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RESUMO 

Devido à alta sensibilidade do espermatozoide suíno à criopreservação, torna-se importante o estudo acerca dos 
danos provocados à célula, pela agressão térmica ocasionada durante este processo. Sendo assim, avaliou-se 
neste trabalho, a influência de diferentes embalagens, utilizadas para o armazenamento de sêmen suíno, sobre a 
qualidade do espermatozoide criopreservado. Foram utilizados animais híbridos, a coleta do sêmen foi feita pela 
técnica da mão enluvada. Foram analisados o vigor (0 a 5), a motilidade (0 a 100%), a taxa de degradação da 
motilidade e a integridade acrossomal. O sêmen foi congelado em palhetas de 0,5mL, criotubos de 2,0mL e 
macrotubos de 4 e 5mL. As amostras de sêmen suíno congelado em palhetas apresentaram os melhores 
resultados de vigor espermático (2,3), de motilidade (45,4%), de taxa de degradação da motilidade (56,5%) e de 
integridade acrossomal (60,6%), quando comparadas às amostras criopreservadas nos demais tipos de 
embalagens avaliadas (p<0,05). Somente para o parâmetro taxa de degradação da motilidade, o sêmen 
conservado em palhetas apresentou resultados similares ao conservado em macrotubo de 4mL (54,1%). Os 
resultados pós-descongelação indicaram que o sêmen envasado nas palhetas foi o que apresentou características 
condizentes com a possibilidade de serem utilizados nos protocolos de inseminação artificial, com possibilidades 
de bons resultados de fertilidade. Concluiu-se que embalagens que permitam uma maior velocidade de trocas de 
temperatura entre as células encontradas no bordo e no centro, favorecem a uma melhor qualidade do sêmen 
descongelado. 

Palavras chave: Congelação, motilidade espermática, termorresistência, varrão. 
 
 

ABSTRACT 

Due to high sensitivity of the swine spermatozoa to cryopreservation, it is important to study the damage caused 
to the cell by thermal aggression during this process. Thus, this study evaluated the influence of different 
packages used for the storage of swine semen on the quality of cryopreserved spermatozoa. Hybrid animals were 
used, and semen collection was made by the gloved hand technique. The vigor (0 the 5), motility (0 the 100%), 
rate of motility degradation and acrosome integrity were analyzed. The semen was frozen in straws of 0.5mL, 
cryotubes of 2.0mL and macrotubes of 4 and 5mL. The swine semen samples frozen in straws showed the best 
results in sperm vigor (2.3), motility (45.4%), motility degradation rate (56.5%) and acrosomal integrity 
(60.6%), when compared to the cryopreserved samples in the other types of packaging evaluated (p<0.05). Only 
for the motility degradation rate parameter, the semen preserved in straws showed results similar to the one 
conserved in a 4 mL macrotube (54.1%). The results after thawing indicated that the semen packed in straws was 
the one that presented consistent characteristics with the possibility of being used in artificial insemination 
protocols with possibilities of good fertility results. It was concluded that packages that allow a higher speed of 
temperature changes between the cells found on the edge and in the center of them, favor a better quality of the 
thawed semen. 

Key words: Freezing, sperm motility, thermoresistance, boar. 
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INTRODUÇÃO 

O sêmen suíno criopreservado tem sido alvo de vários estudos, porém, seu uso ainda 
é muito limitado, pois necessita de melhorias das técnicas de criopreservação (CÓRDOVA et 
al., 2002; PYLES, 2013; DAVOODIAN et al, 2017; YESTE et al., 2017). Os primeiros 
resultados positivos de fertilidade, com a utilização de sêmen suíno congelado, foram obtidos 
no início da década de 1970, através da inseminação artificial cervical. Bons resultados de 
fertilidade foram obtidos através de inseminações feitas por via cirúrgica, diretamente no 
oviduto de marrãs no estro (BERNARDI et al., 2005). 

O maior problema da criopreservação não reside na inviabilidade espermática à 
temperatura de -196 oC, e sim em se conseguir uma boa sobrevivência celular aos danos 
resultantes do processo de congelação, na faixa de temperaturas entre -15 a -60 oC (MOURA 
et al., 2013). O espermatozoide suíno apresenta alta sensibilidade ao processo de 
criopreservação (YESTE, 2017), sendo de grande importância o conhecimento acerca dos 
danos provocados a esta célula durante todo o processo. Diferentes protocolos de congelação 
para o sêmen suíno vêm sendo estudados há vários anos, na tentativa de se aprimorar a técnica 
de criopreservação (CÓRDOVA et al., 2002; TONIOLLI et al., 2017). Vários fatores 
concorrem para o sucesso da técnica, tais como: a complexidade bioquímica do 
espermatozoide, os períodos de incubação para equilíbrio da célula espermática, a interação 
de seus componentes e a influência da curva de resfriamento, além da congelação e 
descongelação propriamente ditas (GUIMARÃES et al., 2018; TONIOLLI et al., 2018). 

O tipo de embalagem utilizada para envase e armazenamento do sêmen é outro fator 
que concorre para os bons resultados da técnica. Existem vários tipos de embalagens 
empregadas para esta finalidade, tais como: ampolas, palhetas, macrotubos, criotubos e blister 
(ERIKSSON e RODRIGUES-MARTINEZ, 2000; LI et al., 2019; SICHSTAR et al., 2019). A 
congelação, sob a forma de pellets, também é utilizada (ZANIBONI et al., 2014; ABDEL-
KHALEK et al., 2018), entretanto, devido às limitações de armazenamento e de manipulação, 
além dos riscos de ordem sanitária para o sêmen, este método não tem sido empregado. 
Vários estudos têm sido desenvolvidos a fim de se encontrar embalagens adequadas para a 
congelação do sêmen suíno, as quais devem propiciar velocidades de congelação e 
descongelação uniformes (LI et al., 2019). 

A dose de sêmen a ser aplicada está diretamente relacionada às características de 
motilidade e morfologia, além da quantidade de espermatozoides viáveis por dose. Para a 
utilização do sêmen suíno congelado, na inseminação artificial, também deve ser levado em 
consideração a forma de embalagem do sêmen, pois alguns autores têm encontrado resultados 
melhores em determinados tipos de embalagens, quando comparados a outras (ERIKSSON e 
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). Diante do acima exposto, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a influência de diferentes tipos de embalagens sobre a qualidade do sêmen suíno 
descongelado. 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais e coleta de sêmen 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Estadual do Ceará, 

em 31 de agosto de 2012, segundo processo no 12.236.467-8, por ter atendido aos critérios 
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solicitados pelo CEUA/UECE. Foram utilizados 5 reprodutores suínos adultos, entre 18 e 24 
meses de idade, pertencentes ao Laboratório de Reprodução Suína e Tecnologia do Sêmen 
(LRSTS), da Faculdade de Veterinária da Universidade Estadual do Ceará, os quais foram 
submetidos à rotina semanal de coleta de sêmen. Os animis selecionados apresentavam 
caracteres sexuais bem definidos, órgãos genitais íntegros, bons aprumos, sendo treinados 
para monta em manequim. Os reprodutores recebiam ração balanceada (3.200 Kcal/Kg e 14% 
de PB, 2,0 a 3,0 Kg/dia) em 2 arraçoamentos diários. 

A coleta foi realizada pela técnica da mão enluvada, em manequim, após lavagem 
externa do prepúcio com água tratada, sendo enxuto com toalha de papel descartável. O 
sêmen foi coletado em frasco plástico, com capacidade para 500mL, previamente aquecido a 
37 oC e protegido por copo isotérmico. A fração gelatinosa do ejaculado foi separada por uma 
gaze especial, sendo desprezada após a coleta. 
 
Análise do sêmen in natura 

A qualidade do ejaculado in natura foi avaliada através do volume (mL), em balança 
digital, da concentração (x109 sptz/mL) em espectrofotômetro, do total de células (x109 sptz), 
do vigor espermático (0 a 5 - TONIOLLI, 1996) e da motilidade espermática (0 a 100% - 
MARTIN RILLO et al., 1996). Para a análise do vigor e da motilidade, uma amostra do 
sêmen (15µL) foi colocada entre lâmina e lamínula e foi feita a leitura em microscopia óptica, 
com um aumento de 200 vezes. Somente os ejaculados que apresentavam valores de vigor 
≧3,5 e motilidade ≧80% foram utilizados nos protocolos experimentais. 
 
Formatos e volumes das embalagens 

Foram testadas diferentes embalagens, visando o envase e a congelação do sêmen, 
sendo elas: 01) Palheta de 0,5mL = embalagem de menor volume e menor diâmetro; 02) 
Criotubo de 2,0mL = embalagem de maior diâmetro e volume intermediário; 03) Macrotubos 
de 4,0mL (240mm – Mac 4) e 5,0mL (280mm - Mac5) = embalagens de diâmetro igual e 
intermediário com os maiores volumes. Todas as embalagens eram feitas de PVC, não sendo 
esta característica levada em consideração para as avaliações. Todas apresentavam formato 
cilíndrico e as diferenças entre elas se referiam aos volumes de sêmen armazenado e aos 
diâmetros, sendo cada uma delas considerada como um dos tratamentos a serem testados. 
 
Resfriamento, envase e congelação do sêmen 

Após as análises do sêmen in natura, este foi refrigerado, envasado e congelado nos 
diferentes tipos de embalagens. O diluente de resfriamento foi constituído por 5,67g de 
glicose, 22,5% de gema de ovo e água destilada q.s.p. 100mL; já o de congelação, foi o 
mesmo de resfriamento adicionado de glicerol a 4% (concentração final = 2%). Visando a 
congelação do sêmen, utilizou-se a técnica de Paquignon et al. (1974). 

De cada ejaculado, foi separado um total de 10,2 x109 sptz, em volumes variados de 
acordo com a concentração do sêmen. O plasma seminal foi separado do ejaculado logo após 
a coleta, através de centrifugação a 800g (2.600 rpm), por 15 minutos, a 30 °C, e, em seguida, 
foi armazenado em bisnagas plásticas (90mL) e criopreservado a –20 °C. Após a 
centrifugação, os espermatozoides (papa de sptz com 2mL) foram submetidos a 1a pré-
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diluição, com a adição do diluente de resfriamento previamente aquecido a 30 °C: 2,0mL de 
papa de sptz + 9,0mL do diluente de resfriamento (módulos). 

A partir desse ponto, a temperatura do módulo foi abaixada (em 1 hora) até 17 °C e 
mantida a este nível por 5 horas. Após este período, foi feita a 2ª pré-diluição (a 17 °C) 
adicionando-se a cada módulo mais 9,0mL do diluente de congelação. Dessa forma, obtém-se 
um volume final de 20mL, com um total de 10,2 x109 sptz, em uma concentração fixa de 510 
x106 sptz/mL. Após a segunda pré-diluição, a temperatura do módulo foi diminuída, durante 1 
hora, até alcançar 4 °C. 

Em seguida, o sêmen foi envasado nas diferentes embalagens testadas, a uma 
concentração de 510 x106 sptz totais/mL. As palhetas e os macrotubos foram vedados com 
esferas de vidro e o criotubo foi vedado com uma tampa rosqueada própria. Após o envase do 
sêmen, as embalagens foram submetidas ao vapor de nitrogênio em rampa de congelação a -
70 oC, durante 15 minutos, a uma distância de 5cm da superfície do líquido (SUKHATO et 
al., 2001). Em seguida, as amostras de sêmen congeladas foram mergulhadas diretamente em 
nitrogênio líquido (-196 oC), conservadas dentro do botijão criogênico, por um período 
mínimo de 15 dias, para posterior descongelação e análises. 
 
Descongelação e ressuspensão do sêmen 

Para descongelação das amostras, foi utilizado um descongelador automático 
(Geysir, Minitub GmbH, Alemanha), sendo estabelecidos diferentes tempos e temperaturas, 
de acordo com o tipo de embalagem utilizada: a) Palhetas: 37 oC por 30 segundos; b) 
Macrotubos e Criotubos: 50 oC por 60 segundos. Imediatamente após a descongelação e antes 
da ressuspensão, o sêmen foi colocado em tubo de ensaio, sendo aferida a temperatura da 
amostra através de termômetro para essa finalidade. 

As análises foram feitas 10 minutos após a descongelação/ressuspensão a 37 oC. Para 
as análises, o sêmen descongelado foi ressuspenso no diluente de Beltsville Thawing Solution 
(BTS), de forma a se respeitar a mesma concentração de uma dose inseminante (102 x106 
sptz/mL). Foi adicionado 2mL de BTS ao volume de uma palheta (0,5mL) e, para as outras 
embalagens (macrotubos de 4 e 5mL e criotubo de 2mL), foram retiradas alíquotas de 0,5mL, 
às quais se adicionou os mesmos 2,0mL do diluente de ressuspensão. 
 
 
 

ANÁLISES APÓS DESCONGELAÇÃO DO SÊMEN 

Vigor e Motilidade Espermática: 
Após a descongelação do sêmen, cada amostra foi avaliada quanto ao vigor 

espermático (0 a 5 - TONIOLLI, 1996) e à motilidade espermática (0 a 100% - MARTIN 
RILLO et al., 1996). O sêmen descongelado e ressuspenso foi colocado em banho-maria a 37 
oC e as análises realizadas após 10 minutos de incubação. Foi colocado um volume de 15µL 
do sêmen, entre lâmina e lamínula, para análise a luz de microscopia óptica a um aumento de 
200x. 
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Teste de Termorresistência 
O sêmen foi incubado durante 120 minutos em banho-maria a 37 °C e o vigor 

espermático avaliado após 10 minutos e 2 horas de incubação (GRAHAM e MOCÉ, 2005). 
Para se calcular a taxa de degradação média da motilidade (TDM), aplicou-se a seguinte 
fórmula, com resultados expressos em porcentagem (%): 
                                      TDM (%) =  vigor 10’ - vigor 2 h   x 100 
                                                              vigor 10’ 
 
Integridade acrossomal 

Para análise da qualidade acrossomal de cada ejaculado e em cada tratamento, foi 
separada uma alíquota (palheta) de 0,5mL de sêmen, à qual foi adicionado 0,5mL de solução 
formol-salina (0,495mL de soro fisiológico e 0,005mL de formol), em tubos eppendorf, para 
ser realizada a análise acrossomal (BORTOLOZZO et al., 2005). Dessa solução, foi retirado 
um volume de 0,5mL, com o qual foi feito o esfregaço em lâmina e que foi secado à 
temperatura ambiente. A qualidade do acrossoma foi classificada em: 1) Acrossoma intacto; e 
2) Acrossoma danificado. As análises foram feitas no sêmen in natura e após a 
descongelação, contando-se 200 células por amostra. Os exames foram realizados por meio da 
microscopia óptica com lente de imersão e contraste de fase, a um aumento de 1000x. 
 
Análise Estatística 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A análise estatística 
foi processada através da avaliação das médias e dos desvios padrões, sendo que os dados 
foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste 
do Qui-quadrado, exceto para a variável vigor espermático, em que foi utilizado o teste de 
Mann-Witney a um nível de significância de 5% (p<0,05). 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O sêmen in natura apresentou valores de vigor, de motilidade e de células com 
acrossoma intacto acima dos requisitos mínimos (CBRA, 2013) necessários à possibilidade de 
ser processado visando sua criopreservação: 4,5±0,3; 89,9±6,4% e 89,9±10,4%, 
respectivamente. A inseminação artificial, com a utilização de sêmen congelado para a 
espécie suína, ainda não é uma realidade para o setor produtivo, particularmente em virtude 
de resultados divergentes, obtidos no campo na criopreservação do sêmen (YESTE et al., 
2017). 

Danos funcionais e estruturais são vistos após os processos de resfriamento, 
congelação e descongelação, sendo ainda um problema encontrado nos diferentes protocolos 
utilizados visando a criopreservação espermática. Entretanto, a influência da técnica utilizada 
sobre a qualidade espermática tem sido evidente, refletindo em uma melhor ou pior qualidade 
após todo processo (STORNELLI et al., 2005). A criopreservação é uma biotécnica capaz de 
superar o limite temporal no uso do sêmen, mas, na espécie suína, sua utilização ainda 
apresenta problemas de redução da capacidade fertilizante do espermatozoide (TONIOLLI et 
al., 2017; GUIMARÃES et al., 2018). 
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O estresse osmótico sofrido pelas células, no momento da congelação da água 
extracelular, quando os solutos aumentam a pressão osmótica com saída de água do meio 
intracelular, pode causar desidratação celular. Na descongelação, acontece o efeito inverso, 
com influxo de água para o meio intracelular, podendo provocar inchaço e até ruptura da 
membrana plasmática (PEÑA et al., 2006). Dessa forma, a criopreservação pode induzir 
danos ao espermatozoide, afetando a integridade funcional das células e reduzindo sua 
capacidade fertilizante (MOURA et al., 2013; SOUZA et al., 2016). 

De uma forma geral, os melhores resultados encontrados neste trabalho foram 
obtidos com o sêmen envasado em palhetas (p<0,05), quando comparados aos das outras três 
embalagens, nas quais os resultados não diferiram entre si (p>0,05). A temperatura, após a 
descongelação do sêmen conservado em palhetas, foi de 36 °C, já nas demais embalagens 
testadas foi de 34 oC. Provavelmente, este valor mais baixo foi influenciado pelo maior 
diâmetro das embalagens maiores, uma vez que a temperatura de descongelação se distribui 
de maneira mais uniforme da periferia para o centro da amostra nas embalagens com menor 
diâmetro (ERIKSSON et al., 2001). 

Todo material e diluente que tiveram contato com as amostras descongeladas 
encontravam-se a 37 oC. O sêmen proveniente das palhetas apresentou uma diferença de 
apenas 1 °C para o diluente de ressuspensão, enquanto nas outras embalagens esta diferença 
chegou a 3 oC. Este fato pode ter favorecido a ocorrência de choque térmico, justificando, em 
parte, os melhores resultados obtidos no sêmen armazenado nas palhetas (MOURA et al., 
2013; TONIOLLI et al., 2015). Novas relações de tempo e temperatura devem ser avaliadas 
para a descongelação do sêmen envasado em macro e criotubos, de forma a se obter uma 
temperatura da amostra descongelada mais próxima possível de 37 °C, evitando-se, desta 
forma, um choque térmico. 

Analisando-se os resultados do vigor espermático, no sêmen descongelado, 
verificou-se maior valor no sêmen envasado em palhetas (2,3 - p<0,05), quando comparado 
ao das outras três embalagens, criotubo (1,4), Mac 4 (1,5) e Mac 5 (1,3), respectivamente. Os 
espermatozoides criopreservados nos criotubos e macrotubos, não diferiram entre si (p>0,05) 
(Fig. 01). 

Os resultados similares de vigor (p>0,05) entre os dois tipos de macrotubos devem-
se provavelmente ao fato de apresentarem o mesmo diâmetro, apesar dos volumes diferentes. 
Dessa forma, possibilitou uma mesma velocidade de resfriamento, congelação e 
descongelação entre as células do bordo e do centro da coluna de sêmen dentro da 
embalagem. O diâmetro ainda maior do criotubo não favoreceu nem prejudicou os resultados 
de vigor espermático em relação aos resultados obtidos nos macrotubos (p>0,05). Embora a 
relação superfície:volume interfira na qualidade espermática (BURANAAMNUAY et al., 
2009), aparentemente os diferentes volumes e alturas dos frascos de maior diâmetro não 
interferiram nos resultados. 

Paquignon et al. (1988) relatam uma queda significativa do vigor e da motilidade 
espermática após a ressuspensão do sêmen, o que pode estar relacionada à diferença de 
temperatura entre o conteúdo das embalagens e o diluente de ressuspensão previamente 
aquecido a 37 oC. Os resultados desse trabalho mostraram uma temperatura interna média de 
35 oC para as palhetas e de 33 oC para as outras embalagens pós-descongelação. 
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Figura 01: Vigor espermático (0 a 5) do sêmen suíno criopreservado, em diferentes tipos de 
embalagens, após descongelação, ressuspensão em BTS e incubação por 10 min. a 37 oC. 
 

As diferenças de temperatura entre o sêmen descongelado e o diluente de 
ressuspensão acima de 1 oC podem ter influenciado negativamente os resultados de vigor 
espermático. Este fato poderia indicar a possibilidade de que a distribuição da temperatura, 
dentro da coluna de sêmen, durante a descongelação, teria uma maior influência na qualidade 
do sêmen pós-descongelação (ERIKSSON e RODRIGUES-MARTINEZ, 2002), tornando-se, 
assim, um fator mais importante a ser considerado para a escolha de embalagens visando a 
criopreservação do sêmen do varrão. Entretanto, em suínos, estudos confirmaram que, mesmo 
utilizando o sêmen de animais com excelentes resultados de motilidade e sob as mesmas 
condições de criopreservação, o grau de alterações produzidas pelo choque térmico não é o 
mesmo para ejaculados provenientes de animais diferentes (TONIOLLI et al., 2017). 

Quanto aos resultados da motilidade espermática do sêmen descongelado, assim 
como observado para o vigor espermático, percebeu-se um melhor resultado no sêmen 
criopreservado em palhetas, quando comparado às outras embalagens (p<0,05). No criotubo e 
nos macrotubos, as diferenças encontradas também não foram significativas entre si (p>0,05) 
(Fig. 02). 

Eriksson e Rodrigues-Martinez (2000) obtiveram melhores resultados de motilidade 
espermática em sêmen envasado em sacolas de PVC (5mL), quando comparados aos 
resultados do sêmen envasado em macrotubos (4mL). Apesar do maior volume, a forma 
achatada das sacolas apresenta uma menor distância entre as paredes internas, fato este que 
favorece uma maior homogeneidade e velocidade de descongelação. Essa mesma 
característica foi observada nos resultados do presente trabalho, quando o sêmen envasado 
nas palhetas, recipiente com o menor diâmetro, apresentou os melhores resultados de 
motilidade. 

Neste trabalho, observou-se que as amostras congeladas em embalagens com 
diâmetros menores corroboraram com a teoria de que essa medida tem influência direta sobre 
a qualidade das células descongeladas. A velocidade de descongelação do centro da dose em 
macrotubos é 3,7 vezes menor do que a observada na periferia. Essa variação não ocorre no 
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macrotubo achatado (WEITZE et al., 1991), o que explica, em parte, a melhor motilidade 
espermática com o uso deste tipo de embalagem. 
 

 

Figura 02: Motilidade espermática (%) do sêmen suíno criopreservado, em diferentes tipos 
de embalagens, após descongelação, ressuspensão em BTS e incubação por 10 min. a 37 oC. 
 

As diferenças de temperatura entre o centro e periferia do recipiente permitem a 
formação de gelo intra e extracelular, que traz como consequência lesão de membranas 
(FISER e FAIRFULL, 1990) e formação de micro-cristais em mitocôndrias (COURTENS e 
PAQUIGNON, 1985), afetando a motilidade pós-descongelação (FISER e FAIRFULL, 
1990). Baseado nos relatos de autores, pode-se explicar os melhores resultados obtidos no 
presente trabalho utilizando-se as palhetas para o envase do sêmen. A escolha de um 
determinado tipo de embalagem deve estar vinculada à facilidade de manejo, ao custo e aos 
resultados de congelação/descongelação. 

Li et al. (2019) observaram melhores resultados de cinética espermática em sêmen 
humano criopreservado em criotubos, comparado ao conservado em palhetas. Por outro lado, 
Leisinger et al. (2017) observaram maior motilidade e percentual de espermatozoides intactos 
em sêmen equino criopreservado em palhetas, em comparação com criotubos de 1,5mL, 
corroborando com o presente estudo. A criopreservação em frascos criogênicos (criotubo) 
oferece uma simplificação do protocolo de congelação, além de proporcionar um sistema mais 
seguro, mantendo melhor a identificação do sêmen e reduzindo significativamente o potencial 
de contaminação e desperdício, ou perda total da amostra, como pode ser visto nos cortes de 
palhetas após a descongelação (LEISINGER et al., 2017). Desta forma, faz-se necessário 
estudos complementares para poder se entender de uma forma mais ampla a relação entre os 
resultados pós-descongelação de qualidade espermática e a contaminação e/ou perda de 
sêmen da amostra, bem como as diferenças entre o sêmen de diferentes espécies domésticas. 

Segundo os resultados do teste de termorresistência, em todas as embalagens, houve 
uma redução nos valores do vigor espermático após o período de incubação (Fig. 03). 
Entretanto, constatou-se que o sêmen envasado e congelado nas palhetas e macrotubos de 
240mm apresentaram os melhores resultados para esse tipo de teste. Desta forma, pode-se 



Ciência Animal, v.31, n.3, p.38-52, 2021. 

46 
*E-mail: ricardo.toniolli@uece.br 

dizer que essas são as embalagens que proporcionam ao espermatozoide suíno, após 
descongelação, uma melhor possibilidade de fertilização, uma vez que o sêmen apresentou 
uma menor taxa de degradação da motilidade (56,5 e 54,1%, respectivamente), o que pode ser 
compreendido como uma maior quantidade de espermatozoides com bom vigor espermático. 
 

 

Figura 03: Taxa de degradação média da motilidade (TDM, %) no sêmen suíno 
criopreservado em diferentes tipos de embalagens após descongelação, ressuspensão em BTS 
e incubação por 120 min. a 37 oC. 
 

A queda no vigor espermático, observada ao fim do teste de termorresistência, pode 
ter sido devido à perda de componentes intracelulares ou a lesões estruturais na cauda dos 
espermatozoides (COSTA BARROS et al., 2014). Durante o período de incubação, os valores 
do vigor espermático caíram significativamente se comparados ao vigor nas amostras em que 
não ocorreu diferença de temperatura entre o sêmen e o diluente, explicando assim os 
resultados obtidos por outros autores (ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000) e 
representando um desafio para a pesquisa em definir protocolos de criopreservação adequados 
à célula espermática. 

No processo de criopreservação das células espermáticas suínas, rotineiramente o 
plasma seminal é descartado. No entanto, têm-se evidenciado efeitos positivos dele sobre a 
fertilidade dos espermatozoides suínos. Uma vez que o plasma seminal é capaz de modular a 
função espermática e melhorar parâmetros de fertilidade de espermatozoides descongelados 
de varrões (RECUERO et al., 2019), a sua inclusão junto ao sêmen descongelado, durante o 
período de incubação, poderia ter favorecido uma melhor manutenção dos valores do vigor 
espermático e diminuído as diferenças entre amostras onde ocorreu variações da temperatura. 

Nos resultados da análise da integridade acrossomal (Fig. 04), as palhetas 
apresentaram as maiores porcentagens de espermatozoides com acrossoma íntegro (60,6%), 
em comparação aos demais tipos de embalagens (p<0,05). Os resultados deste trabalho 
corroboram com o de outros autores (ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2002; 
IZQUIERDO et al., 2005; LEISINGER et al., 2017) na afirmativa de que melhor motilidade e 
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morfologia espermática podem ser obtidos quando se utiliza embalagens de menor diâmetro 
para a criopreservação do sêmen. 
 

 

Figura 04: Acrossomas intactos (%) no sêmen suíno criopreservado em diferentes tipos de 
embalagens após descongelação, ressuspensão em BTS e incubação por 10 min. a 37 oC. 
 

O tipo de embalagem utilizada na criopreservação do sêmen suíno interferiu na 
qualidade acrossomal avaliada depois (EKWALL et al., 2009). O melhor resultado obtido 
com as palhetas foi devido, provavelmente, ao padrão de formação de cristais de gelo, devido 
a uma maior velocidade de congelação. A ocorrência de choque térmico entre as células que 
se encontram nas regiões periféricas e centrais da embalagem pode induzir ao aparecimento 
de danos no acrossoma dos espermatozoides, durante o processo de congelação (CÓRDOVA 
et al., 2002; IZQUIERDO et al., 2005). Além disso, existe a interação entre o diluente de 
criopreservação e o tipo de acondicionamento, que pode conferir melhores características 
físicas, morfológicas e funcionais ao sêmen (SICHTAR et al., 2019; KHALIL et al., 2020). 

O dano acrossomal, provocado pela desestabilização das membranas plasmática e 
acrossômica externa, deve-se à perda de componentes da membrana espermática e pode estar 
associado ao processo de refrigeração entre temperaturas de 15 a 5 oC e ao estresse da 
criopreservação (CEROLINI et al., 2001), podendo ser visto edema, ondulações, rupturas e 
vacuolizações (SILVA et al., 2009). Por outro lado, alguns autores relatam que mudanças 
sofridas pelo acrossoma, após a descongelação, estão associadas às mudanças semelhantes 
àquelas sofridas na capacitação, sendo comprovadas em experimentos com corantes vitais que 
se ligam ao conteúdo acrossomal e à membrana plasmática (BERNECIC et al., 2019). 

Os danos causados pela criopreservação à qualidade espermática podem ser 
influenciados pela forma e volume das embalagens utilizadas (IZQUIERDO et al., 2005). As 
embalagens devem proporcionar velocidades uniformes de congelação e descongelação, de 
forma a minimizar o efeito deletério sobre o espermatozoide (LEISINGER et al., 2017), 
sendo sugerido, para isto, uma maior relação superfície: volume (BURANAAMNUAY et al., 
2009), a qual só pode ser encontrada nas embalagens de menor volume e raio interno. 
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Outro fator que influencia a qualidade do resultado final da criopreservação do 
sêmen suíno é a variação individual de reprodutores ao processo e, consequentemente, à 
capacidade de fertilização, que pode ser influenciada por vários componentes do plasma 
seminal e do próprio espermatozoide (PRIETO-MARTINEZ et al., 2017). Contudo, muitos 
destes componentes e suas funções ainda são desconhecidos e as diferenças individuais no 
conteúdo destas substâncias estabilizadoras podem também explicar as diferenças na 
congelabilidade do ejaculado de cada reprodutor (VALENCIA et al., 2020). 

O formato e volume das embalagens utilizadas para o envase e a criopreservação do 
espermatozoide suíno são importantes e devem ser levadas em consideração no tocante à 
decisão de qual protocolo de congelação será usado. Entretanto, outros fatores também 
influenciam no processo e no resultado final, no tocante a uma maior ou menor possibilidade 
de fertilização pelo sêmen conservado por essa técnica. O papel central das proteínas e suas 
interações na função celular (LAZARI et al., 2019), que também sofrem influência sazonal 
(MARTIN-HIDALGO et al., 2020), também não podem ser negligenciados e precisam ser 
melhor estudados e compreendidos. 

Neste trabalho, a queda da qualidade espermática foi mais acentuada no sêmen 
proveniente das embalagens com maior diâmetro (criotubo, Mac 4 e Mac 5), em relação à de 
menor diâmetro (palheta) (p<0,05). Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as 
células mais próximas da periferia da embalagem congelam mais rapidamente do que as da 
porção central. Durante a descongelação, isso se repete, sendo descongelada primeiramente a 
porção periférica e posteriormente a porção central (ERIKSON e RODRIGUES-MARTINEZ, 
2000). Dessa forma, Bwanga et al. (1991) obtiveram uma melhor qualidade espermática pós-
descongelação, usando macrotubos achatados (1,7mL) ou palhetas (0,5mL), em comparação 
aos macrotubos tradicionais (4 e 5mL), corroborando com os resultados deste estudo. Por 
causa do menor diâmetro, o conteúdo da palheta congelou e descongelou de forma mais 
homogênea, proporcionando uma melhor qualidade ao sêmen após a descongelação. 
 
 

CONCLUSÕES 

A palheta foi a embalagem mais adequada para criopreservação do sêmen suíno, pois 
possibilitou uma congelação mais uniforme da amostra de sêmen contida no seu interior, 
proporcionando os melhores resultados após a descongelação do sêmen. A influência destes 
resultados in vitro, sobre a possibilidade de fertilização do espermatozoide suíno 
criopreservado, deve ser motivo de estudos suplementares mais detalhados. 
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