilidade 

total e o vigor espermático por meio de microscopia de campo claro, e aumento de 400x, nos 

tempos 0, 15, 30, e 45 minutos. 

Avaliação morfológica 

	 A morfologia foi estimada em cada amostra de sêmen descongelado, pelo método de 

câmara úmida, no qual foram avaliados 200 espermatozoides por observação microscópica 
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(1000x), com óleo de imersão, em campo claro. A porcentagem das diversas alterações 

morfológicas foi agrupada e classificada de acordo com Bloom (1971). 

Teste de expansão hiposmótica 

	 Para a realização do teste de expansão hiposmótico, foi homogeneizado 100 µL de 

amostra a 900 µL de solução hiposmótica (150 mOsml). As amostras foram mantidas em 

banho-maria a 37 °C, durante 30 minutos. Transcorrido esse período, uma gota de cada 

amostra foi colocada entre lâmina e lamínula para a contagem de 200 células, em microscópio 

de contraste de fase sob aumento de 400x. Os espermatozoides foram classificados quanto a 

presença (membrana íntegra e funcional) ou não (membrana não íntegra ou afuncional) de 

cauda enrolada. 

Análise da integridade da membrana plasmática  

	 Para avaliação da integridade da membrana plasmática, utilizou-se o método de 

coloração dupla com diaconato de carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

MO, USA) e iodeto de propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado por 

Coleto et al. (2002), em que alíquotas de 50µL de sêmen pós descongelado foram diluídas em 

150µL de Tris, 5µL de DCF e 20µL de IP e incubadas por 10 min a 37ºC. Foram avaliados 

200 espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; Olympus optical Co., Ltda., 

Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão DBP 580- 630nm e excitação DBP 485/20nm. 

Análise da atividade mitocondrial  

	 A função mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo catiônico 

lipofílico JC-1 (GUTHRIE E WELCH, 2006). Para tanto, alíquotas de 50µL de sêmen pós-

descongelação foram diluídas em 150 µL de Tris, contendo 5 µL de JC-1 (0,15mM em 

DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 100 espermatozoides foram 

avaliados em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão), 

com aumento de 1000 x, sob óleo de imersão, usando-se filtro de emissão LP 515nm e BP 

450-490 nm para excitação. Os espermatozoides com a região da peça intermediária coradas 

em laranja foram classificados com alto potencial de membrana mitocondrial, e aqueles com a 

região da peça intermediária coradas em verde foram classificados com baixo potencial de 

membrana mitocondrial. 
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Teste de fertilidade in vitro 

	 Os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram coletados por aspiração folicular de 

ovários obtidos de um matadouro local. Foram considerados adequados para o cultivo in vitro 

os oócitos com três ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e II, com 

citoplasma homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979).  

Os CCOs selecionados foram submetidos à maturação in vitro em meio de maturação 

(GeneUp Biotecnologia), composto por TCM 199 e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), sob 

óleo mineral, em placas de Petri 100 x 20mm, incubados à 38,5°C com atmosfera de 5% de 

CO2 em ar, por um período de 24 horas. 

	 Para avaliar o efeito da goma de cajá na qualidade do sêmen bovino criopreservado 

utilizado na fertilização in vitro, foram utilizados o total de 180 oócitos, distribuídos entre seis  

tratamentos, cultivados em duas repetições, no qual cada grupo conteve no máximo 15 

oócitos. Para a realização da fertilização in vitro, as doses de sêmen referentes a cada 

tratamento foram descongeladas a 37°C por 30 segundos e centrifugada em gradiente de 

Percoll (45% e 90%; GeneUp Biotecnologia) a 8000rpm, durante 7 minutos.  

	 Após a centrifugação, o sobrenadante foi removido, os espermatozoides 

ressuspendidos em 1mL de meio de fertilização e centrifugados a 3200rpm por 5 minutos. O 

sobrenadante resultante da segunda centrifugação também foi descartado, e 5µL do pellet (60 

µL) diluído em 250µL de solução formol salina, para realização da contagem espermática em 

câmara de Neubauer, bem como 5µL do pellet colocado entre lâmina e lamínula para 

avaliação de motilidade e o vigor. Posteriormente, cada tratamento foi co-incubado com 

espermatozoides, à concentração final de 1 x 106 espermatozoides/mL, por período de 22h, 

em temperatura de 38,5°C com atmosfera de 5% de CO2 em ar, em meio de fertilização 

(GeneUp Biotecnologia), constituído de PHE (penicilina, hipotaurina e epinefrina), heparina e 

BSA (Albumina Sérica Bovina). 

	 Seguida a fertilização in vitro, os presumíveis zigotos foram isolados das células do 

cumulus mediante sucessivas aspirações e passaram por três banhos em meio SOF (Gene Up 

Biotecnologia®). Posteriormente, os mesmos foram transferidos para uma placa de Petri 

100x20 mm, contendo microgotas de 100µL de meio SOF (Gene Up Biotecnologia® ) 
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composto por SOF, EGF (Fator de Crescimento Epidermal), BSA e SFB, e mantidos em 

estufa à temperatura de 38,5oC, em 5% de CO2, durante 7 dias.  

	 No terceiro e quinto dia de cultivo foi realizado o “feeding”, que é a troca de 50% do 

meio SOF por um novo meio previamente estabilizado. A avaliação da taxa de clivagem foi 

realizada após 48 horas após o início do cultivo e a formação de blastocisto após 168 horas 

após. Os blastocistos foram avaliados segundo Mapletoft, 2013. 

Análise estatística  

	 Para análise de dados foram utilizados os procedimentos usuais de estatística 

descritiva, tais como distribuição de frequência absoluta (n) e relativa (%), média e desvio 

padrão, bem como o teste Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguiram distribuição 

normal. Para os dados sem distribuição normal foi utilizado a transformação pela fórmula 

arc.sen(√x/100). As variáveis motilidade e vigor no teste de termorresistência rápido (TTRR), 

foram submetidos ao teste de Friedman. As análises de integridade da membrana plasmática, 

atividade mitocondrial e expansão hisposmótica foram submetidas à análise de variância 

(ANOVA). Os dados de produção in vitro foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Os 

dados foram digitados no Excel e analisados a nível de significância de 5% (p<0,05), no 

programa InfoStat versão 2008.  

RESULTADOS 

	 No teste de termorresistência rápido, em relação à motilidade e vigor no tempo 0', o 

grupo Controle, diferiu significativamente em comparação aos grupos compostos por diluidor 

Tris-Gema associado à 0,5% e 1,5% de goma de cajá. O diluidor Tris-Gema, acrescido de 3% 

de Glicerol e sem acréscimo de glicerol demonstrou-se mais favorável às células espermáticas 

que os grupos compostos pelo diluidor Tris-Gema associado à 0,5% e 1,5% de goma de cajá., 

quando avaliada a motilidade. No entanto, o tratamento composto pelo diluidor Tris-Gema, 

acrescido de 5,5% de glicerol e 0,5% de goma de cajá, apesar de não demonstrar diferença 

significativa em relação ao grupo controle, apresentou melhores resultados de motilidade e 

vigor que os demais grupos acrescidos de goma de cajá no diluidor seminal.  

	 No tempo 15’ e tempo 30', a motilidade e o vigor do grupo Controle, do grupo com 

3% de glicerol e do grupo com associação de 5,5% de glicerol e 0,5% de goma de cajá, 

apresentaram-se maior que os grupos sem acréscimo de glicerol ou com acréscimo de goma 



￼67

de cajá em 0,5% e 1,5%. Sendo que o grupo controle demonstrou motilidade e vigor maiores 

em relação a todos os grupos avaliados. No tempo 45’, os tratamentos não apresentaram 

diferença significativa entre si, em relação à motilidade e vigor. 

Tabela 1 - Média e desvio-padrão do percentual de Motilidade Total e Vigor do sêmen 

criopreservado de bovinos, avaliados pelo teste de termorresistência rápido (TTRR). 

	  

	 A adição de diferentes concentrações de goma de cajá não demonstrou incremento no 

percentual de células com membranas plasmáticas e atividade mitocondrial (Tabela 2) e de 

células espermáticas com membranas funcionais exposta à solução hiposmótica (Tabela 3).  

Tabela 2 - Integridade da membrana plasmática e atividade mitocondrial pós-descongelação 

de sêmen criopreservado acrescidos de diferentes concentrações de goma de cajá. 

TRATAMENTOS MOTILIDADE
0’ 15’ 30’ 45’

C 31,40 ± 15,74A 23,60 ± 12,49A 17,10 ±  7,56A 12,90 ± 4,88A

T1 24,50 ± 12,14AB 18,20 ± 7,51AB 17,30 ± 6,47A 11,40 ± 3,23AB

T2 22,00 ± 8,37AB 12,00 ± 4,47B 12,00 ± 4,47BAB 10,00 ± 0,00B

T3 18,20 ±  7,17B 10,90 ±  2,02B 10,00 ±  0,00B 10,00 ± 0,00B

T4 15,00 ±  5,27B 11,00 ±  3,16B 10,00 ±  0,00B 10,00 ± 0,00B

T5 32,3 ± 12,52A 19,10 ± 12,21AB 14,50 ± 9,34AB 10,00 ± 0,00B

p-valor1 0,0036 0,0076 0,0237 0,0705

TRATAMENTOS VIGOR
0’ 15’ 30’ 45’

C 1,57 ± 1,13A 1,00 ± 0,81A 0,57 ± 0,53A 0,28 ± 0,48A

T1 1,09 ± 0,70AB 0,54 ± 0,52AB 0,54 ± 0,52A 0,18 ± 0,40AB

T2 0,80 ± 0,44AB 0,20 ± 0,44AB 0,20 ± 0,44AB 0,00 ± 0,00B

T3 0,90 ± 0,70AB 0,18 ± 0,40AB 0,00 ± 0,00B 0,00 ± 0,00B

T4 0,50 ± 0,52B 0,10 ± 0,31B 0,00 ± 0,00B 0,00 ± 0,00B

T5 1,54 ± 0,52A 1,45 ± 2,91A 0,36 ± 0,67AB 0,00 ± 0,00B

p-valor1 0,0455 0,0375 0,0070 0,0866
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). MOT - Motilidade; VIG - Vigor; 0’ - tempo zero; 
15’ - quinze minutos; 30’ - trinta minutos;  45’- quarenta e cinco minutos; 1Friedman.

TRATAMENTO M.P. M.M.
C 71,00 ± 12,23 12,50 ± 11,83
T1 62,90 ± 21,27 8,70 ± 7,12
T2 60,25 ± 24,35 5,75 ± 2,87
T3 75,30 ± 12,69 9,10 ± 12,03
T4 55,11 ± 17,52 8,56 ± 8,43
T5 71,30 ± 17,70 13,00 ± 15,40

p-valor1 0,199 0,580
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). M.M. - membrana mitocondrial; M.P. - membrana 
plasmática; 1ANOVA.
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Tabela 3 - Avaliação da expansão hiposmótica do sêmen criopreservado de bovinos, 

avaliados pelo teste de expansão hiposmótica.  

	 Não houve diferença significativa na avaliação da morfologia espermática (Tabela 4 e 

Tabela 5) e na taxa de fertilização in vitro (Tabela 6) com espermatozoides criopreservados 

em meio de congelação acrescido de diferentes concentrações de goma de cajá. 

Tabela 4 - Avaliação da morfologia espermática de sêmen criopreservado em diluidor 

acrescido de diferentes concentrações de goma de cajá.  

Tabela 5 - Taxas de fertilização in vitro com espermatozoides criopreservados em meio de 

congelação acrescido de diferentes concentrações de goma de cajá.  

TRATAMENTO REAGENTES
C 21,30 ± 13,80
T1 18,40 ± 12,60
T2 16,20 ± 13,40
T3 17,00 ± 11,31
T4 15,20 ± 11,04
T5 13,00 ± 3,89

p-valor1 0,541

Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP); 1ANOVA.

TRAT NORMAIS DMAI DMEN DT DCAB DPI DCAU
C 93,83 ± 2,48 1,83 ± 1,17 4,33 ± 2,88 6,17 ± 2,48 2,17 ± 1,33 0,83 ± 0,75 3,17 ± 1,60
T1 94,86 ± 1,57 0,86 ± 0,69 2,86 ± 2,19 4,86 ± 2,12 0,86 ± 0,90 0,14 ± 0,38 4,14 ± 2,19
T2 92,63 ± 5,10 2,13 ± 1,46 5,00 ± 4,21 7,00 ± 5,37 1,25 ± 1,04 1,25 ± 1,49 4,88 ± 4,82
T3 90,67 ± 7,81 1,83 ± 0,75 7,83 ± 8,40 9,67 ± 8,57 3,17 ± 3,13 0,17 ± 0,41 6,33 ± 7,94
T4 93,40 ± 2,97 1,40 ± 1,14 4,80 ± 3,11 6,20 ± 3,42 1,00 ± 1,00 0,60  ± 1,34 4,60 ± 2,51
T5 94,88 ± 2,90 0,88 ± 0,64 3,38 ± 1,85 4,25 ± 1,67 1,25 ± 0,71 0,38 ± 0,52 2,75 ± 1,58

p-valor1 0,65 0,093 0,758 0,433 0,216 0,171 0,706
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). DMAI - defeitos maiores; DMEN - defeitos 
menores; DT - defeitos totais; DCAB - defeitos de cabeça; DPI - defeitos de peça intermediária; DCAU - 
defeitos de cauda. 1Kruskal-Wallis.

TRATAMENTO TC TB
C 40,00 ± 0,00 30,00 ± 4,24
T1 23,50 ±  4,94 16,50 ± 23,33
T2 23,50 ± 4,94 13,00 ± 0,00
T3 23,50 ± 2,12 11,50 ± 0,70
T4 30,00 ± 14,14 20,00 ± 9,89
T5 16,50 ± 4,94 30,00 ± 4,24

p-valor1 0,270 0,320
Os valores são expressos como média e desvio padrão (DP). TC - taxa de clivagem; TB - taxa de blastocisto; 
1Kruskal-Wallis.
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DISCUSSÃO 

	 A criopreservação de sêmen é uma técnica eficiente na conservação de material 

genético. Entretanto sempre induz, mesmo que em proporções variadas, danos na membrana 

plasmática dos espermatozoides, liberando fosfolipídios no meio circundante durante o 

choque térmico e tornando-se transiente por causa das transições de fase lipídica (Watson, 

1995). Danos à membrana pode interferir na motilidade espermática, que é uma das 

características mais importantes associadas à capacidade de fertilização dos espermatozoides, 

pois é essencial para o seu transporte através do trato reprodutivo feminino.	 

	 No presente estudo, a adição da goma de cajá no meio extensor do sêmen 

criopreservado reduziu a motilidade total e vigor em comparação ao grupo controle (6% de 

glicerol). Os tratamentos com adição de goma de cajá apresentaram valores de motilidade e 

vigor abaixo do preconizado pelo manual do colégio brasileiro de reprodução animal 

(CBRA), que determina o mínimo de 30% de motilidade e 3 de vigor para sêmen bovino 

criopreservado.  

	 No teste de termorresistência rápido, em relação à motilidade e vigor no tempo 0', o 

grupo Controle, demonstrou melhores resultados em comparação aos grupos compostos por 

diluidor Tris-Gema associado à 0,5% e 1,5% de goma de cajá. E, no tempo 15’ e tempo 30', a 

motilidade e o vigor do grupo Controle, do grupo com 3% de glicerol e do grupo com 

associação de 5,5% de glicerol e 0,5% de goma de cajá, apresentaram-se maior que os grupos 

sem acréscimo de glicerol ou com acréscimo de goma de cajá em 0,5% e 1,5%.  

	 No entanto, o teste de termo resistência (TTR) tem por objetivo selecionar amostras de 

sêmen mais resistentes a lesões latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivência 

espermática dentro do trato reprodutivo feminino, e conforme Viana et al. (2009) em seu 

estudo, espermatozoides com taxa de motilidade de 0% ao final de 5 horas de incubação a 

38°C apresentaram taxa de prenhes de 66% na IATF.  

	 A ação dos criopreotetores é necessária para a criopreservação seminal (Fahy, 1986), 

devido a capacidade de manter a osmolaridade e tamponar o meio, e ser fonte de lipoproteína 

de alto peso molecular, que confere proteção contra o choque térmico induzido pelas baixas 

temperaturas do processo de criopreservação (Vishwanath; Shannon, 2000). Nesse contexto, o 

glicerol, inserido nos tratamentos controle e com resultados melhores, age penetrando à célula 
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e exerce efeitos extra e intracelulares, que potencializa a desidratação osmótica celular e 

redução do volume e do estresse osmótico intracelular decorrente da desidratação (Medeiros, 

et al., 2002). 

	 Assim como as enzimas com atividade antioxidante podem atuar na  criopreservação 

com efeito crioprotetor, à goma de cajá devido as suas características antioxidativas é 

atribuído potencial protetor de biomoléculas, com ação na inibição ou redução da oxidação 

celular através da prevenção do desencadeamento das reações oxidativas (Kaur e Kapoor, 

2001). Contudo, neste trabalho não foi verificado o efeito crioprotetor da goma de cajá sobre 

a cinética espermática, pois os tratamentos contendo goma de cajá, na ausência de glicerol 

tiveram os resultados inferiores quanto a motilidade e vigor. 

	 Não foi observado diferenças significativas entre os grupos experimentais em relação 

à integridade da membrana plasmática e mitocondrial, bem como nos teste de expansão 

hiposmótica, morfologia espermática e fertilização in vitro, o que sugere que a presença de 

goma de cajá não é prejudicial à qualidade estrutural de espermatozoides criopreservados de 

touro. Tal fato pode-se justificar pela característica pseudoplástica das gomas e ao uso de 

biopolímeros derivado das gomas, que diminuem os danos causados pela formação dos 

cristais de gelo no processo de congelamento e descongelamento (Fernandez et al., 2007) . 

	 Portanto, considerando as características da goma de cajá, bem como estudos que 

demonstram a utilização dos biopolímeros como solução para obtenção de nanoemulsões 

estáveis para criopreservação de espermatozóide (Hashtjin & Abbasi, 2015), faz-se necessária 

a realização de pesquisas complementares na área, relacionadas ao seu uso, visto que trata-se 

de estudos recentes e que não há evidências da goma de cajá na criopreservação de sêmen 

bovino. 

CONCLUSÕES 

	 Conclui-se que a adição de diferentes concentrações de goma de cajá reduziu a 

motilidade e o vigor espermático e não prejudicou o processo de criopreservação no que tange 

morfologia espermática, expansão hiposmótica, integridade de membrana plasmática, 

atividade mitocondrial e fertilização in vitro. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

	  

	 Após a conclusão da pesquisa, observou-se que as concentrações utilizadas tanto de 

hidroxipropilmetilcelulose como de goma de cajá foram capazes de preservar a integridade 

morfológica das células espermáticas após o processo de criopreservação, sem causar efeitos 

adversos. Em relação aos resultados do experimento I e II, verificou-se que as substâncias 

adicionadas apresentaram resultados mais favoráveis quando adicionado com a associação ao 

glicerol. Recomenda-se a realização de estudos futuros utilizando diferentes concentrações do 

HPMC e da goma de cajá, a fim de explorar seus respectivos potenciais para melhorar a 

qualidade do sêmen criopreservado. 
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