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Resumo 
 
 
 

GATTI, Norton Luis Souza. Dimetilformamida na criopreservação seminal de 
galos. 2018. 54f. Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2018. 
 
 
Apesar das dificuldades na utilização de sêmen congelado pela indústria avícola o 
pujante mercado envolvido representa grande oportunidade para a difusão da 
técnica de criopreservação nesta espécie.Neste estudo, foi avaliada a adição de 
dimetilformamida (DMF) como crioprotetor ao diluente de congelamento de sêmen 
de galos nas concentrações de 3%, 6%, 9% e 12% por diferentes períodos de 
exposição 1, 3, 5, 7 e 9 minutos. As análises pós-descongelamento foram realizadas 
no Computer-assisted semen analysis (CASA) analisando parâmetros cinéticos e 
por citometria de fluxo avaliando a funcionalidade da membrana plasmática, 
funcionalidade de mitocôndria, produção de espécies reativas de oxigênio, 
peroxidação lipídica e o índice de fragmentação de DNA.O tratamento com adição 
de 6% de DMF e 5 minutos de exposição apresentou melhor motilidade progressiva, 
não diferindo apenas do tratamento com adição de 6% de DMF e 7 minutos de 
exposição, assim como demonstrou superioridade em quase todos os parâmetros 
avaliados pelo CASA. Com os resultados da citometria de fluxo foi possível perceber 
que o ponto de intersecção entre uma boa preservação da membrana plasmática e 
uma baixa produção de espécies reativas de oxigênio, foi o tratamento de 6% de 
DMF com 5 minutos de exposição.  
 
 
Palavras-chave: amidas; criopreservação; DMF; galos; sêmen 



Abstract 
 
 
 

GATTI, Norton Luis Souza. Dimethylformamide in rooster semen 
cryopreservation. 2018. 54f. Dissertation (Master’s Degree) - Programa de Pós-
Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
DMF addition to freezing medium has been evaluated as a cryoprotector for rooster 
semen in the concentrations of 3%, 6%, 9% e 12% during 1, 3, 5, 7 e 9 minutes of 
exposition. Analysis after thawing such as kinect sperm parameters were assessed 
by Computer-assisted semen analysis (CASA) and by flow cytometry the evaluations 
of plasmatic membrane functionality, mitochondria functionality, reactive oxygen 
species (ROS) production, lipid peroxidation (LPO) and DNA fragmentation index 
(DFI). The 6% DMF addition treatment during 5 minutes of exposition presented 
higher progressive motility, differing from not only the 6% addition and 7 minutes of 
time exposition, but also demonstrating superiority in almost all parameters assayed 
by CASA system. With data obtained by flow cytometry it was possible to realize the 
intersection point between a good plasmatic membrane preservation and a low 
reactive oxygen species production, it was the 6% DMF addition treatment during 5 
minutes of exposition. 
 
 
Keywords: amides; cryopreservation; DMF; rooster; semen 
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1 Introdução  
 

A criopreservação espermática possibilita o armazenamento e transporte de 

sêmen para uso em técnicas de reprodução artificial, sendo a técnica mais 

utilizadapara conservação de material genético. Apesar de ser utilizada 

comercialmente em determinadas espécies, para galos a prática ainda não é 

adotada industrialmente (LONG, 2006). 

Dentre as principais dificuldades quanto ao congelamento seminal de galos, 

está a redução nas taxas de fertilidade quando se usa sêmen congelado em 

comparação ao sêmen fresco e também a falta de padronização em estudos sobre o 

congelamento de sêmen desta espécie, o que dificulta a comparação de dados 

mesmo entre trabalhos que testam a mesma variável (ABOUELEZZ et al., 2017). 

O processo de criopreservação seminal é sabidamente danoso para as 

células espermáticas por diferentes razões como choque térmico, choque osmótico, 

formação de cristais de gelo intra e extracelulares (SIEME et al., 2016). Ultimamente 

grande atenção é dada também ao estresse oxidativo e encontrar maneiras de evitar 

uma produção elevada de espécies reativas de oxigênio ou aumentar a capacidade 

antioxidante do sêmen é fundamental para manter a funcionalidade das células 

(PARTYKA et al., 2012). 

Glicerol e dimetilacetamida (DMA) são considerados os mais adequados 

agentes crioprotetores para o congelamento de sêmen de aves (WOELDERS et al., 

2006; BLESBOIS et al., 2007) embora seja verdade que foram os dois mais 

estudados até agora. As amidas possuem menor peso molecular e viscosidade que 

o glicerol, o que diminuiria a possibilidade de estresse osmótico (BIANCHI et al., 

2008). Além disso, diferente do glicerol não apresentam efeito contraceptivo no trato 

reprodutivo da fêmea, não precisando ser retiradas do sêmen após o 

descongelamento, procedimento que reduz a qualidade espermática (RAKHA et al., 

2017), dessa forma demonstrando grande potencial para uso na criopreservação 

espermática de galos. A principal desvantagem do uso de amidas no processo de 

criopreservação relatada até o momento diz respeito a elevada toxicidade, foi 
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demonstrado que a adição de DMA 6% prévia ao congelamento durante 30 minutos 

de exposição no sêmen, reduziu a viabilidade espermática em relação a adição da 

mesma concentração do crioprotetor durante 1 minuto de exposição (ZANIBONI et 

al., 2014). 

Alguns estudos demostraram resultados interessantes com o uso de amidas 

em aves como Abouelezz et al. (2017) e Tselutin et al. (1999), e em meio a busca 

por amidas alternativas a DMA, recentemente a DMF foi utilizada como agente 

crioprotetor no congelamento de sêmen de galos em comparação a metil-acetamida 

(MA) e DMA não sendo demonstrada diferença estatística entre as amidas testadas 

quanto a motilidade progressiva (MIRANDA et al., 2018).  

Ao adicionar um agente crioprotetor ao sêmen diluído, é necessário um certo 

período para que o mesmo possa penetrar a célula, é o chamado tempo de 

equilíbrio, que varia de acordo com a espécie animal e com a natureza e 

concentração do agente crioprotetor (IAFFALDANO et al., 2012). Identificar as 

melhores condições para o uso de crioprotetores é fundamental para otimizar sua 

performance e garantir maior proteção e funcionalidade das células espermáticas 

após passarem pelos processos de congelamento e descongelamento. 

A utilização de um único teste de laboratório não é o suficiente para estimar a 

fertilidade do sêmen, enquanto a combinação da análise de alguns atributos 

espermáticos se mostra mais precisa e mais efetiva para a predição de fertilidade 

(GLIOZZI et al., 2017). O objetivo deste estudo foi determinar a melhor concentração 

e tempo de exposição para utilizar a DMF na criopreservação seminal de galos, 

utilizando as variáveis cinéticas do CASA e a citometria de fluxo (funcionalidade 

mitocondrial, funcionalidade de membrana plasmática, índice de fragmentação de 

DNA, produção de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica), a fim de 

aperfeiçoar o processo de congelamento de sêmen nesta espécie 
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Resumo 

 
 
 

Apesar das dificuldades na utilização de sêmen congelado pela indústria avícola o pujante 
mercado envolvido representa grande oportunidade para a difusão da técnica de 
criopreservação nesta espécie. Neste estudo, foi avaliada a adição de DMF como crioprotetor 
ao diluente de congelamento de sêmen de galos nas concentrações de 3%, 6%, 9% e 12% por 
diferentes períodos de exposição 1, 3, 5, 7 e 9 minutos. As análises pós-descongelamento 
foram realizadas no Computer-assisted semen analysis (CASA) analisando parâmetros 
cinéticos e por citometria de fluxo avaliando a funcionalidade da membrana plasmática, 
funcionalidade de mitocondria, produção de espécies reativas de oxigênio, peroxidação 
lipídica e o índice de fragmentação de DNA. O tratamento com adição de 6% de DMF e 5 
minutos de exposição apresentou melhor motilidade progressiva, não diferindo apenas do 
tratamento com adição de 6% de DMF e 7 minutos de exposição, assim como demonstrou 
superioridade em quase todos os parâmetros avaliados pelo CASA. Com os resultados da 
citometria de fluxo foi possível perceber que o ponto de intersecção entre uma boa 
preservação da membrana plasmática e uma baixa produção de espécies reativas de oxigênio, 
foi o tratamento de 6% de DMF com 5 minutos de exposição.  
 

Palavras-chave: amidas; criopreservação; DMF; galos; sêmen 

 

  

 



18 

1. Introdução  

 
A indústria do frango (poedeiras e de corte) representa um importante setor da 

economia que movimenta vultuosos investimentos, e por ser uma atividade altamente 

tecnificada é cada vez mais difícil melhorar a performance dos animais. Apesar disso, mesmo 

com o avanço obtido em relação a criopreservação seminal de diferentes espécies, o uso 

industrial de sêmen de galo congelado permanece inviável [1], principalmente devido à 

redução nas taxas de fertilidade em relação ao uso de sêmen fresco etambém a falta de 

padronização em estudos sobre o congelamento de sêmen desta espécie, o que dificulta a 

comparação de dados mesmo entre trabalhos que testam a mesma variável [2]. Os protocolos 

testados na criopreservação seminal de galos diferem em muitos aspectos como o diluente, 

método de congelamento e descongelamento, condições de uso do crioprotetor e outros, 

tornando mais lenta a formação de conhecimento sobre o congelamento de sêmen nesta 

espécie. 

O uso de agentes crioprotetores adequados, sua concentração ideal no diluente e o 

tempo ótimo de exposição do sêmen ao agente crioprotetor de acordo com a espécie estudada, 

são alguns dos importantes fatores a serem identificados para que seja possível otimizar a 

qualidade do sêmen congelado. 

As amidas, formadas por grupos funcionais que contém nitrogênio [3], conseguem 

interagir com a água unindo seu nitrogênio e hidrogênio ao hidrogênio presente na estrutura 

química da água. Testadas no congelamento seminal de diversas espécies, as amidas vem 

sendo muito utilizadas em aves por não estarem ligadas a efeitos contraceptivos como o 

glicerol, não sendo necessária sua remoção após o descongelamento[4, 5]. Além disso, por 

apresentarem menor peso molecular e viscosidade, diminuiriam a possibilidade de dano 

celular pelo estresse osmótico [6]. A principal desvantagem relatada por autores que 

utilizaram amidas na criopreservação seminal foi a toxicidade elevada, [7] encontrou redução 

na viabilidade espermática ao utilizar dimetilacetamida (DMA) 6% no diluente de 

congelamentopor 30 min de exposição com o sêmen prévio ao congelamento. 

Uma alternativa a adição de DMA como crioprotetor é a dimetilformamida (DMF) 

que foi utilizada com resultados satisfatórios em outras espécies como cavalos [8, 9, 10], 

camelos [11] e suínos [6], sendo superior ao glicerol nestes estudos. Recentemente a DMF foi 

utilizada como crioprotetor no congelamento de sêmen de galos [12] em comparação com 

outras amidas DMA e metilacetamida e não foi demonstrada diferença no desempenho ao 

considerar a motilidade progressiva pós-descongelamento. 
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Ao adicionar um agente crioprotetor ao sêmen diluído, é necessário um período de 

tempo para que o mesmo possa penetrar a célula, é o chamado tempo de equilíbrio, que varia 

de acordo com a espécie animal e com a natureza e concentração do agente crioprotetor [13]. 

A criopreservação é um processo que promove grande estresse as células espermáticas 

impondo condições extremamente desfavoráveis á manutenção de sua viabilidade [14], 

ocorrendo alterações em diferentes estruturas, de forma que mesmo espermatozoides móveis 

podem possuir lesões que o impediriam de realizar a fecundação.  

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento seminal de galos após o 

descongelamento ao utilizar o DMF como crioprotetor, testando diferentes concentrações 

desta amida adicionada ao diluente de congelamentopor diferentes períodos de exposição ao 

sêmen, a fim de determinar as melhores condições para seu uso como crioprotetor nesta 

espécie. 
 

2. Materiais e métodos 

 

2.1. Animais  

Quarenta e quatro galos da linhagem Embrapa 051 (galos semi-pesados), sexualmente 

maduros (26-30 semanas de idade) foram criados e mantidos no Biotério Central da 

Universidade Federal de Pelotas. Os galos eram alojados individualmente em gaiolas 

individuais e mantidos a 20-24 graus, sob foto período de 12h luz e 12h de escuro. Ração 

comercial era fornecida na dose de 140g por dia e água ad libitum.  

 

2.2. Coleta e diluição seminal 

A coleta de sêmen era realizada duas vezes por semana pelo método de massagem 

dorso-abdominal [15] e o sêmen era obtido através de um tubo plástico graduado e diluído 1:1 

com o diluente de Lake. O diluente de Lake [16] foi o diluente utilizado para o resfriamento e 

congelamento com composição para cada um litro: frutose (C6H12O6) 10 g; cloreto de 

magnésio (MgCl2) 0,68 g; citrato de potássio tribásico (C6H5K3O7) 1,28 g; acetato de sódio 

(NaC2H3O2) 5,13 g; glutamato monossódico (C5H8NO4Na) 21,25 g. Para o congelamento 

era utilizado este mesmo diluente com adição de DMF na concentração respectiva a cada 

tratamento prévio ao congelamento. 

  

2.3. Seleção de ejaculados e formação de pools  
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Alíquotas de cada ejaculado eram retiradas para verificar motilidade e concentração. 

Para a avaliação de motilidade 5µL de sêmen eram colocados sobre uma lâmina e coberto 

com lamínula e analisados em um microscópio de contraste de fase no aumento de 200x (BX 

41 Olympus America, Inc., São Paulo, SP, Brasil), sempre pelo mesmo técnico treinado e 

apenas ejaculados com 80% de motilidade ou mais foram utilizados para a formação dos 

pools. A concentração era estimada com o uso de um espectrofotômetro Micronal B542®ao 

comprimento de onda de 450 nm. Dos ejaculados coletados no dia, eram escolhidos os que 

tinham maior motilidade e os pools eram feitos para obter volume de amostra suficiente para 

análise. Depois de formado o pool, o volume de diluente era ajustado até atingir a 

concentração de 800×106 espermatozoides/mL. Desde a coleta, o sêmen era mantido em caixa 

de isopor. 

 

2.4. Criopreservação seminal 

Os pools prontos eram levados a câmara fria para estabilização e mantidos a 5°C por 2 

horas. Alíquotas de 125µL de cada pool eram diluídas 1:1 com os respectivos tratamentos 

(diluente de Lake com o dobro da concentração final da amida utilizada), atingindo a 

concentração final de 400×106 espermatozoides/mL. O sêmen permanecia em contato com o 

tratamento pelo período de exposição estabelecido (1, 3, 5, 7 ou 9 min) e era colocado no 

vapor de nitrogênio á 3 cm de altura do nitrogênio líquido [17] por 7 minutos. Após, as 

palhetas eram mergulhadas no nitrogênio líquido a -196°C e armazenadas por (2 meses).  

 

2.5. Descongelamento e análises espermáticas pós-descongelamento 

As palhetas eram descongeladas em banho-maria com agitação a 37°C por 20s. Para a 

diluição das amostras descongeladas foi utilizado o diluente de Lake com adição de albumina 

sérica bovina (BSA) 3mg/mL e eram diluídos 40µL de sêmen em 200µL de Lake com BSA. 

Para as avaliações as amostras permaneciam na temperatura da sala que era mantida a 

22°C. 

 

2.5.1. CASA 

Após o descongelamento, uma alíquota de 5µL era colocada entre lâmina e lamínula 

para estimar motilidade e outras características cinéticas dos espermatozoides, utilizando o 

sistema Androvision® - Software CASA, com computador e monitor (Minitube). Os 

parâmetros avaliados foram motilidade total e progressiva (%), DAP (distância média 

percorrida, µm), DCL (distância curvilínea, µm), DSL (distância retilínea, µm), VAP 
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(velocidade média percorrida, µm/s), VCL (velocidade curvilínea, µm/s), VSL (velocidade 

retilínea, µm/s), STR (retilinearidade %), Lin (linearidade %), Wob (oscilação, VAP/VCL, 

%), ALH (amplitude do deslocamento lateral da cabeça, µm) e BCF (frequência de batimento 

cruzado). 

 

2.5.2. Citometria de fluxo 

As análises foram realizadas por um citometro de fluxo Attune Acoustic Focusing 

Cytometer® (Applied Biosystems) equipado com fotodetector BL1 (filtro 530/30) que 

detectava o DCF-diclorofluoresceína (integridade de membrana plasmática e espécies reativas 

de oxigênio) e a rodamina 123 (funcionalidade de mitocôndria). A fluorescência vermelha do 

iodeto de propídeo (integridade de membrana) era detectada por um fotodetector BL3 (filtro 

640LP). Para mensurar populações espermáticas, as células eram coradas com Hoescht 33342 

e detectadas por um fotodetector VL1 (filtro 450/40), enquanto as contagens não espermáticas 

eram eliminadas baseadas em scatter plots. Foram analisados um total de 20.000 eventos por 

amostra em velocidade de fluxo de 500 células/segundo. 

 

2.5.2.1. Preparação da amostra 

Para cada avaliação eram utilizados 10µL de amostra e se fazia a adição da respectiva 

sondafluorescente permanecendo em banho seco a 37ºC por 10 minutos. Na sequência, 20µL 

de solução de Hoescht (10mg/mL) era adicionado e mantido por 1 minuto em contato com a 

amostra a fim de determinar a população espermática e cores de fluorescências específicas, 

sendo analisada em seguida. Apenas para as análises de ROS e LPO o tempo de banho seco 

era diferente, sendo de 15 minutos.  

 

2.5.2.2. Integridade de membrana 

Para esta análise eram utilizadas as probes fluorescentes iodeto de propídeo (PI)e 

syber. Apenas células com a membrana lesada permitem a entrada de PI que penetra o núcleo 

da célula, enquanto o syberpenetra o espermatozoide e é convertido em um composto 

fluorescente não-permeável que fica retido no citoplasma. Sendo assim, eram considerados 

com membrana plasmática intacta, espermatozoides marcados apenas com syber. 

 
2.5.2.3. Funcionalidade mitocondrial 

Nesta avaliação as mitocôndrias ativas eram coradas com a probe fluorescente 

rodamina 123. A fluorescência verde é maior em mitocôndrias mais ativas. Dessa forma, 
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espermatozoides com pouca fluorescência verde eram considerados com baixa atividade 

mitocondrial e os corados intensamente com fluorescência verde eram considerados com alta 

atividade mitocondrial. 

 

2.5.2.4. Peroxidação lipídica (LPO)  
O body-pi era a probe fluorescente utilizada para a análise da peroxidação lipídica, na 

qual se considera a quantidade de células espermáticas afetadas pela produção de espécies 

reativas de oxigênio. Para calcular a taxa de peroxidação lipídica era utilizada a mediana da 

intensidade de fluorescência verde (lipídeo peroxidado)/mediana da intensidade de 

fluorescência verde mais a mediana da intensidade de fluorescência vermelha (lipídeo não-

peroxidado) x 100.   

 

2.5.2.5. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

Apenas células vivas produzem radicais livres como as espécies reativas de oxigênio. 

Para mensurar concentração de ROS foram utilizadas as probes diacetato de 

carboxifluoresceína (DCF) e iodeto de propídeo (PI). O DCF emite fluorescência verde 

quando oxidado e o PI emite fluorescência vermelha. A estimativa da produção de ROS era 

alcançada através da mediana da intensidade de fluorescência verde usada para mensurar 

apenas células vivas (PI negativo). 

 

2.5.2.6. Índice de fragmentação de DNA (DFI) 

A análise do DFI era a única em que não se usava Hoescht, sendo utilizadas 3 probes 

combinadas. Para cada avaliação era feita a adição da primeira probe TNE (0.01 M Tris-Hcl, 

0.15 M NaCl, 0.001 EDTA, pH 7.2) a 10µL de sêmen tratado, depois a segunda probe era 

adicionada 10µL de Triton (Triton X – 100, 0.1%) e então era adicionado laranja de acridina 

imediatamente antes da leitura. 

 

2.6. Análises estatísticas 

Todas as variáveis foram distribuídas de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Os 

dados transformados por não apresentarem distribuição normal e os demais foram avaliados 

através de estatística descritiva, análise ANOVA e, posteriormente, todos as médias foram 

testadas pelo teste LSD. Os dados da citometria também foram avaliados quanto a correlações 

pelo teste de Pearson. O Programa utilizado para realizar as análises estatísticas foi o Statistix 
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10® (Statistix. Statistix 10 for Windows. Analytical Software, Tallahassee, FL, EUA, 2014). 

A significância atribuída a todos os valores foi P< 0.05. 

 
3. Resultados e Discussão 

A avaliação da cinéticaespermática comprovou que a motilidade total e progressiva do 

tratamento com dimetilformamida na concentração de 6% no diluente de congelamento, 

permanecendo pelo período de 5 minutos de exposição, foi superior (P < 0.05) as demais 

concentrações de DMF (tabelas 1 e 2). Com exceção do tratamento com 6% de DMF e 

período de exposição de 7 minutos prévio ao congelamento (P > 0.05) os demais tempos não 

foram eficientes (P < 0.05) quando comparados a concentração com 6% e 5 minutos de 

exposição, demonstrando queda do percentual de células móveis totais ou progressivas, Os 

demais parâmetros de cinética espermática também apresentaram este mesmo padrão de 

resposta entre a concentração de DMF utilizada e o tempo de exposição do crioprotetor 

(tabelas 3 a 13 cinética).  

Em estudo recente se obteve motilidade progressiva pós-descongelamento inferior a 

20% ao utilizar DMF 7,5% como crioprotetor no congelamento seminal de galos [12], na 

ocasião o periodo de exposição foi de 45 minutos e provavelmente o elevado tempo de 

exposição não foi o adequado para preservar a integridade das células espermáticas, 

concordando com nossos resultados. Interessantemente [18] utilizou DMF na concentração 

final de 6% com 15 minutos de período de exposição que seria um período muito longo de 

acordo com nossos resultados e demonstrou motilidade progressiva semelhante a encontrada 

no presente estudo, talvez devido ás diferenças entre protocolos de congelamento o que de 

certa forma dificulta a comparação de dados. 

Este é o primeiro estudo investigando a influência da concentração e período de 

exposição da DMF quando adicionada previamente ao diluente de congelamento na 

criopreservação seminal de galos. Através de nossos dados foi possível identificar qual a 

melhor concentração e período de exposição prévio ao congelamento que deve ser utilizado 

com o crioprotetor DMF, otimizando a preservação das características espermáticas e assim 

aumentando a qualidade do sêmen descongelado, isto é importante devido ocorrer, após a 

criopreservação, alterações das características bioquímicas e estruturais do espermatozoide 

que reduzem a fertilidade [19].  

A concentração de 6% de DMF com 5 minutos de exposição foi a que apresentou 

maior distância média percorrida pelos espermatozoides, distancia media curvilínea, 

velocidade média percorrida, velocidade média curvilínea, ALH e BCF, quando comparada 
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aos demais períodos de exposição na mesma concentração e foi a maior nas diferentes 

concentrações de DMF utilizadas no período de 5 minutos, sendo esta a maior distância 

percorrida apresentada na tabela (tabela 3). Outros parâmetros do CASA não ajudaram na 

percepção de um tempo e concentração ideal desta amida. 

As análises de citometria de fluxo dos espermatozoides descongelados demonstraram 

por que a cinética espermática apresentou como melhores resultados os tratamentos de 6% de 

DMF por 5 a 7 minutos de exposição das células.  

O rompimento de membrana foi menor (P < 0,05) com o aumento da concentração (r 

= -0,26; P < 0.05) e do tempo (r = -0.13; P < 0.05) de exposição ao DMF (tabela 14; figura 1), 

já quando avaliamos a funcionalidade da membrana plasmática os períodos de 7 e 9 minutos 

não foram benéficos na maioria das concentrações de DMF, e apresentaram correlação 

negativa (r = -0.12; P < 0.05) com o período de exposição e positiva com a concentração 

utilizada (r = 0.09; P < 0.05). Em estudo utilizando a dimetilacetamida (DMA) 6% na 

criopreservação seminal de galos [20] a porcentagem de espermatozoides com membrana 

plasmática íntegra foi menor com 1 minuto de equilíbrio da amida com o sêmen, do que 

quando equilibrado por 30 minutos. Já no presente estudo, ao utilizar a DMF na mesma 

concentração obtivemos maior funcionalidade da membrana plasmática em 1 minuto de 

equilíbrio em relação aos maiores períodos de exposição avaliados (7 e 9 

minutos).Observando juntas, as tabelas de rompimento de membrana e funcionalidade de 

membrana (tabelas 14 e 15) nota-se a incapacidade do tratamento com 1 % de DMF e 1 

minuto de periodo de exposição de proteger a membrana plasmática, provavelmente devido 

ao insuficiente tempo de exposição para uma concentração tão baixa. 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS total e ROS viável) está 

contrariamente a estes resultados em relação ao tempo e concentração de DMF, pois foi 

menor (P < 0,05) nas concentrações mais baixas e nos menores períodos de exposição (tabelas 

16 e 17). Não ocorreu o aumento da ROS (total e viável) nos períodos de exposição 1 e 3 

minutos em todas as concentrações de DMF utilizadas. O período de exposição do 

crioprotetor DMF teve correlação positiva com a ROS total (r = 0,22; P < 0,05) e com a ROS 

viável (r = 0,21; P < 0,05). Fisiologicamente ocorre um equilibrio entre a ROS e a capacidade 

antioxidante do sêmen, mas quando ocorre aumento da ROS no processo de criopreservação, 

diminui a qualidade e a habilidade fertilizantedo espermatozoide descongelado, reduzindo a 

integridade de membranaplasmática e a porcentagem de mitocôndrias ativas nas células 

espermáticas [21].  
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Com 5 minutos de exposição somente as concentrações de 3% e 6% não tiveram 

aumento significativo da produção de espécies reativas de oxigênio, já nos períodos de 7 e 9 

minutos o aumento da concentração de DMF incrementou a produção de espécies reativas de 

oxigênio, e acreditamos que ocorreu a parada do metabolismo celular de parte da população 

nos tratamentos com 12% de DMF, com 7 e 9 minutos de exposição (diminuição da média de 

produção de ROS e aumento do erro padrão da média).O ponto de intersecção, entre uma boa 

preservação da membrana plasmática e uma baixa produção de espécies reativas de oxigênio, 

foi o tratamento de 6% DMF com 5 min de exposição.  

Neste experimento o índice de fragmentação do DNA (DFI) não foi incrementado 

(figura 1) em relação aos períodos de exposição prévios ao congelamento (a correlação não 

foi significativa), diferente da LPO (tabela 18) que foi aumentada (r = 0,13; P < 0,05) com o 

aumento do tempo de exposição, mas não teve correlação com a concentração do crioprotetor. 

Já quando avaliado o DFI com a concentração de crioprotetorutilizada (tabela 19), 

percebemos que quanto maior a concentração ocorreu menor DFI (r = 0,09; P < 0,05). Mas 

estes parâmetros (DFI e LPO) não foram variáveis dependentes úteis para a compreensão de 

qual concentração e período de exposição do DMF que deve ser utilizada para a 

criopreservação do sêmen de galos.  

A funcionalidade de mitocôndria não diferiu entre as diferentes concentrações dentro 

de um mesmo tempo (tabela 20), já o período de exposição de 1 minuto foi o melhor nas 

concentrações de 9% e 12%, e esteve dentre os melhores resultados nas concentrações de 3% 

e 6%, demonstrando que quando consideramos somente a funcionalidade de mitocôndria 

indiferente da concentração utilizada o ideal para preservar a funcionalidade da mitocôndria é 

expor o crioprotetor pelo menor período de exposição possível.  

A avaliação objetiva e precisa realizada na citometria de fluxo, além do alto nível de 

repetibilidade experimental permitem o estudo detalhado da resposta espermática a 

procedimentos de congelamento [22, 23]. Em nosso estudo foi possível observar o 

comportamento de diferentes características que envolvem a “saúde” das células espermáticas 

após o descongelamento quando se utiliza DMF em diferentes concentrações e períodos de 

exposição. O estudo dessas características provavelmente ajudará no desenvolvimento de 

protocolos de criopreservação de galos e na otimização do processo. 

 

4 Conclusão 
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De acordo com nossos resultados o ponto de intersecção entre uma boa proteção de 

membrana plasmática e uma baixa produção de espécies reativas de oxigênio foi o tratamento 

de 6% de DMF com 5 minutos de exposição que apresentou a maior motilidade progressiva, 

nao diferindo estatisticamente apenas do tratamento DMF 6% com 7 minutos de exposição. 

Estudos futuros testando concentrações e tempos intermediários de DMF podem ajudar a 

encontrar as condições ótimas para o uso desta substância na criopreservação seminal de 

galos. 
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6 Figuras 

 
Figura 1: Correlações entre a concentração de DMF e parâmetros avaliados pela citometria de 

fluxo. 

 

 

 
Figura 2: Correlações entre o período de exposição e parametros avaliados pela citometria de 
fluxo. 
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7. Tabelas 
 

Tabela 1. Média ± SE do parâmetro motilidade total (%) espermática pós-descongelamento 

com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 29.5 ± 1.0Cd 33.2 ± 1.1Bbc 37.2 ± 1.0Ba 35.3 ± 1.0Bab 31.9 ± 0.9Acd 

6% 37.3 ± 1.1Abc 36.4 ± 1.1Ac 41.1 ± 1.2Aa 39.7 ± 1.0Aab 32.3 ± 1.0Ad 

9% 33.2 ± 1.0Bab 30.5 ± 0.8Bb 34.8 ± 1.0Ba 32.9 ± 1.0Bab 27.5 ± 0.9Bc 

12% 31.3 ± 0.9Bca 27.2 ± 0.9Cbc 29.5 ± 0.9Cab 29.3 ± 0.7Cab 26.3 ± 0.8Bc 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 2. Média ± SE do parâmetro motilidade progressiva (%) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 25.0 ± 0.9Cd 28.8 ± 0.9Bbc 32.5 ± 0.9Ba 30.7 ± 1.0Bab 27.2 ± 0.9Acd 

6% 33.0 ± 1.1Abc 31.8 ± 1.0Ac 36.7 ± 1.2Aa 35.3 ±1.0Aab 27.9 ± 1.0Ad 

9% 28.8 ± 0.9Bab 26.0 ± 0.7Cbc 30.8 ± 1.0Ba 28.7 ± 1.0Bab 23.7 ± 0.8Bc 

12% 26.6 ± 0.8BCa 22.9 ± 0.8Dbc 25.0 ± 0.8Cab 24.3 ± 0.7Cbc 22.3 ± 0.8Bc 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 3. Média ± SE do parâmetro distância média percorrida (μm, DAP) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 14.1 ± 0.2Bab 13.8 ± 0.2Ab 14.7 ± 0.3Ba 14.7 ± 0.2Aa 14.4 ± 0.2Aab 

6% 14.8 ± 0.2Abc 14.5 ± 0.3Ac 15.9 ±0.2Aa 15.2 ± 0.2Ab 14.3 ± 0.2Ac 

9% 13.9 ± 0.2Bab 14.1 ± 0.2Aab 14.3 ± 0.3Ba 13.9 ± 0.2Bab 13.3 ± 0.3Bb 

12% 12.8 ± 0.2Cab 12.2 ± 0.3Bb 13.1 ± 0.3Ca 12.9 ± 0.2Cab 12.6 ± 0.3Cab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 4. Média ± SE do parâmetro distância curvilínea (μm, DCL) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 24.4 ± 0.4Bbc 24.0 ± 0.4Bc 25.4 ± 0.5Bab 26.0 ± 0.3Aa 25.0 ± 0.4Aabc 

6% 26.4 ± 0.5Ab 25.5 ± 0.5Abc 27.9 ± 0.4Aa 26.5 ± 0.4Ab 25.0 ± 0.4ABc 

9% 24.3 ± 0.4Bab 24.3 ± 0.5ABab 25.3 ± 0.5Ba 24.3 ± 0.5Bab 24.0 ± 0.6Bb 

12% 22.8 ± 0.4Ca 21.5 ± 0.4Cb 23.2 ± 0.5Ca 22.7 ± 0.4Ca 22.0 ± 0.5Cab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 5. Média ± SE do parâmetro distância retilínea (μm, DSL) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 7.1 ± 1.0Bab 6.8 ± 0.1Ab 7.3 ± 0.2ABa 7.5 ± 0.1Aa 7.3 ± 0.2Aa 

6% 7.6 ± 0.2Aa 7.0 ± 0.1Ab 7.7 ± 1.2Aa 7.7 ± 1.2Aa 7.5 ± 0.2Aab 

9% 6.8 ± 0.1Bab 6.7 ± 0.1Ab 7.2 ± 1.2Ba 6.9 ± 0.2Bab 6.8 ± 0.2Bb 

12% 6.2 ± 0.1Cab 6.0 ± 0.2Bb 6.6 ± 0.2Ca 6.1 ± 0.1Cb 6.2 ± 0.2Cab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 6. Média ± SE do parâmetro velocidade média de percurso (μm/s, VAP) espermática 

pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de 

exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 35.8 ± 0.5ABab 35.0 ± 0.6Ab 36.8 ± 0.6Ba 36.9 ± 0.5Aa 36.4 ± 0.6Aab 

6% 37.0 ± 0.6Abc 36.4 ± 0.7Abc 39.9 ± 0.6Aa 38.0 ± 0.5Ab 35.9 ± 0.6Ac 

9% 35.0 ± 0.5Bab 35.6 ± 0.5Aa 35.8 ± 0.6Ba 35.0 ± 0.6Bab 33.5 ± 0.7Bb 

12% 32.3 ± 0.6Cab 30.7 ± 0.7Bb 32.8 ± 0.8Ca 32.8 ± 0.5Ca 32.0 ± 0.7Bab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 7. Média ± SE do parâmetro velocidade curvilínea (μm/s, VCL) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 61.6 ± 1.0Bb 60.4 ± 1.0Bb 63.3 ± 1.1Bab 64.8 ± 0.9Aa 62.9 ± 1.0Aab 

6% 65.6 ± 1.0Ab 64.1 ± 1.2Abc 69.8 ± 1.1Aa 65.9 ± 0.9Aa 61.8 ± 1.0ABc 

9% 61.0 ± 0.9Bab 61.4 ± 1.1ABab 63.0 ± 1.1Ba 60.8 ± 1.1Bab 59.1 ± 1.4BCb 

12% 57.1 ± 1.0Ca 53.8 ± 1.1Cb 57.6 ± 1.3Ca 57.5 ± 0.9Ca 55.9 ± 1.1Cab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 8. Média ± SE do parâmetro velocidade curvilínea (μm/s, VSL) espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 18.1 ± 0.3Bab 17.4 ± 0.3Ab 18.4 ±0.4ABab 18.9 ±0.3Aa 18.5 ± 0.4Aa 

6% 19.0 ± 0.4Aab 18.0 ± 0.4Ab 19.6 ±0.4Aa 19.2± 0.4Aa 18.8±0.4Aab 

9% 17.3 ± 0.3Bab 17.3 ± 0.4Aab 18.3 ± 0.4Ba 17.6 ± 0.4Bab 17.1 ± 0.5Bb 

12% 15.8 ± 0.2Cab 15.3 ± 0.4Bb 16.7 ± 0.6Ca 15.8 ± 0.3Cab 16.1 ± 0.5Bab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 9. Média ± SE do parâmetro Deslocamento lateral de cabeça (μm, ALH) espermática 

pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de 

exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 2.42 ± 0.03Aa 2.42 ± 0.03Aa 2.49 ± 0.04Ba 2.51 ± 0.03Aa 2.48 ± 0.03Aa 

6% 2.60 ± 0.04Aab 2.48 ± 0.04Ac 2.65 ± 0.03Aa 2.51 ± 0.03Abc 2.46 ± 0.03Ac 

9% 2.43 ± 0.03Aa 2.42 ± 0.03Aa 2.45 ± 0.04Ba 2.42 ± 0.03Ba 2.39 ± 0.05Aa 

12% 2.29 ± 0.03Ba 2.18± 0.04Bb 2.34 ± 0.04Ca 2.28 ± 0.03Ca 2.27± 0.04Bab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 10. Média ± SE do parâmetro frequência de batimento cruzado (μm, BCF) 

espermática pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes 

períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

BCF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 23.0 ± 0.3Aab 22.1 ± 0.3Bb 22.8 ± 0.3Bab 23.2 ± 0.3Aa 22.5 ± 0.3Aab 

6% 22.8 ± 0.3Ab 23.1 ± 0.3Ab 23.9 ± 0.2Aa 22.8 ± 0.3ABb 22.7 ± 0.3Ab 

9% 22.3 ± 0.3Aa 22.1 ± 0.3Ba 22.1 ± 0.2Ba 22.1 ± 0.3BCa 21.9 ± 0.4Aa 

12% 20.1 ± 0.3Ab 21.0 ± 0.4Cab 22.0 ± 0.5Ba 21.7 ± 0.3Cab 21.9 ± 0.4Aa 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 11. Média ± SE do parâmetro retilinearidade (%, STR) espermática pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e 

diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 0.501 ± 0,006ABa 0.494 ± 0,005Aa 0.494 ± 0.006 ABa 0.506 ± 0.006Aa 0.505 ± 0.006Aa 

6% 0.509 ± 0,003Aa 0.489 ± 0.006. Ab 0.485 ± 0.006 Bb 0.500 ± 0.006Aab 0.516 ± 0.006Aa 

9% 0.494 ± 0,007ABab 0.483 ± 0.006 Ab 0.507 ± 0.006Aa 0.496 ± 0.007Aab 0.503 ± 0.007Aa 

12% 0.487 ± 0,005Bab 0.495 ± 0.007 Aab 0.501 ± 0.008ABa 0.479 ± 0.006Bb 0.498 ± 0.007 Aa 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam 

diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). 
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Tabela 12. Média ± SE do parâmetro wobble – oscilação (μm/s, WOB) espermática pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF 

e diferentes períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 0.578 ± 0.005Aa 0.576 ± 0.004ABab 0.576 ± 0.002Aab 0.564 ± 0.003Ab 0.574 ± 0.004Aab 

6% 0.558 ± 0.004Bc 0.565 ± 0.004Bbc 0.567 ± 0.003Abc 0.572 ± 0.003Aab 0.578 ± 0.004Aa 

9% 0.569 ± 0.004ABa 0.578 ± 0.004Aa 0.565 ± 0.004Aa 0.573 ± 0.004Aa 0.566 ± 0.006Aa 

12% 0.561 ± 0.005Ba 0.565 ± 0.004Ba 0.564 ± 0.005Aa 0.568 ± 0.004Aa 0.569 ± 0.005Aa 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam 

diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05).  
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Tabela 13. Média ± SE do parâmetro linearidade (LIN, %) espermática pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes 

períodos de exposição. 

 Período de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 0.291 ± 0.005Aa 0.285 ± 0.004Aa 0.286 ± 0.004Aa 0.286 ± 0.004Aa 0.290 ± 0.004Aba 

6% 0.284 ± 0.004ABb 0.277 ± 0.004Ab 0.276 ± 0.004Ab 0.287 ± 0.004Aab 0.298 ± 0.004Aa 

9% 0.282 ± 0.005ABa 0.280 ± 0.005Aa 0.287 ± 0.004Aa 0.286 ± 0.005Aa 0.286 ± 0.005Aba 

12% 0.273± 0.004Ba 0.280 ± 0.004Aa 0.283 ± 0.006Aa 0.272 ± 0.004Ba 0.283 ± 0.004Ba 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam 

diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). 
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Tabela 14. Médias ± SEdo parâmetro celular  rompimento espermático pós-descongelamento 

com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 61.7 ± 3.3Aa 53.5 ± 2.2Ab 57.4± 2.4Aab 51.0 ± 3.0Ab 52.9 ± 2.2Ab 

6% 55.0± 2.2ABa 49.8 ± 2.5ABab 50.8± 2.3ABab 42.8 ± 2.3BCc 47.2 ± 2.0Abc 

9% 52.9 ± 2.3Ba 46.5± 2.8BCab 47.9± 2.9BCab 46.6 ± 2.1ABab 45.9± 3.5Ab 

12% 48.6 ± 2.5Ba 39.2± 3.6Cab 42.3± 2.6Cab 38.9 ± 2.2Cb 46.1± 4.0Aab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 15. Médias ± SEdo parâmetro celular funcionalidade de membrana espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 66.5 ± 4.5Bbc 71.1 ± 2.2Ab 81.2 ± 1.8Aa 59.1 ± 4.3Ac 73.6 ± 3.0Aab 

6% 83.4 ± 1.1Aa 77.6 ± 2.3Aab 80.9 ± 1.4Aab 67.2 ± 4.6Ac 74.7 ± 2.1Ab 

9% 83.0 ± 1.9Aa 72.8 ± 2.9Ab 77.3 ± 2.7Aab 70.3 ± 4.6Ab 75.3 ± 3.1Aab 

12% 85.6 ± 1.4Aa 68.0 ± 3.8Ab 81.7 ± 2.2Aa 71.4 ± 5.0Ab 70.1 ± 4.5Ab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 
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Tabela 16. Médias ± SEdo parâmetro celular produção de espécies reativas de oxigênio de todos os espermatozoides pós-descongelamento 

com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 5661 ± 615Ab 5142 ± 294Ab 8883 ± 846Bb 11023 ± 1134Ab 36437 ± 15126Aa 

6% 6818 ± 568Ab 5471 ± 335Ab 9700± 1111ABb 9967 ± 795ABb 30502 ± 11892Aa 

9% 5847 ± 485Ab 5745± 334Ab 13443± 2096Aab 9004 ± 668ABb 25242 ± 10107Aa 

12% 5933± 413Ab 5480 ± 423Ab 11745 ± 1658ABb 7720 ± 546Bb 25500 ± 10347Aa 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha 

apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). 
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Tabela 17. Médias ± SEdo parâmetro celular produção de espécies reativas de oxigênio de espermatozoides viaveis pós-descongelamento com 

diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 7379± 1068Ab 5677 ± 411Ab 9224± 702Bb 9247 ± 553Ab 29989 ± 9964Aa 

6% 7759 ± 724Ab 6455 ± 506Ab 10015 ± 914ABb 11431 ± 845Ab 22280 ± 7675Aa 

9% 6341 ± 528Ab 6281± 458Ab 13403± 1710Aab 10124 ± 775Ab 20116± 6236Aa 

12% 6486 ± 450Ac 6466± 689Ac 12416 ± 1447ABa 9630 ± 959Ab 8433± 811Abc 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam 

diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). 
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Tabela 18. Médias ± SEdo parâmetro celular LPO espermática pós-descongelamento com 

diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 33.7 ± 3.6Aa 31.6 ± 2.1Aa 41.5 ± 4.0Aa 33.3 ± 3.6Aa 35.3 ± 4.0Aa 

6% 26.6 ± 3.3Ac 30.1 ± 2.8Abc 41.8 ± 3.4Aa 31.2 ± 2.7Abc 38.4 ± 3.9Aab 

9% 27.4 ± 3.4Ab 27.7 ± 3.1Ab 34.8± 2.7Aab 33.4 ± 3.5Aab 36.0 ± 3.4Aa 

12% 28.9 ± 3.7Ab 29.4 ± 3.1Aab 33.3 ± 3.0Aab 31.0 ± 3.1Aab 41.1 ± 3.7Aa 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05).  
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Tabela 19. Médias ± SEdo parâmetro celular DFI espermática pós-descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos 

de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 0.077± 0,002Aa 0.072± 0.003Aa 0.075± 0,003Aa 0.070± 0,004Aba 0.075 ± 0,002Aa 

6% 0.067± 0,004Ba 0.072± 0.003Aa 0.066± 0,005Aa 0.071± 0,004Aba 0.073 ± 0,003Aa 

9% 0.071± 0,004ABa 0.068± 0.005Aa 0.052± 0.006Bb 0.066± 0,004Ba 0.070± 0,004Aa 

12% 0.070± 0.004ABab 0.070± 0.004Aab 0.064± 0.005ABb 0.076± 0,002Aa 0.071± 0,003Aab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam 

diferença estatística a partir do teste LSD (P<0.05).  
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Tabela 20. Médias ± SEdo parâmetro celular funcionalidade de mitocôndria espermática pós-

descongelamento com diferentes concentrações de DMF e diferentes períodos de exposição. 

 Periodo de exposição do crioprotetor 

DMF 1 min 3 min 5 min 7 min 9 min 

3% 66.7 ± 3.0Aa 51.6 ± 5.4Ab 60.2± 3.5Aab 58.9 ± 3.0Aab 60.4 ± 4.2Aab 

6% 68.1 ± 4.7Aa 60.2 ± 5.0Aab 55.6 ± 4.1Ab 61.0 ± 3.0Aab 67.3 ± 3.7Aa 

9% 73.9 ± 3.3Aa 44.3 ± 5.8Ac 62.4 ± 3.3Ab 56.5 ± 3.7Ab 63.2 ± 3.0Ab 

12% 69.6 ± 4.1Aa 47.4 ± 5.4Ac 57.2 ± 3.0Abc 55.3 ± 4.2Abc 61.6 ± 4.4Aab 

ABLetras distintas na mesma coluna apresentam diferença estatística a partir do teste LSD 

(P<0.05). ab Letras distintas na mesma linha apresentam diferença estatística a partir do teste 

LSD (P<0.05). 

 



 

3 Considerações Finais 
 

Durante a criopreservação as células espermáticas são expostas a condições 

adversas que reduzem sua viabilidade pós-descongelamento, sendo necessário um 

protocolo de criopreservação específico para cada espécie, a fim de minimizar os 

efeitos deletérios decorrentes do processo de congelamento e descongelamento. 

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com a adição de 6%de 

DMF por um período de 5 minutos foi o ponto de intersecção entre uma boa 

proteção da membrana plasmática e uma baixa produção de espécies reativas de 

oxigênio. 

Espera-se que com esses dados seja possível aperfeiçoar os protocolos de 

criopreservação para essa espécie, visando futuramente a utilização desta técnica a 

nível comercial e industrial. 
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