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Resumo
O objetivo do presente estudo foi testar a dimetilacetamida (DMA) em diferentes concentrações, 
associada ou não ao glicerol (GL), sobre a viabilidade espermática do sêmen ovino congelado. Foram 
utilizados 10 ejaculados de dois carneiros adultos da raça Santa Inês. Os ejaculados foram divididos 
em sete grupos experimentais, respeitando o limite máximo de 5% de DMA, sendo eles: GL6%, 
DMA3%, GL5%+DMA1%, GL4%+DMA2%, GL3%+DMA3%, GL2%+DMA4%, 
GL1%+DMA5%. Os espermatozoides criopreservados nos diferentes tratamentos foram analisados 
quanto à cinética subjetiva, integridade estrutural da membrana plasmática (EOS), integridade 
funcional da membrana plasmática (CO) e morfologia espermática, observando defeitos totais (DT) 
e defeitos maiores (DM). A motilidade total (MT) e a progressiva (MP) pós-descongelação nos grupos 
GL5%+DMA1%; GL4%+DMA2% e GL3%+DMA3%, foram semelhantes (P>0,05) ao tratamento 
controle (GL6%). Destes, o diluidor GL4%+DMA2% foi o único que promoveu a manutenção da 
MT e MP pós-descongelação, quando comparado com o sêmen in natura (P>0,05). Não foram 
observadas diferenças significativas (P>0,05) para os parâmetros de EOS, CO, DT e DM nos 
diferentes grupos avaliados. A dimetilacetamida associada ao glicerol mostrou-se eficaz na 
manutenção da viabilidade espermática em ovinos, avaliada pós-descongelação. Entretanto, foi 
observado efeito deletério da DMA nas concentrações mais elevadas ou quando não esteve associada 
ao glicerol.
Palavras-chave: criopreservação; dimetilacetamida; ovino; sêmen.

Abstract
The objective of the present study was to test dimethylacetamide (DMA) at different concentrations, 
associated or not to glycerol (GL), on the sperm viability of frozen sheep semen. Ten ejaculates of 
two adult sheep of Santa Ines breed were used. The ejaculates were divided into seven experimental 
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groups, respecting the maximum limit of 5% of DMA: GL6%, DMA3%, GL5%+DMA1%, 
GL4%+DMA2%, GL3%+DMA3%, GL2%+DMA4%, and GL1%+DMA5%. The sperm 
cryopreserved in the different treatments was analyzed based on the subjective kinetic, structural 
integrity of the plasma membrane (EOS), functional integrity of the plasma membrane (OS) and 
sperm morphology, observing total defects (TD) and major defects (MD). The post-thawed total 
mortality (TM) and progressive mortality (PM) in the GL5%+DMA1% groups; GL4%+DMA2% and 
GL3%+DMA3% were similar (P> 0.05) to the control treatment (GL6%). Of these, the diluent 
GL4%+DMA2% was the only one that promoted the maintenance of post-thawed TM and PM when 
compared to in natura semen (P> 0.05). No significant differences (P> 0.05) were observed for the 
EOS, OS, TD and MD parameters, in the different groups evaluated. Dimethylacetamide associated 
to glycerol were effective in maintaining sperm viability in post-thawed sheep semen. However, a 
deleterious effect of DMA was observed at the highest concentrations or when it was not associated 
with glycerol.
Keywords: cryopreservation; dimethylacetamide; semen; sheep.
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Introdução

Com o aumento do interesse comercial pela utilização da inseminação artificial (IA) nos programas 
de melhoramento genético, tem-se buscado o desenvolvimento de diluidores seminais melhorados(1), 
os quais possibilitam o armazenamento do sêmen de animais por tempo indeterminado(2), além de 
promover e difundir material genético de animais com alto valor zootécnico(3,4). Entretanto, este é um 
processo complexo que envolve o equilíbrio de inúmeros fatores para obtenção de resultados 
satisfatórios(5,6).

Diversos estudos têm sido realizados na tentativa de desenvolver um meio diluidor adequado para o 
congelamento do espermatozoide ovino. Para Salamon e Maxwell(2), é necessário que os diluentes 
utilizados na conservação de sêmen ovino, bem como para outras espécies, apresentem pH e 
capacidade tampão adequados, osmolaridade compatível com o sêmen e devem proteger os 
espermatozoides contra as lesões criogênicas.

Os agentes crioprotetores são essenciais para o congelamento de quase todos os sistemas biológicos(7)

e devem ser adicionados aos diluentes para promoverem melhor sobrevivência espermática durante 
o processo de congelamento e descongelamento(5). Desde a demonstração da sua eficácia (8), o glicerol 
é o agente crioprotetor mais utilizado na confecção de meios diluidores para conservação de sêmen(9) 

e exerce função intracelular e extracelular(6). No entanto, Fahy(7) afirma que a atividade crioprotetora 
atribuída ao glicerol é prejudicada pela redução da viabilidade da célula espermática e fertilidade pós-
descongelação.

Devido aos efeitos negativos do glicerol sobre o espermatozoide, algumas substâncias crioprotetoras 
estão sendo utilizadas como alternativa para os diluidores de congelamento, dentre elas as amidas(10). 
Elas apresentam menor viscosidade e peso molecular quando comparadas ao glicerol, características 
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que podem resultar em uma maior permeabilidade desses compostos na membrana plasmática, 
ocasionando menor estresse osmótico ao espermatozoide(11). 

O uso da dimetilacetamida (DMA) para conservação de sêmen foi relatado em diversas espécies com 
resultados satisfatórios, dentre elas: equinos(9,12), aves(13,14), peixes(15,16) e suínos(17,18). Entretanto, na 
literatura mundial consultada, apenas um estudo avaliou a utilização da DMA para a criopreservação 
de sêmen ovino(19) e nenhum foi encontrado testando a associação DMA/glicerol. Dessa forma, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar a dimetilacetamida em diferentes concentrações, associada ou não 
ao glicerol, sobre a viabilidade espermática do sêmen ovino pós-descongelação.

Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pela CEUA da Universidade Federal da Bahia, recebendo o número 
de protocolo 41/2014. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Federal da 
Bahia. Foram utilizados dez ejaculados de dois ovinos adultos, geneticamente superiores da raça 
Santa Inês, clinicamente sadios e com avaliação andrológica satisfatória(20). Os reprodutores foram 
alimentados com dietas à base de feno, ração comercial para ovinos, água e sal mineral ad libitum. 

Previamente ao início do estudo, os machos foram submetidos a duas colheitas diárias a cada dois 
dias por 15 dias, com objetivo de esgotar as reservas extragonadais. As colheitas de sêmen foram 
realizadas com a utilização de vagina artificial com água aquecida a 42 °C. O ejaculado foi colhido 
em tubos graduados e protegidos da luz e da temperatura ambiente por um protetor térmico. Após a 
colheita, a amostra de sêmen foi encaminhada imediatamente para o laboratório de processamento e 
avaliada quanto aos parâmetros espermáticos descritos a seguir: 

O volume do ejaculado foi verificado por pipetagem e registrado em microlitros (µL). Através de 
uma gota de sêmen sobre uma lâmina pré-aquecida em mesa aquecedora a 37 °C, observou-se o 
turbilhonamento (escala de 0-5) em microscopia óptica com aumento de 100x. Para observação do 
vigor (escala de 0-5), foi procedida a diluição (1:50) do sêmen no meio diluidor Tris-gema de ovo(21). 
Na sequência, para avaliação de motilidade total e progressiva (0-100%), 10μL desta amostra foram 
colocados entre lâmina e lamínula e observados em microscopia óptica com aumento de 200x(20).

Para o cálculo da concentração espermática, empregou-se a câmara de Neubauer, com sêmen diluído 
na proporção de 10μL para 4mL (1:400) de solução de formol-salina tamponada(22). A contagem foi 
realizada em microscopia óptica com aumento de 200x. O estudo da morfologia espermática foi 
realizado posteriormente através de preparação úmida à temperatura de 37 °C, colocando 10 μL da 
amostra diluída sob lâmina e lamínula e observando os espermatozoides em microscopia de contraste 
de fase (aumento de 1.000X), computando e classificando 100 células de acordo com as 
anormalidades encontradas. Elas foram classificadas conforme descritas por Blom(23). 

Foram coletadas alíquotas para realização do teste supravital com corante eosina (EOS)(24) e 
observação da morfologia espermática, classificando separadamente o percentual de caudas dobradas 
(CD). 
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O choque osmótico (CO) foi realizado para avaliação da viabilidade funcional da membrana 
plasmática dos espermatozoides, incubando-se 10 µL de sêmen em 500 µL de água destilada por 
cinco minutos, sendo posteriormente fixado em 200 µL de formol-salina tamponada. Em seguida, 
procedeu-se a contagem de 100 células em microscopia de contraste de fase com aumento de 1000x. 
O percentual de espermatozoides reativos ao CO foi determinado pela subtração do percentual de 
espermatozoides com cauda dobrada, verificados após o choque osmótico, pelo obtido na morfologia 
espermática com a eosina.

O ejaculado foi diluído em meio contendo Tris-gema de ovo acrescido de dois crioprotetores: o 
glicerol e a dimetilacetamida, sozinhos ou em associações, respeitando o limite máximo de 5% da 
dimetilacetamida. Para tanto, foram formados sete tratamentos experimentais: 

GL6%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 6%. 
DMA3%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de dimetilacetamida a 3%. 
GL5%+DMA1%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 5% e dimetilacetamida a 1%. 
GL4%+DMA2%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 4% e dimetilacetamida a 2%.
GL3%+DMA3%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 3% e dimetilacetamida a 3%. 
GL2%+DMA4%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 2% e dimetilacetamida a 4%. 
GL1%+DMA5%: o diluidor Tris-gema de ovo acrescido de glicerol a 1% e dimetilacetamida a 5%.

Após a diluição do sêmen, foi realizado o envase em palhetas de 0,25 mL, com uma concentração de 
100 x 106 espermatozoides.

As palhetas de sêmen foram submetidas ao resfriamento e tempo de equilíbrio por 120 minutos em 
refrigerador com capacidade de 240L, sob curva de resfriamento de 0,47 oC/min. Quando então, 
foram distribuídas horizontalmente em plataforma que foram colocadas a 5 cm de altura da lâmina 
líquida de nitrogênio por 20 minutos. Em seguida as amostras foram mergulhadas no nitrogênio 
líquido (-196°C), acondicionadas em raques devidamente identificadas e armazenadas em botijão de 
sêmen até o momento do descongelamento, obedecendo a um período mínimo de 24 horas de 
armazenamento.

As amostras dos diferentes grupos experimentais foram descongeladas em banho-maria a 38 °C por 
50 segundos(24). Após o descongelamento, o sêmen de cada grupo era depositado em microtubos de 
1,5 mL, previamente aquecidos e mantidos a 37 °C, dos quais retiravam-se amostras para as análises 
in vitro. Para a avaliação subjetiva da motilidade (MT e MP), vigor espermático e teste supravital, 
procedeu-se como descrito para o sêmen in natura.

O choque osmótico (CO) também foi realizado como descrito para o sêmen in natura, entretanto a 
proporção foi modificada, incubando-se 10 µL de sêmen em 100 µL de água destilada por 5 minutos 
e na sequência a amostra foi fixada com 100 µL de formol-salina tamponado(25).

O delineamento estatístico empregado foi inteiramente casualizado(26), no qual os ejaculados foram 
considerados as repetições (n=20) e os diluidores de sêmen foram os tratamentos (n=7). Processou-
se, separadamente, dez ejaculados por animal.

Para a análise estatística das características avaliadas, foi empregado o programa estatístico Statistical 
Analysis System (SAS) – versão 5.0. Assim, realizou-se a seguinte sequência de análises:

a consistência dos dados e a análise descritiva (médias e desvio-padrão) das características de 
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interesse (MT, MP, Vigor, EOS e CO) foram realizadas mediante o emprego do Procedimento 
MEANS (PROC MEANS);
os parâmetros foram analisados quanto à normalidade da distribuição através do teste Shapiro-Wilk;
as variáveis que apresentaram distribuição não normal foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, 
para observação de possíveis diferenças entres os grupos experimentais. Quando essa diferença foi 
verificada, procederam-se o ajuste e a comparação entre os diferentes grupos através do teste de 
Bonferroni;
para as variáveis com distribuição normal, executou-se a análise de variância (ANOVA) utilizando-
se para tanto o Procedimento “General Linear Model” (PROC GLM);
e, para a comparação das médias, empregou-se o teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Para todas 
as análises, foi estabelecido o nível de probabilidade de cinco por cento.

Resultados

As características do sêmen in natura dos ovinos submetidos ao estudo apresentaram-se dentro dos 
padrões mínimos exigidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal(20), com valores médios 
para motilidade total de 88,3%, vigor de 3,6 e 88,4% de espermatozoides morfologicamente normais 
(Tabela 1). 

Os resultados obtidos com a avaliação do sêmen in natura e pós-descongelamento dos diferentes 
tratamentos experimentais encontram-se descritos nas Tabela 1.

A motilidade total (MT) pós-descongelamento dos grupos GL5%+DMA1%; GL4%+DMA2% e 
GL3%+DMA3%, foram semelhantes (P>0,05) ao tratamento controle (GL6%). O diluidor 
GL4%+DMA2% foi o único que promoveu a manutenção da MT pós-descongelação, quando 
comparado com o sêmen in natura (P>0,05).

Assim como verificado para a MT, os tratamentos GL5%+DMA1%, GL4%+DMA2% e 
GL3%+DMA3% foram semelhantes (P>0,05) ao GL6%, quanto a MP. O tratamento 
GL4%+DMA2% manteve a eficiência para a manutenção da cinética espermática, cujo MP não 
diferiu do sêmen in natura.
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Para o vigor espermático, pode-se chamar a atenção que o grupo controle (GL6%) e o tratamento 
com 4% de glicerol associado a 2% de DMA, foram os únicos que proporcionaram vigor espermático 
acima de 3,0, valor mínimo recomendado para sêmen ovino pós-descongelamento(20). 

Não foi encontrado diferença (P>0,05) entre os tratamentos avaliados pós-descongelamento, quanto 
a avaliação da integridade estrutural da membrana plasmática realizada (EOS).

O percentual dos espermatozoides reativos ao choque osmótico (CO) não variou (P>0,05) entre os 
diferentes tratamentos experimentais. Também não houve variação (P>0,05) para defeitos 
espermáticos totais (DT) e maiores (DM).

Discussão

Os estudos que utilizaram a dimetilacetamida como crioprotetores seminais são escassos na espécie 
ovina. Bittencourt(19) avaliou a viabilidade dos espermatozoides criopreservados com esta amida, em 
concentrações de 3% e 6% e comparou com o glicerol a 6%. O autor observou que a DMA na 
concentração mais elevada promoveu efeito deletério importante sobre os parâmetros de MT, MP e 
supravital (EOS). Neste estudo, o sêmen criopreservado com concentrações de amida acima de 4%, 
apesar de apresentarem valores decrescentes de MT, MP e EOS, as diferenças não foram 
significativas quando comparadas aos grupos com menores percentuais de DMA (GL5%+DMA1%). 
Entretanto, verificou-se, em ambos trabalhos, a superioridade do grupo controle GL6% (P<0,05) 
frente aos diluidores que empregaram amida sozinha ou em elevadas concentrações.

Em trabalho mais recente, Vasquez et al.(27) testaram em ovinos a DMA nas concentrações de 2,5%, 
5,0% e 10% em espermatozoides colhidos do epidídimo e mantidos a 4 °C por uma e três horas. Esses 
autores observaram que os parâmetros espermáticos de MP, EOS e CO não apresentaram diferenças 
significativas (P>0,05) entre a DMA nas diferentes concentrações e o controle (Tris-gema de ovo, 
sem crioprotetor ou com glicerol), exceto na DMA a 10% em 1h de incubação. 

O efeito deletério da DMA em concentrações acima de 4%, verificados no presente estudo, discorda 
dos resultados encontrados por Medeiros et al.(9), que utilizaram a DMA na concentração de 5% para 
criopreservação de sêmen da espécie equina. Os autores observaram que, embora não tenha havido 
diferença significativa para a MT entre os diluidores com DMA e glicerol, a amida proporcionou 
valores numéricos superiores (46,6% versus 27,9). Os autores concluíram que essa variação da MT 
poderia ser explicada pelo fato de terem utilizado no estudo reprodutores com baixa tolerância ao 
glicerol.

O benefício da DMA em concentrações superiores também foi observado na criopreservação de 
sêmen em outras espécies. Em trabalho realizado com suínos, Bianchi et al.(17) encontraram médias 
superiores (P<0,05) para DMA (5%) em comparação ao glicerol (3%), nas características de 
motilidade total (53,8 versus 38,1%) e integridade da membrana plasmática (50,9 versus 34,5%), 
avaliados após a descongelação. Neste mesmo trabalho, a DMA não apresentou efeito deletério na 
concentração de 3 e 7% para os mesmos parâmetros supracitados. Em outro estudo, Bianchi et al.(18) 

avaliaram a DMA a 5% e o glicerol a 3% sobre os parâmetros de MP, integridade estrutural da 
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membrana plasmática e CO, além das taxas de concepção e fertilização in vivo em suínos. Não foi 
observada diferença (P>0,05) entre os tratamentos avaliados, entretanto o sêmen congelado com 
DMA a 5% obteve média 10% superior em relação ao glicerol sobre a taxa de fertilização. Em estudo 
com aves, os melhores valores para os parâmetros espermáticos avaliados pós-descongelamento 
foram observados com utilização de DMA em concentrações de 6%(14, 28). Dessa forma pode-se 
observar que, diferente de ovinos, os equinos, suínos e aves apresentaram melhores resultados pós-
descongelamento em meios diluidores que utilizam a DMA em concentrações superiores, 
demonstrando variável tolerância dos espermatozoides aos diferentes níveis desse crioprotetor e sua 
específica toxicidade nas diferentes espécies.

Outros crioprotetores da função química amida foram avaliados para conservação de espermatozoides 
ovinos, dentre eles a dimetilformamida (DMF), metilformamida (MF) e acetamida. A eficácia da 
DMF foi estudada por Moustacas et al.(29) e foi observada grande variação (P<0,05) na motilidade 
progressiva entre os tratamentos com DMF, isolada ou em associação com glicerol e o grupo controle 
(GL5%). Esses autores concluíram que a DMF não apresentou benefícios sobre os espermatozoides 
submetidos a congelamento, mesmo na presença de glicerol na composição dos diluidores. Apesar de 
amidas distintas (DMA versus DMF), os achados do presente trabalho discordam dos relatados por 
Moustacas et al.(29), já que foram obtidos resultados satisfatórios para os grupos com amida associada 
ao glicerol, respeitando o limite máximo de 3% de DMA. 

Graças et al.(30) testaram a metilformamida (MF) em diferentes porcentagens (3, 5, 7 e 9%) e 
avaliaram sua capacidade de proteção sobre o espermatozoide ovino submetido à criopreservação. 
Na etapa de pós-resfriamento, as médias encontradas para os parâmetros de MP e VIG foram 
similares (P<0,05) entre os tratamentos que continham MF e o grupo controle (GL5,3%), contudo, 
após o descongelamento, taxas significativamente menores foram observadas nos grupos com MF, 
exceto a 3% para MP e 3 e 5% para VIG.

Utilizando a acetamida nos meios experimentais de congelação, Silva et al.(31) observaram o efeito 
desse crioprotetor em concentrações de 3 e 5% e comparou ao glicerol a 5%. Para esses autores, os 
tratamentos com a amida foram incapazes de preservar a motilidade progressiva e as estruturas dos 
espermatozoides congelados, tornando as amostras inviáveis para inseminação artificial. Em outro 
trabalho utilizando acetamida (2% e 7%), Silva et al.(32) encontraram médias significativamente 
menores de MP, VIG e integridade estrutural da membrana plasmática em relação ao diluidor com 
glicerol (GL5%). Segundo os autores, o dano osmótico causado pela acetamida possivelmente foi a 
principal causa dos baixos índices de congelabilidade dos espermatozoides ovinos.

Através da literatura científica, fica claro que o glicerol é o crioprotetor mais utilizado e aceito para 
criopreservação de espermatozoide ovino(6,33,34). Isso ocorre em decorrência de diversos fatores, 
dentre eles a composição da membrana plasmática dessa espécie, que possui elevada permeabilidade 
ao glicerol(2), possivelmente relacionada às suas características químicas e peso molecular. Apesar da 
DMA fazer parte de grupo bioquímico diferente do glicerol, observa-se que ambos possuem peso 
molecular semelhantes, com 87,11g/mol e 92,02g/mol, respectivamente, o que poderia justificar os 
resultados satisfatórios com a sua utilização para o sêmen ovino.  

Na avaliação da integridade funcional da membrana plasmática, através do CO, não foram observadas 
diferenças (P>0,05) entre os grupos experimentais, seja com glicerol e amida sozinhos, seja com as 
diferentes associações. Resultados semelhantes para sêmen ovino foram encontrados por Vasquez et 
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al.(27), que testaram a DMA, e Jerez et al.(35) com a DMF em um meio base contendo leite de soja 
desnatado associado ou não ao glicerol. Esses resultados se repetiram quando o estudo foi feito para 
a espécie caprina, em que diluidores com DMF e glicerol não diferiram quanto ao CO(36,37).

A variação do efeito benéfico das diferentes amidas para a manutenção dos parâmetros espermáticos 
em ovinos pós-descongelação também foi observada para o CO, já que, quando a amida utilizada foi 
a metilformamida, percentuais inferiores (P<0,05) de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico 
foram obtidos em relação ao grupo contendo glicerol(30).

Não foram observadas diferenças (P>0,05) sobre os percentuais de defeitos totais (DT) e defeitos 
maiores (DM) nos diferentes tratamentos estudados, após o descongelamento. De acordo com Henry 
e Neves(20), os valores máximos de DT e DM recomendados para espécie ovina são de, 
respectivamente, 20% e 10%. Portanto, apenas o grupo contendo 3% de DMA ultrapassou 
discretamente o percentual de defeitos maiores (10,8%), o que significa que, de uma forma geral, os 
diluidores e associações empregadas foram eficientes para a prevenção de alterações morfológicas 
importantes durante a criopreservação. Já Graças et al.(30), ao utilizarem a MF para a criopreservação 
do sêmen ovino, não obtiveram o mesmo sucesso e apenas o tratamento com glicerol apresentou 
índice de alterações morfológicas dentro do preconizado para a espécie. 

Conclusão

A dimetilacetamida em percentuais até 3%, associada ao glicerol, mostrou-se eficaz para a 
manutenção da viabilidade espermática pós-descongelamento na espécie ovina. Entretanto, foi 
observado efeito deletério da DMA nas concentrações acima de 4% ou quando ela não foi associada 
ao glicerol no diluidor.
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