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Resumo
A vitrificação de espermatozoides é uma técnica que 
apresenta grande potencial para criopreservação de material 
genético, e sua eficácia tem sido superior aos métodos 
convencionais em algumas espécies. No entanto, existem 
poucos estudos sobre sua eficiência com sêmen ejaculado de 
carneiros e o uso da galactose como crioprotetor extracelular 
durante a vitrificação. Objetivou-se com este estudo avaliar 
o efeito da galactose (0,01 M), associada ou não ao glicerol 
(3% e 7%), em meio comercial (Steridyl® - controle), na 
criopreservação de espermatozoides de carneiros pelo 
método de palhetas, comparando o método clássico de 
congelação e a vitrificação. Ejaculados de seis carneiros da 
raça Dorper em idade reprodutiva foram coletados com 
vagina artificial, aliquotados, diluídos individualmente (100 
× 106 espermatozoides/mL) nos meios testados, envasados 
em palhetas de 0,25 mL e submetidos à congelação clássica 
ou vitrificação. Foram analisadas a cinemática, morfologia, 
morfometria, viabilidade, integridade física e funcional 
da membrana espermática. A congelação clássica obteve 
melhores resultados de motilidade total e progressiva do que 
a vitrificação nos quatro extensores testados, uma vez que 
as amostras vitrificadas não apresentaram motilidade pós-
reaquecimento (p < 0,05). A adição de galactose ou glicerol 
ao meio comercial não trouxe efeito benéfico tanto para a 
vitrificação quanto congelação clássica. 
Palavras-chave: Biotecnologia de sêmen; Congelamento 
ultrarrápido; Crioprotetores; Reprodução.

Abstract
Sperm vitrification is a technique with great potential 
for cryopreservation of genetic material, with superior 
effectiveness compared to conventional methods in some 
species. However, few studies have shown its efficiency with 
ejaculated sperm of rams and the use of galactose as an 
extracellular cryoprotectant during vitrification. This study 
aimed to evaluate the effect of galactose (0.01 M), with or 
without glycerol addition (3% and 7%) in a commercial extender 
(Steridyl® - control) for ram sperm cryopreservation in straws, 
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comparing the classic freezing method and vitrification. Ejaculates 
from six breeding soundness Dorper rams were collected with an 
artificial vagina, aliquoted, individually diluted (100 × 106 sperm/mL) 
on extenders tested, loaded into 0.25 mL straws, and subjected to a 
classic freezing method or vitrification. Sperm kinematics, morphology, 
morphometry, viability, and physical and functional integrity of 
the sperm membrane were evaluated. The classic freezing method 
resulted in higher total and progressive motility than vitrification, as 
no motility was detected in vitrified samples after rewarming (p<0.05). 
The addition of galactose or glycerol to the commercial medium did 
not benefit both vitrification and the classic freezing method. 
Keywords: Semen biotechnology; Ultra-rapid freezing; 
Cryoprotectants; Reproduction.

Introdução

A criopreservação de espermatozoides é uma ferramenta importante para conservação 
de genética animal, pois proporciona o armazenamento de material biológico viável 
por tempo indeterminado(1). Quando associada a biotécnicas como a inseminação 
artificial (IA), produção in vitro de embriões (PIV) e injeção intracitoplasmática de 
espermatozoides (ICSI), potencializa o ganho genético, refletindo no aumento da 
produtividade de rebanhos(2).

Na espécie ovina, até o momento, os melhores resultados com a criopreservação 
espermática foram obtidos com o método de congelação convencional/clássica. 
No entanto, essa técnica ainda apresenta algumas limitações, sendo a formação de 
cristais de gelo intracelular a principal causa de danos aos espermatozoides durante o 
congelamento, provocando fragmentação no DNA e ruptura irreversível da membrana 
plasmática, reduzindo a motilidade dos espermatozoides após o descongelamento(3). 
Novos métodos de criopreservação estão sendo desenvolvidos, na tentativa de obter 
resultados satisfatórios e visando contornar os problemas encontrados na congelação 
clássica, sendo a vitrificação uma das técnicas mais promissoras(4). 

A vitrificação de espermatozoides é uma técnica de criopreservação ultrarrápida e de 
baixo custo, podendo ser realizada a campo, pois não necessita de muitos equipamentos. 
É caracterizada por utilizar baixas concentrações de agentes crioprotetores(5) e imersão 
direta do sêmen em nitrogênio líquido, provocando quedas de temperaturas que 
podem ser superiores a 10.000ºC/min(4). Estas condições provocam a mudança do 
estado líquido para o estado amorfo da matéria, no qual o fluido que permanece no 
espaço intracelular adquire uma característica vítrea, impedindo a formação de cristais 
de gelo, e a ausência de estrutura atômica definida permite adequada dispersão da 
substância vítrea entre as organelas(6). Esta técnica encontra-se bem estabelecida em 
humanos(7), e experimentalmente apresenta bons resultados em jumentos(8), equinos(9), 
cães(10) e gatos(6).

Em ovinos, os melhores resultados obtidos após vitrificação são observados com 
sêmen coletado da cauda de epidídimo, enquanto para sêmen ejaculado os resultados 
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são inferiores quando comparados à congelação clássica(11–13). No entanto, apenas a 
sacarose foi utilizada como crioprotetor externo nos estudos de vitrificação citados(11–13). 
A utilização de outros carboidratos, como a galactose, pode promover melhores 
resultados, como observado durante a vitrificação de oócitos felinos(14) e blastocistos 
equinos(15). Este monossacarídeo é capaz de inibir a recristalização do gelo durante o ciclo 
de congelação/descongelação, apresentando baixa citotoxicidade em temperaturas 
fisiológicas e capacidade de reduzir o estresse osmótico (16). Já a adição da gema de 
ovo como crioprotetor nos extensores trouxe efeito benéfico para espermatozoides da 
espécie ovina(11,12). Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar o efeito 
da galactose, associada ou não ao glicerol, na criopreservação de espermatozoides de 
carneiros pelo método de palhetas, comparando o método clássico e a vitrificação.

Material e métodos

Animais

Este estudo foi autorizado pelo comitê de ética para uso de animais da Universidade 
Federal de Alagoas (54/2018). Ejaculados de nove animais da raça Dorper com idade 
entre 15 e 24 meses foram coletados com auxílio de vagina artificial, na cidade de Maceió, 
Alagoas. Os ejaculados foram avaliados de acordo com os critérios do Colégio Brasileiro 
de Reprodução Animal(17). Após realizado o exame, os ejaculados de seis reprodutores 
se encontravam dentro dos critérios mínimos estabelecidos para a criopreservação e 
foram utilizados para este estudo.

Avaliação do sêmen 

Imediatamente após a coleta, os ejaculados foram submetidos às avaliações 
macroscópicas de volume, cor, odor e aspecto. Em seguida, foram efetuadas as análises 
microscópicas de turbilhonamento (0 - 5), motilidade progressiva (0 - 100%) e o vigor 
espermático (0 - 5)(17). A concentração espermática foi determinada com auxílio de 
espectrofotometria, utilizando-se curva de calibração prévia (r > 0,95). Após diluição do 
ejaculado na proporção de 1:400 em solução tampão de gluteraldeido (citrato de sódio 
a 2,94% e gluteraldeido a 2%) a leitura da absorbância foi efetuada em comprimento de 
onda de 540 nM (V-1100, J.P. Selecta, Barcelona, Espanha). 

Para avaliação da integridade física da membrana espermática, foi utilizado o corante 
supravital eosina/nigrosina (Minitube GmbH, Tiefenbach, Alemanha)(10). A integridade 
funcional da membrana espermática foi avaliada através do teste hiposmótico. Após 
diluição de 10 µL de sêmen em 90 µL de solução hiposmótica (7,35 g de citrato de 
sódio, 13,5 g de frutose, água destilada q.s.p. 1000 mL), as amostras foram incubadas 
em banho-maria a 37 ºC (30 minutos), seguida da adição de 2 µL de solução tampão 
de gluteraldeído a 5%, para interromper a reação (18). Uma alíquota de 10 µL de cada 
amostra foi depositada em lâmina, sob lamínula, avaliando-se 200 espermatozoides 
em microscópio de contraste de fase (400×). O resultado foi expresso em porcentagem, 
após subtração do percentual de espermatozoides com patologia de cauda detectados 
durante o exame de morfologia espermática, de acordo com Oliveira et al.(19)
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A morfologia espermática foi avaliada através da técnica de câmara úmida, adicionando 
10 µL de sêmen a 100 µL de solução tampão de gluteraldeído (5%). Em seguida, uma 
alíquota de 10 µL foi colocada em lâmina, sob lamínula, e levada ao microscópio de 
contraste de fase (400×), sendo avaliados 200 espermatozoides de acordo com o 
CBRA(17).

Extensores para criopreservação

Para avaliar a resistência individual à criopreservação, foram utilizados quatro 
extensores, tendo como base o extensor comercial Steridyl® (Minitube, Alemanha): 1) 
Steridyl® (Controle); 2) Steridyl® + 0,01 M de galactose; 3) Steridyl® + 0,01 M de galactose 
+ 3% de glicerol; 4) Steridyl® + 0,01 M de galactose + 7% de glicerol.

Criopreservação

Após determinar a concentração espermática do ejaculado, o sêmen foi aliquotado nos 
quatro diferentes extensores, de forma a se obter uma concentração final de 100 × 106 
espermatozoides móveis/mL. Em seguida, o sêmen foi envasado em palhetas de 0,25 
mL e selado em seladora de palhetas MAXI30 (Neovet, Uberaba, Brasil). As amostras 
foram então submetidas à congelação clássica ou vitrificação.

Congelação Clássica

As palhetas foram acondicionadas em caixa isotérmica para transporte de sêmen 
(BotuFlex®, Botupharma, Brasil), previamente refrigerada a 5 ºC, onde permaneceram 
por duas horas. Após a curva de refrigeração, foram transferidas para rampas 7 cm 
acima do nível do nitrogênio líquido e expostas ao vapor de nitrogênio (15 min) em 
caixa isotérmica, seguido de imersão em nitrogênio líquido(20). Após este processo, as 
palhetas foram acondicionadas em botijões criobiológicos (-196 ºC) até as análises.

Vitrificação

Para vitrificação, as palhetas de 0,25 mL foram inseridas em palhetas de 0,50 mL e imersas 
diretamente no nitrogênio líquido(21). Em seguida, as palhetas foram acondicionadas 
em botijões criobiológicos (-196 ºC) até as análises.

Avaliações pós-criopreservação

As amostras submetidas à congelação clássica foram descongeladas em banho-maria 
a 37 ºC/30 segundos, enquanto as amostras vitrificadas foram reaquecidas em banho-
maria a 60 ºC/5 segundos(11). Em seguida, o conteúdo das palhetas foi depositado 
em tubos de polipropileno a 37 ºC, em banho-maria, procedendo-se as análises de 
integridade física e funcional da membrana espermática e morfologia espermática. 
Foram ainda realizadas as seguintes análises:

Análise computadorizada - CASA

Uma alíquota de 10 µL de cada amostra foi diluída em 30 µL de Steridyl®, homogeneizada 
e mantida em banho-maria por cinco minutos. Em seguida, uma alíquota de 2 µl foi 
adicionada a uma câmara de contagem espermática (HC-B028C, Guangzou Electronics, 
China) e levada ao microscópio óptico de contrate de fase (100×).
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A cinemática dos espermatozoides foi avaliada utilizando o módulo de motilidade da 
extensão OpenCasa v1.0(22), com auxílio do Software ImageJ v1.52. As imagens foram 
capturadas a 30 quadros por segundo (FPS), através de uma câmera USB modelo 
OPT12 (Opticam Microscopy Technology), acoplado ao microscópio de contraste de 
fase FWL 3500TFL (Feldmann Wild Leitz, Manaus, Brasil). De cada amostra de sêmen, 
foram capturados cinco vídeos com duração de dois segundos, sendo avaliados no 
mínimo 500 espermatozoides por amostra.

Viabilidade espermática através de sonda fluorescente LIVE/DEAD

Para esta análise foi utilizado o kit comercial Live/Dead (Invitrogen, EUA). Dez microlitros 
de sêmen foram homogeneizados com 1 µL de SYBR14 (1 mM) e 1 µL de iodeto de 
propídeo (2,4 mM) em um tubo de polipropileno. Após incubação por dez minutos 
em banho-maria (37 ºC), foi adicionado 1 µl de solução tampão de gluteraldeido (2%) 
para fixar os espermatozoides. Uma alíquota de 10 µL foi adicionado em lâmina, sob 
lamínula, e levada ao microscópio de fluorescência, no comprimento de onda de 450 - 
490nm. Após a captura das imagens, foram avaliados 200 espermatozoides por amostra 
com auxílio do módulo de viabilidade do OpenCasa v1.0, com aumento de 200×.

Morfometria espermática

Para a morfometria da cabeça dos espermatozoides foi utilizada a mesma lâmina 
confeccionada para viabilidade (SYBR14 e iodeto de propídeo). As imagens capturadas 
em microscopia de fluorescência foram avaliadas através do módulo de morfometria 
do OpenCasa v1.0, sendo analisados 200 espermatozoides por amostra, com aumento 
de 400×(22). 

Análise estatística

As variáveis utilizadas para comparar os parâmetros espermáticos foram: as duas 
técnicas de criopreservação (congelação clássica e vitrificação) e os quatro diferentes 
extensores. Os resultados obtidos de cada ejaculado, em cada um dos tratamentos, 
foram agrupados, sendo expressos na forma de média ± erro padrão. Para avaliar a 
normalidade dos dados foi usado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As médias foram 
comparadas utilizando-se análise de variância (One-Way ANOVA), seguido do teste 
de Tukey. Todos os dados foram analisados através do software RStudio v1.4 e as 
diferenças foram consideradas significantes quando p<0,05. 

Resultados 

Na congelação clássica, a adição de galactose a 0,01 M isoladamente não diferiu do 
grupo controle (Steridyl®) em nenhum dos parâmetros estudados (Tabelas 1 e 2). A 
adição do glicerol a 3% associado à galactose reduziu apenas a viabilidade espermática 
(p<0,05). No entanto, quando foi adicionado glicerol na concentração de 7%, observou-
se redução significativa da motilidade total e progressiva, da viabilidade, da integridade 
física e funcional da membrana. Quando utilizada a técnica de vitrificação espermática, 
a adição de galactose 0,01 M, isoladamente ou associada ao glicerol nas concentrações 
de 3% ou 7%, não apresentou diferença (p>0,05) em nenhum dos parâmetros avaliados 
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em relação ao diluente controle, (Tabelas 1 e 2). Todavia, ao comparar as técnicas 
de criopreservação, a vitrificação espermática apresentou resultados inferiores à 
congelação clássica (p<0,05), pois não apresentou motilidade pós-reaquecimento em 
nenhum dos extensores, bem como menores valores de viabilidade, integridade física 
e funcional da membrana (Tabela 1)

A maioria dos extensores utilizados não influenciou os parâmetros morfométricos da 
cabeça espermática, independentemente da técnica de criopreservação, com exceção 
do extensor 4 (Steridyl®+ 0,01 M galactose + 7% glicerol), que apresentou valores 
menores (p<0,05) de área e largura da cabeça espermática na vitrificação quando 
comparada à congelação clássica (Tabela 1).

Dentro da mesma técnica de criopreservação (vitrificação ou congelação clássica), a 
adição de galactose 0,01 M e glicerol a 3% ou 7% ao meio Steridyl® não influenciou em 
nenhum dos parâmetros morfológicos avaliados (p>0,05). No entanto, ao se comparar 
as diferentes técnicas de criopreservação, foi observado que a vitrificação espermática 
resultou em maior porcentagem de cauda fortemente enrolada e menor percentual 
de células reativas ao teste hiposmótico em todos os extensores, quando comparada 
à congelação clássica (p<0,05). Além disso, a utilização de extensores adicionados de 
galactose, com ou sem glicerol a 3% e 7%, aumentou significativamente o percentual 
de defeitos maiores. Foram observadas ainda algumas diferenças entre a vitrificação e 
a congelação clássica no percentual de células com gota proximal, cauda enrolada na 
cabeça e cauda dobrada ou enrolada, mas sem uma clara distinção entre os diluidores 
e sempre numa pequena proporção das células avaliadas (Tabela 2).
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Discussão
 
No presente estudo, a galactose não foi capaz de melhorar os resultados observados 
após a vitrificação de espermatozoides ejaculados de carneiros, ao contrário do 
relatado durante a vitrificação de oócitos felinos(14) e blastocistos equinos(15). Além 
disso, os resultados observados foram inferiores aos reportados para o uso da mesma 
concentração de sacarose com sêmen de ovinos Muflon(11). O extensor Steridyl® foi 
escolhido neste experimento por ser específico para ruminantes e apresentar gema 
de ovo em sua composição, tendo sido relatado efeito benéfico da gema de ovo em 
extensores utilizados para vitrificação de sêmen ovino(23). Todavia, após o reaquecimento, 
as amostras vitrificadas não apresentaram motilidade quando analisadas pelo CASA 
e tiveram baixos valores de viabilidade, integridade física e funcional de membrana, 
fator crucial para o sucesso da técnica. No entanto, em algumas amostras de sêmen 
vitrificadas, espermatozoides microcefálicos apresentaram movimento, mas devido à 
área da cabeça as células não foram registadas pelo software CASA. Essa observação vai 
ao encontro da afirmação de Isachenko et al.(24), que relataram maior crioresistência à 
vitrificação de espermatozoides que apresentam como característica espécie-específica 
um menor tamanho de cabeça. 

No presente estudo, não foi observado efeito benéfico da adição da galactose na 
qualidade espermática pós-descongelação ou reaquecimento. Diferente da vitrificação 
de oócitos e embriões(4), a vitrificação de espermatozoides utiliza baixa concentração de 
agentes crioprotetores, ou até mesmo a ausência deles(7), objetivando menor estresse 
osmótico e danos aos espermatozoides(24). Assim, optou-se por utilizar uma baixa 
concentração de galactose, pois os espermatozoides de carneiros são potencialmente 
sensíveis a altas concentrações de carboidratos nos extensores de vitrificação, uma vez 
que os melhores resultados de motilidade pós-reaquecimento foram obtidos quando 
o carboidrato testado (sacarose) foi utilizado em baixas concentrações(11,25). 

Para avaliar o efeito da associação com crioprotetor penetrante, foi adicionado glicerol 
nas concentrações de 3% e 7% ao extensor contendo 0,01 M de galactose. Todavia, não 
foram observados efeitos positivos, pois as amostras apresentaram baixa viabilidade e 
ausência de motilidade após o reaquecimento em ambas as concentrações de glicerol 
testadas. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Jiménez-Rabadán et al.(25) 
e Pradiee et al.(11), que demonstraram efeitos deletérios do glicerol em amostras 
vitrificadas. Vale ressaltar que na congelação clássica, a adição de 3% de glicerol não foi 
deletéria, apresentando resultado similar ao Steridyl® e Steridyl® com adição de 0,01 M 
de galactose. Contudo, na concentração de 7%, o glicerol foi prejudicial nos parâmetros 
de motilidade total, progressiva, viabilidade, integridade física e funcional da membrana. 
Apesar dessa toxicidade ser esperada, uma vez que o extensor comercial já apresenta 
glicerol em sua composição e que concentrações de glicerol superiores a 6% podem 
ser tóxicas para espermatozoides ovinos(26), não se sabia o efeito da associação entre 
a galactose e maiores concentrações de glicerol durante a vitrificação, mantendo-se 
o mesmo extensor também para a congelação clássica, de forma a não prejudicar o 
desenho experimental.
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Ao avaliar a integridade funcional da membrana pelo teste hiposmóstico, não houve 
diferença significativa entre os extensores para ambas as técnicas de criopreservação, 
sendo que esse resultado pode ser atribuído à adição de galactose a 0,01 M, que tem 
ação osmoprotetora, característica dos crioprotetores extracelulares já citados(14). 
Todavia, deve-se destacar que o teste hiposmótico simples não é capaz de detectar 
subpopulações espermáticas com alta resistência osmótica e que retornam ao seu 
volume inicial após o transporte ativo de água e íons através da membrana (sendo 
classificados como não reativos ao teste); células com resistência osmótica muito baixa, 
que se rompem durante o teste (consequentemente, não quantificadas); ou mesmo 
células não viáveis desde o início do teste, sendo incapazes de responder ao estímulo 
hiposmótico(27).

Morfologicamente não houve diferença significativa entre os extensores utilizados 
dentro da mesma técnica de criopreservação. Entretanto, ao comparar as técnicas 
de criopreservação, foi observado que a vitrificação espermática resultou em maior 
porcentagem de cauda fortemente enrolada em todos os extensores quando 
comparada com a congelação clássica. Esse resultado é semelhante ao encontrado por 
Arando et al.(28), que ao criopreservarem espermatozoides de carneiros da raça Merino 
observaram que a vitrificação causa mais defeitos de cauda em relação à congelação 
clássica, provavelmente devido a alterações de flagelo observadas em microscopia 
eletrônica de transmissão, como a presença de vesículas e áreas de dilatação sob a 
membrana plasmática, além de alterações na forma e dimensão das mitocôndrias dos 
espermatozoides. Acredita-se que esses danos ocorrem no momento do reaquecimento, 
pois, segundo Curry e Watson(29), os espermatozoides ovinos são mais sensíveis que os 
humanos ao saírem de um meio hiperosmótico para um meio isosmótico, característica 
que pode se refletir na maior qualidade espermática observada após a vitrificação de 
espermatozoides humanos, quando comparada à espécie ovina.

A resistência osmótica dos espermatozoides é uma variável importante para a qualidade 
espermática pós-vitrificação, uma vez que os melhores resultados já publicados 
de vitrificação de sêmen ovino foram observados em espermatozoides obtidos da 
cauda do epidídimo(12), quando não houve diferença significativa entre a vitrificação 
e congelação clássica nos principais parâmetros avaliados, como a motilidade total, 
morfologia e integridade física de membrana. A maior crioresistência à vitrificação 
dos espermatozoides epididimários em relação aos espermatozoides ejaculados 
foi confirmada por Martínez-Fresneda et al.(13), evidenciando em seu estudo que os 
espermatozoides, ao terem contato com o plasma seminal, iniciam um processo 
semelhante à capacitação espermática, com aumento da fosforilação da tirosina, 
causando redução da resistência osmótica e diminuindo sua crioresistência.

A morfometria é um dos parâmetros que avaliam o efeito físico dimensional que os 
extensores e métodos de criopreservação exercem sobre os espermatozoides. No nosso 
estudo, não houve diferença significativa entre nenhum dos extensores dentro de cada 
uma das técnicas de criopreservação utilizadas. No entanto, ao comparar as técnicas de 
criopreservação, houve uma redução na área e largura dos espermatozoides vitrificados 
com o extensor que contêm 7% de glicerol. Essa redução pode ser consequência do alto 
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percentual de espermatozoides com perda de integridade estrutural e funcional da 
membrana, associada a uma maior osmolaridade do meio, diminuindo a reidratação 
no pequeno percentual de células com membrana funcional pós-reaquecimento e 
culminando com uma redução das dimensões da cabeça espermática, como observado 
por Arando et al.(28)

Conclusões 

Concluiu-se que a adição de galactose ao meio Steridyl®, associada ou não ao glicerol, 
é ineficaz para a vitrificação de espermatozoides ejaculados de carneiros em palhetas, 
além de não melhorar os resultados pós-descongelação quando os espermatozoides 
foram criopreservados pelo método clássico.
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