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EM MEIO BWW PARA CONGELAR SÊMEN EQUINO 

 

 

 

RESUMO 

 

Este é o primeiro trabalho científico que buscou a confecção de um diluidor quimicamente 

definido a partir de modificações do meio BWW a ser utilizado na congelação de sêmen equino. 

A congelação de sêmen equino é uma técnica de reprodução assistida que possibilita a 

conservação de espermatozoides por tempo indeterminado, além de facilitar o transporte e 

maximizar o uso de garanhões, no entanto, esta prática causa redução significativa da 

viabilidade celular. Uma das formas de reduzir os danos estruturais e funcionais provocados 

por este processo, seria através da inclusão de componentes específicos aos diluidores de 

sêmen, o que possibilita aumentar a viabilidade espermática pós-congelação. O objetivo do 

experimento 1, foi a confecção de um novo diluidor, quimicamente definido a partir de 

modificações do meio BWW, com a capacidade de manutenção dos parâmetros espermáticos 

após o processo de congelação e descongelação semelhante a um diluidor comercial a base de 

gema de ovo. Os diluidores BWW para congelação de sêmen preservaram os parâmetros de 

espermatozoides rápidos, VCL, STR, ALH, integridade estrutural, compactação de DNA e 

atividade mitocondrial de forma semelhante ao diluidor a base de gema de ovo (P>0,05). Em 

relação a motilidade, o meio BWW, independente de sua formulação, mostrou-se menos eficaz 

em compração ao meio comercial para preservar a motilidade total e motilidade progressiva 

(P<0,05). O diluidor BWW-II, contendo L-carnitina com ou sem LDL, foi menos eficaz em 

preservar a velocidade média, VAP, VSL, LIN e o percentural de espermatozoides 

morfologicamante normais em relação ao meio comercial contendo gema de ovo (P<0,05). O 

diluidor BWW-II sem LDL promoveu menor preservação de BCF e maior percentual de 

defeitos morfológicos menores (P<0,05). Concluímos que, apesar de manter alguns atributos 

celulares importantes, os meios quimicamente definidos BWW modificado, com a inclusão de 

10% de LDL, DHA e Rosiglitazona, não preservaram de maneira eficiente a viabilidade de 

espermatozoides pós-congelação. Para o experimento 2, o objetivo foi avaliar se a adição dos 

antioxidantes Ergotioneína e Cisteamina ao melhor diluidor do experimento 1 seria capaz de 

melhorar a congelabilidade, preservando as características cinemáticas e funcionais do sêmen 

de garanhões. Os diluidores BWW, ERGO e CIS preservaram menos os parâmetros de 

motilidade total quando comparados ao diluidor comercial a base de gema de ovo (P<0,05). Os 

diluidores BWW e o comercial a base de gema de ovo preservaram de maneira semelhante 

parâmetros cinemáticos de VCL (P>0,05), enquanto os diluidores ERGO e CIS foram menos 

eficazes em relação a VCL (P<0,05). Na avaliação de funcionalidade de membrana, todos os 

diluidores testados promoveram menor preservação da integridade funcional de membrana em 

relação ao diluidor comercial (P<0,05). Nos parâmetros de integridade estrutural, compactação 

de DNA e morfologia espermática todos os diluidores preservaram de modo semelhante 

(P>0,05). Diante dos resultados apresentados, concluímos que os diluidores com meio BWW 

com associações dos antioxidantes ergotioneína e cisteamina nas concentrações de 5mM e 

5mM, respectivamente, não promoveram manutenção da cinética espermática, além de 

promover redução da integridade funcional da membrana plasmática pós-congelação. Assim 

sendo, apesar do seu pontencial de preservação, faz-se necessário mais estudos a fim de 

encontrar uma concentração mais adequada de antioxidantes. 

 

 

Palavras-chave: Antioxidantes; criopreservação; diluidor; espermatozoide; garanhão. 



 

ADDITION OF LDL, DHA, ROSIGLITAZONE, ERGOTHIONINE OR 

CYSTEAMINE IN BWW MEDIUM FOR FREEZING EQUINE SEMEN 

 

 

 

ABSTRACT 

 

This is the first scientific study to develop a chemically defined extender based on modifications 

to the BWW medium for use in equine semen cryopreservation. Equine semen cryopreservation 

is an assisted reproduction technique that allows for the indefinite preservation of spermatozoa, 

facilitates transportation, and maximizes the use of stallions. However, this practice 

significantly reduces cell viability. One way to minimize the structural and functional damage 

caused by this process is through the inclusion of specific components in semen extenders, 

which can increase sperm viability post-thawing.The objective of Experiment 1 was to create a 

new chemically defined extender, based on modifications to the BWW medium, capable of 

maintaining sperm parameters after the freezing and thawing process at levels comparable to a 

commercial egg yolk-based extender. The BWW extenders for semen cryopreservation 

preserved parameters such as rapid spermatozoa, VCL, STR, ALH, structural integrity, DNA 

compaction, and mitochondrial activity similarly to the egg yolk-based extender (P>0.05). 

However, regarding motility, the BWW medium, regardless of its formulation, was less 

effective than the commercial extender in preserving total motility and progressive motility 

(P<0.05). The BWW-II extender, containing L-carnitine with or without LDL, was less 

effective in preserving average velocity, VAP, VSL, LIN, and the percentage of 

morphologically normal spermatozoa compared to the commercial egg yolk-based extender 

(P<0.05). The BWW-II extender without LDL showed poorer preservation of BCF and a higher 

percentage of minor morphological defects (P<0.05).We concluded that, despite maintaining 

some important cellular attributes, the modified BWW chemically defined media, with the 

inclusion of 10% LDL, DHA, and Rosiglitazone, did not efficiently preserve sperm viability 

post-thawing. In Experiment 2, the objective was to evaluate whether adding the antioxidants 

Ergothioneine and Cysteamine to the best extender from Experiment 1 could improve 

cryopreservation outcomes, preserving the kinematic and functional characteristics of stallion 

semen. The BWW, ERGO, and CIS extenders were less effective in preserving total motility 

parameters compared to the commercial egg yolk-based extender (P<0.05). The BWW and 

commercial egg yolk-based extenders preserved kinematic parameters such as VCL similarly 

(P>0.05), whereas the ERGO and CIS extenders were less effective in preserving VCL 

(P<0.05). Regarding membrane functionality, all tested extenders showed less preservation of 

functional membrane integrity compared to the commercial extender (P<0.05). For structural 

integrity, DNA compaction, and sperm morphology parameters, all extenders performed 

similarly (P>0.05). Based on the presented results, we concluded that BWW-based extenders 

with the inclusion of the antioxidants Ergothioneine and Cysteamine at concentrations of 5 mM 

and 5 mM, respectively, did not maintain sperm kinematics and reduced the functional integrity 

of the plasma membrane post-thawing. Therefore, further studies are needed to determine a 

more suitable antioxidant concentration. 

 

 

 

 Keywords: Antioxidants; cryopreservation; extender; stallion; spermatozoa. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Para garantir o sucesso no processo de criopreservação, evitar e/ou reduzir os danos 

celulares aos espermatozoides, muitos estudos têm sido realizados a fim de se obter uma 

formulação de um diluidor de sêmen ideal que garanta a proteção da célula contra o choque frio 

e forneça aporte energético para manutenção da viabilidade espermática em condições 

desfavoráveis (AGUIAR et al., 2020; BAHRAMI et al., 2020; ORTIZ-RODRÍGUEZ  et al., 

2021).  

Os meios utilizados para a diluição do sêmen para a criopreservação são compostos por 

substâncias que atuam contra os efeitos deletérios das oscilações da temperatura; os principais 

componentes da formulação são gema de ovo, leite desnatado, açúcares, eletrólitos e glicerol 

em diferentes concentrações (OLIVEIRA et al., 2013). O leite desnatado é o principal 

componente dos diluidores confeccionados nos processos de refrigeração, por apresentar alto 

teor de lipoproteínas, o que permite a estabilização da membrana celular do espermatozoide, 

além de ser de baixo custo e fácil acesso (CASTRO et al., 2017). A gema de ovo é uma fonte 

lipídica com capacidade de proteger o espermatozoide contra o choque frio, porém devido à 

alta variabilidade de fatores como nutrição, idade e linhagem do animal, podem apresentar 

alteração na composição de lipídeos. Dessa forma um componente mais específico, as 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) da gema do ovo vêm sendo utilizada em processos de 

congelação de sêmen (CONSUEGRA et al., 2019).  

 No entanto, existe uma preocupação com a formulação de diluidores com constituintes 

de origem animal pelos riscos sanitários, uma vez que o transporte de material genético pode 

favorecer a proliferação e disseminação de microorganismos patológicos (PAPA; FELICIO, 

2011) além de não apresentarem uma composição quimicamente definida (PLANTE et al., 

2015). Nesse sentido, a formulação de diluidores quimicamente definidos oferece maior 

segurança biológica e apresenta um meio com composição padronizada. Um meio 

quimicamente definido, descrito por Biggers, Whitten, e Whittingham (BWW) modificado por 

Gibb et al. (2015), foi testado em sêmen equino, suplementado com L-carnitina e Piruvato de 

Sódio em temperatura ambiente, em que apresentou manutenção dos valores cinemáticos por 

72 horas em relação aos meios tradicionais. Entretanto este meio ainda não foi confeccionado 

para a utilização em processos de criopreservação como a congelação.  
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Para promover um ambiente favorável a sobrevivência do espermatozoide durante a 

passagem da temperatura ambiente até as faixas baixas, é necessária a inclusão de substâncias 

que possam fornecer estabilização da membrana, energia para o metabolismo celular, evitar a 

desidratação severa, peroxidação lipídica, formação de espécie reativas de oxigênio. O ácido 

docosahexaenoico (DHA) é um ácido graxo poliinsaturado (PUFAs) presente na membrana do 

espermatozoide (STEVEN et al., 2005), que devido ao processo de criopreservação sofre 

peroxidação lipídica e provoca redução dos seus níveis nas membranas espermáticas 

(CEROLINI; MALDJIAN; GLIOZZI, 2001). A suplementação de DHA promove aumento dos 

valores de cinética espermática, da motilidade total, motilidade progressiva em sêmen 

refrigerado e congelado (BRISKO et al., 2005).  

A rosiglitazona é uma substância antidiabética (SWENGE et al., 2016) que promove 

melhora a sensibilidade à insulina (HALLSTEN et al., 2002), restauração da flexibilidade 

metabólica (HORAKOVA et al., 2012) e aumenta a captação celular de glicose (LENNON et 

al., 2016). Após a criopreservação, os espermatozoides apresentam redução do consumo de 

oxigênio mitocondrial, provocando atividade mitocondrial prejudicada devido ao estresse 

oxidativo e ao dano osmótico pós-congelação (DARR et al., 2016). Assim, os espermatozoides 

criopreservados apresentam menor motilidade e menor teor de ATP comprometendo sua 

funcionalidade e por fim sua capacidade fertilizante. A suplementação de rosiglitazona ao meio 

diluidor mantem a fosforilação, promove melhora da funcionalidade mitocondrial e aumento 

da atividade glicolítica de espermatozoides equinos (ORTIZ-RODRÍGUEZ et al., 2019).  

Durante a criopreservação, os espermatozoides sofrem estresse oxidativo devido ao 

excesso de produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), reduzindo o potencial de 

fertilidade do sêmen congelado (VALENTINA et al., 2020). Os antioxidantes são utilizados 

para proteger os espermatozoides de possíveis lesões provocadas pelo estresse oxidativo que 

ocorrem durante todas as etapas da criopreservação (SICHERLE et al., 2020). A ergotioneína 

é um antioxidante natural, que vem demonstrando resultados promissores devido a sua grande 

capacidade antioxidante (SOTGIA et al., 2020). Sua atuação funciona através da eliminação de 

radical hidroxila (OH) e inibição da geração dependente de íons de ferro ou cobre de • OH a 

partir do peróxido de hidrogênio (AKANMU et al., 1991). A cisteamina é um antioxidante do 

grupo tiol, conhecido por sua potente capacidade de eliminar radicais livres e auxiliar o estado 

redox nas células( GUÉRIN et al., 2001), levando ao aumento absorção de cisteína e 

consequentemente gera aumento da  síntese de glutationa (DAGHIGH KIA et al., 2021; 

ISSELS et al., 1988). Além disso, a cisteamina leva ao aumento da capacidade antioxidante e 

também a motilidade de espermatozoides (BUCAK et al., 2007). 
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Levando em consideração que ainda não existem formulações diluidoras que preservem 

de forma eficiente o sêmen de todos os equinos durante o processo de criopreservação, 

objetivou-se com este estudo avaliar se o meio BWW desenvolvido por Biggers, Whitten, e 

Whittingham, depois de ter passado por algumas modificações, pode ser usado para congelação 

de sêmen equino preservando características de viabilidade importantes para o processo de 

fecundação, depois da inclusão de algumas substâncias como o glicerol, a dimetilformamida, 

as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) extraída da gema de ovo de galinha, o ácido 

docosahexaenoico (DHA), a rosaglitazona e os antioxidantes, ergotioneína ou cisteamina. 
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 2 OBJETIVO GERAL 

Avaliar se o meio BWW, quimicamente definido, desenvolvido por Biggers, Whitten, e 

Whittingham, com as modificações em sua formulação, pode ser usado para congelação de 

sêmen equino, preservando características de viabilidade importantes para o processo de 

fecundação como os meios contendo gema de ovo, depois da inclusão de algumas substâncias 

como o glicerol, a dimetilformamida, a lipoproteína de baixa densidade (LDL) extraída da gema 

de ovo de galinha, o ácido docosahexaenoico (DHA), a rosaglitazona e os antioxidantes, 

ergotioneína ou cisteamina. 

 

 

3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

cinemática dos espermatozoides pós-congelação; 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

integridade estrutural de membrana plasmática e acrossomal pós-congelação; 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

integridade funcional de membrana plasmática pós-congelação; 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

atividade mitocondrial pós-congelação; 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

compactação de DNA pós-congelação; 

A inclusão de concentrações de LDL, Rosiglitazona, do ácido docosa-hexaenóico, 

Ergotioneína e Cisteamina na formulação do diluidor base BWW modificado preserva a 

morfologia espermática pós-congelação. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 ESPERMATOZOIDE 

A comercialização de doses de sêmen de garanhões de alto valor econômico e 

zootécnico é o principal pilar na indústria equina, sendo a inseminação artificial a tecnologia 

reprodutiva mais amplamente utilizada, que, além disso, constitui a base para a transferência de 

embriões e produção in vitro de embriões (PEÑA et al.,2024). São considerados viáveis, 

aqueles espermatozoides capazes de chegar ao local de fertilização, se ligar ao oócito, fertilizar 

e transportar material genético para o adequado desenvolvimento embrionário (KRAWETZ, 

2005). Para desenvolverem esta capacidade e realizar estas tarefas, é necessário que os 

espermatozoides adquiram determinadas características estruturais e funcionais específicas 

(ALVES; CELEGHINI; CLÉMENCE, 2020). 

 Estruturalmente, o espermatozoide é dividido em cabeça e cauda (Figura 1). A cabeça 

é segmentada em região acrossômica, porção equatorial, região pós-acrossômica e anel 

posterior, esta região é uma espécie de transição entre a cabeça e a cauda. As estruturas 

presentes na cabeça do espermatozoide são núcleo, acrossoma e partículas citosólicas. O núcleo 

contém o material genético altamente condensado. Essa compactação é facilitada pela 

substituição de histonas por protaminas, tornando o DNA mais denso e quimicamente estável 

(BEDFORD, 2004). O acrossomo é uma vesícula de conteúdo acrossômico, constituído 

principalmente de enzimas hidrolíticas (FLESCH; GADELLA, 2000), está envolto por uma 

membrana acrossomal externa e uma membrana acrossomal interna. A membrana acrossomal 

interna está em aposição próxima a membrana nuclear, enquanto a membrana acrossomal 

externa está subjacente à membrana plasmática.  

A cauda é segmentada em colo ou peça de conexão, peça intermediária, peça principal 

e peça terminal (VARNER; GIBB; AITKEN; 2014). Estão presentes na cauda, na região do 

colo, um par de centríolos, importantes organelas para o desenvolvimento embrionário 

(AVIDOR-REISS; FISHMAN, 2019). Também compõe estruturas do flagelo, o axonema, 

fibras densas externas, bainha fibrosa e as mitocôndrias. Podem existir, cerca de 22 a 75 

mitocôndrias dentro da peça intermediária, a depender da espécie, capazes de gerar energia 

necessária para que o espermatozoide percorra o trato reprodutiva da fêmea, chegue ao sítio de 

ligação e fertilize o oócito (SONG; LEWIS, 2008). 

Revestindo internamente, toda a porção da cauda está localizado o axonema, composto 

por nove pares periféricos e um par central de microtúbulos (INABA, 2003). Entre a peça 

intermediária e a peça principal está presente o ânulo, região em que a bainha mitocondrial é 

https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Varner/D.+D.
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gibb/Z.
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Aitken/R.+J.
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substituída pela bainha fibrosa. Por toda a extensão da célula, existe uma membrana plasmática, 

entretanto a composição desta vai variar de acordo com os domínios regionais e função que irá 

desempenhar, como por exemplo: obtenção da motilidade ativada, motilidade hiperativada, 

penetração na matriz cúmulo-oóforo, adesão espermatozoide-zona, reação acrossomal 

(VARNER; GIBB; AITKEN; 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da estrutura do espermatozoide. 

(https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental 

biology/articles/10.3389/fcell.2020.00791/full) 

 

A membrana plasmática dos espermatozoides é composta basicamente por 70% de 

fosfolipídios, 25 % de lipídeos neutros, 5% de glicolipídeos e variadas proteínas (MANN et al., 

1981;). Os fosfolipídeos são considerados moléculas anfipáticas, ou seja, possuem uma 

extremidade sendo a mais externa hidrofílica ou polar, voltada para o meio externo e a interna 

hidrofóbica ou apolar (SQUIRES et al., 1999). Os fosfoglicerolipídios variam em estrutura 

molecular devido a diferentes grupos de cabeça polar na posição sn-3 da estrutura do glicerol 

(classes de fosfolipídios). Os fosfolipídios podem ser divididos em fosfoglicerolipídios e 

esfingomielina. Cada classe de fosfolipídios compreende uma série de espécies moleculares 

devido a diferentes cadeias alifáticas acil-, alquila ou alquila-/-enila ligadas às posições sn-1 ou 

sn-2 da estrutura do glicerol (espécies de fosfolipídios) (FLESCH; GADELA, 2000). As 

proteínas também são dispostas em proteínas integrais e proteínas periféricas. As proteínas 

https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Varner/D.+D.
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gibb/Z.
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Aitken/R.+J.
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periféricas são consideradas solúveis em água e no sêmen e podem ser removidas sem 

dificuldade. Já as proteínas integrais, necessitam de substâncias solventes ou detergentes para 

serem retiradas (WATSON, 1981).  

O transporte de moléculas para dentro da membrana plasmática ocorre através de poros 

ou canais formados pelas proteínas. Em regiões da membrana em que não há poros ou canais, 

o transporte de moléculas é pouco ou nulo. Na fase de refrigeração, pode ocorrer um desarranjo 

na conformação da membrana plasmática, levando a uma desorganização nas cadeias de 

fosfolipídeos e proteínas, resultando, assim, numa passagem rápida de moléculas pela 

membrana, que passariam de uma forma lenta. A membrana plasmática é fluida à temperatura 

corporal. A presença dos fosfolipídeos confere fluidez, o que permite ser capaz de realizar a 

movimentação lateral (AMANN; PICKETT, 1987). 

O metabolismo espermático e a respiração celular desempenham um papel central na 

manutenção da motilidade, viabilidade e capacidade fecundante dos espermatozoides equinos. 

Essas células dependem de duas principais vias metabólicas: a glicólise e a fosforilação 

oxidativa (OXPHOS). Alguns estudos destacam as particularidades dessas vias no metabolismo 

equino e os desafios enfrentados durante processos como a criopreservação (AMARAL et al., 

2016; DÁVILA et al., 2015). O metabolismo energético dos espermatozoides equinos baseia-

se em dois processos principais: glicólise, que ocorre no citoplasma, é essencial em condições 

de baixo oxigênio. Ela utiliza substratos como glicose e frutose, comuns no plasma seminal e a 

fosforilação oxidativa (OXPHOS), realizada nas mitocôndrias localizadas na peça 

intermediária dos espermatozoides, é altamente eficiente na geração de ATP e crítica para 

sustentar a motilidade espermática em trajetos mais longos, como no trato reprodutivo feminino 

Os espermatozoides equinos são mais dependentes da fosforilação oxidativa do que os de outras 

espécies, como bovinos e suínos, devido à maior densidade mitocondrial presente na peça 

intermediária (AMARAL et al., 2016). 

Os principais substratos utilizados pelos espermatozoides equinos incluem: a glicose e 

a frutose, que alimentam a glicólise. Já o piruvato e o lactato, exercem papéis importantes para 

a fosforilação oxidativa. Roverato et al. (2019) destacaram que o uso combinado de glicose e 

piruvato em diluidores seminais melhora a viabilidade espermática, favorecendo tanto a 

glicólise quanto a OXPHOS durante o armazenamento. Embora a fosforilação oxidativa seja 

eficiente na produção de ATP, ela também gera espécies reativas de oxigênio (EROs) como 

subprodutos. Em níveis fisiológicos, as EROs desempenham funções importantes, como na 

capacitação espermática e na reação acrossômica. Contudo, o excesso dessas espécies pode 
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induzir estresse oxidativo, causando danos à membrana plasmática, à estrutura do DNA e à 

integridade mitocondrial (BAUMBER et al., 2020). 

As EROs desempenham um papel crucial na função espermática, com mecanismos 

específicos para geração de ROS por meio da oxidase dependente de NAD(P)H (SABEUR; 

BALL, 2007). Além disso, os espermatozoides equinos produzem ATP principalmente por 

meio da fosforilação oxidativa mitocondrial, que é mais eficiente em comparação à glicólise 

(LANÇONI et al., 2021). Várias técnicas foram desenvolvidas para melhorar a função e a 

fertilidade dos espermatozoides equinos. Por exemplo, a adição de piruvato ao meio contendo 

lactato pode melhorar a motilidade dos espermatozoides, mas pode reduzir os espermatozoides 

vivos reagidos ao acrossoma (RAMÍREZ‐AGÁMEZ et al., 2023). Outro fator que influencia é 

a presença de espécies reativas de oxigênio, em que podem afetar a motilidade, viabilidade, 

integridade acrossômica, potencial de membrana mitocondrial e peroxidação lipídica da 

membrana do espermatozoide equino, destacando a importância do gerenciamento do estresse 

oxidativo para manter a qualidade dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2000; CABRERA 

et al., 2018).  

A criopreservação do sêmen equino é um processo crítico, que pode comprometer o 

metabolismo espermático: A atividade mitocondrial é reduzida, prejudicando a fosforilação 

oxidativa. A produção de EROs aumenta significativamente, promovendo estresse oxidativo e 

danos celulares A glicólise torna-se a principal via energética durante o armazenamento devido 

à menor eficiência mitocondrial (SOUZA et al., 2021). Vale ressaltar que os danos espermáticos 

ou alterações em sua morfologia podem produzir espécies reativas de oxigênio (ROS) em 

excesso, levando potencialmente à redução da fertilidade e a alterações relacionados à 

preservação do sêmen (BALL et al., 2001)  

Durante o processo de criopreservação, o espermatozoide passa por diversas alterações 

físicas e bioquímicas que podem comprometer sua funcionalidade. Essas alterações são 

causadas principalmente pela refrigeração, congelação e descongelação, que submetem as 

células aos estresses térmicos, osmóticos e mecânicos.  

As principais mudanças que ocorrem no espermatozoide durante a criopreservação são: 

a) alterações na membrana plasmática, poisa membrana plasmática do espermatozoide é 

altamente vulnerável à congelação e descongelação devido à sua composição rica em ácidos 

graxos poli-insaturados. Durante o processo, ocorrem mudanças na fluidez da membrana, 

aumentando o risco de provocar perda de integridade estrutural. A criopreservação pode 

desestabilizar a membrana plasmática, tornando-a mais suscetível a danos oxidativos e à perda 

de seletividade iônica, o que compromete a viabilidade celular. Além disso, a congelação pode 
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levar à formação de microfissuras na membrana, dificultando a capacitação e a fusão com o 

oócito (WATSON, 2000); b) formação de cristais de gelo; durante a congelação, a água no meio 

extracelular e intracelular se solidifica, o que pode causar a formação de cristais de gelo. Esses 

cristais podem perfurar organelas e a membrana plasmática, levando à morte celular. De acordo 

com Mazur (1984), a formação de cristais de gelo intracelulares é o principal mecanismo de 

lesão durante a criopreservação. A taxa de congelação adequada é essencial para minimizar a 

formação de gelo intracelular, favorecendo a desidratação celular controlada; c) estresse 

osmótico, pois a refrigeração e a congelação expõem os espermatozoides as alterações 

osmóticas significativas. Durante a congelação lenta, a água intracelular sai da célula para 

equilibrar a concentração de solutos no meio extracelular. Esse processo, se excessivo, pode 

causar colapso celular. O estresse osmótico causado pelas rápidas mudanças na concentração 

de solutos durante a congelação e a descongelação pode levar à ruptura da membrana e ao 

comprometimento funcional do espermatozoide (HAMMERSTEDT et al.,1990); d) alterações 

nos componentes intracelulares, em decorrência da congelação e descongelação podem 

provocar danos às organelas internas do espermatozoide, como o acrossoma e as mitocôndrias. 

Esses danos podem comprometer a capacidade de fertilização, já que o acrossoma é necessário 

para a penetração no oócito, e as mitocôndrias fornecem energia para a motilidade. O acrossoma 

é particularmente suscetível aos danos estruturais durante a congelação, o que pode prejudicar 

sua capacidade de realizar a reação acrossômica no momento da fertilização (HOLT E NORTH, 

1994); e) produção de EROs, que podem causar peroxidação lipídica na membrana plasmática, 

além de danos ao DNA. Lopes et al. (2009) afirmaram que, o aumento na produção de EROs 

durante a congelação e a descongelação é um dos principais fatores que limitam a viabilidade 

e a integridade do DNA dos espermatozoides; f) perda de motilidade e viabilidade. Essas 

alterações são reflexo dos danos cumulativos sofridos durante o processo de criopreservação. 

A perda de motilidade e integridade pós-descongelação é resultado de uma combinação de 

danos osmóticos, térmicos e oxidativos, que afetam tanto a estrutura quanto a função dos 

espermatozoides (ANDRABI, 2007). 

A criopreservação de espermatozoides envolve desafios biofísicos e bioquímicos que 

afetam sua viabilidade, motilidade e capacidade de fertilização. A formação de cristais de gelo 

é um dos principais desafios durante a criopreservação. Durante a congelação, a água presente 

no espermatozoide pode formar cristais de gelo intracelulares e extracelulares, que podem 

perfurar membranas celulares e causar danos estruturais. O uso de crioprotetores, como glicerol 

e dimetilsulfóxido (DMSO), ajudar a reduzir a formação de cristais de gelo (MAZUR, 2004).  
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Durante a exposição aos crioprotetores e o processo de congelação, há fluxos osmóticos 

intensos, causando encolhimento ou inchaço dos espermatozoides. A perda de volume celular 

excessiva pode comprometer a funcionalidade da membrana, como consequência, o estresse 

osmótico pode resultar em danos irreversíveis à membrana plasmática, comprometendo a 

integridade celular (WATSON, 2000).  

Outra função celular que pode sofrer com impactos com a congelação é a motilidade 

espermática. A motilidade é dependente da atividade mitocondrial, uma vez que as 

mitocôndrias são essenciais para a produção de ATP, fornecendo assim energia para a 

movimentação dos espermatozoides. No entanto, estresse térmico causado durante a 

congelação pode danificar essa organela, reduzindo a motilidade espermática e comprometendo 

sua capacidade de fertilização (O’CONNELL et al., 2002. Outro efeito deletério provocado 

pela congelação é a produção excessiva de EROs, orinda da peroxidação lipídica e danos ao 

DNA espermático.  

Como consequência, existe comprometindo da integridade do material genético e maior 

risco de redução à taxa de fertilização (AGARWAL; SAID 2005). As mudanças de 

temperaturas que ocorrem durante a criopreservação podem alterar a fluidez da membrana 

plasmática, reduzindo sua capacidade de interagir com o óvulo e diminuindo sua capacidade de 

fertilização (HOLT, 2000). O desafio final do processo de criopreservação para o 

espermatozoide, é a descongelação. Após esse processo, a taxa de sobrevivência pode variar 

entre 30-70%, dependendo do protocolo utilizado e da qualidade inicial do sêmen. A baixa 

viabilidade pós-descongelamento pode comprometer a eficácia da reprodução assistida 

(ISACHENKO et al., 2004). 

4.2 CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN 

A criopreservação de sêmen equino é uma técnica essencial na reprodução assistida, 

pois permite o armazenamento de espermatozoides a temperaturas extremamente baixas por 

longos períodos de tempo. Essa biotecnologia oferece vantagens significativas, como a 

possibilidade de transporte do material genético a longas distâncias, a criação de bancos 

genéticos de garanhões de alto valor e a preservação de raças específicas ou ameaçadas de 

extinção. (OLIVEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2014). A criopreservação também contribui 

para minimizar perdas econômicas advindas da morte de reprodutores de alto valor comercial 

ou que participem de programas de revitalização de raças, para a preservação contra a extinção 

de raças nativas e conservação de espécies ameaçadas (WATSON, 2000; DOMENICO et al., 

2015). 
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Existem diversas vantagens na utilização de sêmen congelado, especialmente no manejo 

reprodutivo de cavalos, entre elas podemos citar: a) preservação genética a longo prazo, uma 

vez que, a congelação permite preservar o material genético de garanhões valiosos, garantindo 

que sua genética possa ser utilizada por muitas gerações (LOOMIS;GRAHAM, 2008); b) 

facilidade de transporte internacional, pois tratando-se de sêmen congelado pode ser 

transportado facilmente para diferentes regiões ou países, reduzindo custos e riscos associados 

ao transporte de animais vivos (VARNER et al., 2012); c) redução do risco de transmissão de 

doenças. O uso de sêmen congelado reduz o contato direto entre animais, diminuindo o risco 

de transmissão de doenças sexualmente transmissíveis (SAMPER, 2009); d) disponibilidade 

contínua do sêmen. Mesmo durante períodos de indisponibilidade do garanhão (competição, 

doença ou morte), o sêmen congelado permite que ele continue a contribuir para programas de 

reprodução (SILVA & GADELLA, 2006); e) maximização da eficiência reprodutiva. O sêmen 

congelado pode ser usado em diferentes momentos, permitindo maior flexibilidade para 

inseminações em relação ao ciclo estral das éguas (SQUIRES et al., 2003). 

Apesar dos inúmeros benefícios, a criopreservação de sêmen é um processo desafiador 

ao espermatozoide, uma vez que pode causar danos celulares, resultando em redução da 

motilidade, integridade da membrana plasmática e viabilidade. Esses efeitos deletérios são 

atribuídos ao estresse térmico, mecânico, químico e osmótico que as células espermáticas 

sofrem durante o processo (OLIVEIRA et al., 2013). Para reduzir esses efeitos adversos, 

pesquisas têm focado no desenvolvimento de diluentes e crioprotetores mais eficazes. Estudos 

indicam que o uso de amidas como crioprotetores penetrantes nos diluentes seminais pode levar 

a um incremento na motilidade espermática pós-descongelamento e melhorar a preservação da 

integridade das membranas plasmáticas em comparação com o glicerol tradicionalmente 

utilizado (TERRACIANO et al., 2008). Além disso, a eficácia da criopreservação pode variar 

entre indivíduos e mesmo entre ejaculados do mesmo animal, destacando a importância de 

pesquisas contínuas para melhorar os protocolos de criopreservação e manter a viabilidade 

espermática na descongelação (GUIMARÃES et al., 2018).  Alguns garanhões apresentam 

sêmen com alta congelabilidade, enquanto outros mostram resultados insatisfatórios. Essa 

diferença destaca a importância de protocolos personalizados, ajustando diluidores, 

crioprotetores e curvas de congelação para cada indivíduo, visando otimizar a viabilidade e 

fertilidade dos espermatozoides após o descongelamento (VIDAMENT et al., 1997). 

A tecnologia envolvida na criopreservação permite que células espermáticas, tecidos ou 

embriões sejam armazenados em temperaturas abaixo do ponto de congelação da água, 

reduzindo o metabolismo celular e preservando as células por tempo indefinido (DOMENICO 
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et al., 2015). Os princípios da criopreservação de sêmen equino envolvem fundamentos 

biológicos e tecnológicos destinados a preservar a viabilidade dos espermatozoides durante a 

congelação e a descongelação. Esses princípios são aplicados para minimizar os danos 

estruturais e funcionais causados pelos processos de refrigeração, congelação e posterior 

descongelação. Um dos principais fatores a ser considerado durante a congelação, é o controle 

preciso das curvas de congelação para garantir a viabilidade e fertilidade dos espermatozoides 

após a descongelação. Um estudo avaliando o efeito de diferentes taxas de congelação no sêmen 

de garanhões com baixa resistência a congelabilidade da raça Mangalarga Marchador 

demonstrou que ao utilizar curvas de congelação mais rápidas, como -25°C/min entre 5°C e -

100°C, causaram menos danos aos espermatozoides em comparação com curvas mais lentas.  

Ficou evidente no estudo que, o uso de curvas de congelação mais rápida, promoveu melhores 

parâmetros de cinética espermática, provando que curvas mais rápidas são mais indicadas para 

manter a viabilidade seminal na criopreservação seminal dessa raça (VITA et al., 2019). Outros 

estudos indicam que a taxa de congelação ótima para sêmen equino pode variar entre -20°C/min 

e -100°C/min, dependendo de fatores individuais e raciais dos garanhões (SIEME et al., 2008).  

O sêmen é inicialmente refrigerado até cerca de 5°C antes de ser congelado, este 

processo deve ser realizado de forma gradual, podendo utilizar uma taxa de refrigeração 

variável em torno de valores iguais ou inferiores a 0,05ºC/min (PICKETT; AMANN, 1993),  

0,25ºC/min (PAPA,2020) até 0,1 a 0,3ºC/minuto e controlada para evitar o choque térmico. 

Este momento da refrigeração é considerado a primeira fase crítica ao espermatozoide, 

denominada fase de transição, pois neste momento ocorre modificações estruturais em que a 

célula passa do estado cristalino para o estado semelhante a gel (MAZUR, 1970; WATSON, 

1979; GRAHAM, 1996).  

Durante este período, ocorrem modificações na conformação de fosfolipídeos de 

membrana, o que pode provocar à formação de novos arranjos de moléculas, como a 

configuraçãohexagonal II em que os fosfolipídeos não integrantes movimentam suas cabeças 

do grupamento polar para o centro e as caudas hidrocarbonadas ficam expostas. Essa 

configuração forma pontos de fragilidade na membrana plasmática, tornando a barreira de 

permeabilidade mais sensível, aumentando o risco de ruptura da membrana, causando perda de 

substâncias essências ao funcionamento do espermatozoide, desnaturação de proteínas 

responsáveis pela entrada e saída de moléculas entre os meios intra e extracelulares (AMANN; 

PICHETT, 1987). Estudos demonstram que a taxa de resfrigeração influencia diretamente a 

integridade da membrana espermática e a motilidade após a descongelação (CONTRI et al., 

2013).  
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Os espermatozoides equinos são particularmente sensíveis aos danos causados pelo 

processo de congelação e descongelação, exigindo o uso de diluidores e crioprotetores 

específicos para garantir sua viabilidade e fertilidade (VARNER et al., 2015). Visando 

minimizar as lesões causadas pela diminuição abrupta de temperatura nos processos 

criopreservação, a adição de diluidores torna-se extremamente necessária. Eles são formulados 

para manter a viabilidade celular e reduzir danos oxidativos e osmóticos. Os diluidores possuem 

uma combinação de substâncias crioprotetores que, quando adicionadas ao sêmen, depois da 

retirada do líquido seminal, auxiliam na proteção dos espermatozoides na congelação, 

protegendo-os contra a formação de cristais de gelo intra e extracelulares, além de outros danos 

estruturais (OLIVEIRA, et al., 2013). 

 Os crioprotetores são substâncias essenciais na criopreservação de sêmen equino, pois 

minimizam os danos celulares causados pelo congelação e descongelação. Eles podem ser 

classificados em penetrantes e não penetrantes. Os crioprotetores penetrantes são pequenas 

moléculas que com capacidade de atravessar a membrana celular e proteger contra a formação 

de cristais de gelo intracelulares. São eles o glicerol, o propilenoglicol, o etilenoglicol, a 

acetamida e outras amidas, o 1,2 propanodiol e o dimetilsulfóxido. Os mais utilizados no sêmen 

equino são o glicerol, sendo ele o crioprotetor mais comumente utilizado, geralmente em 

concentrações de 2% a 5% (LOOMIS, 2006) que, apesar de seus efeitos tóxicos quando 

utilizados em concentrações inadequadas, é eficaz na defesa contra as lesões da congelação. 

Por ser uma molécula de baixo peso molecular que permite atravessar a membrana plasmática, 

sua ação consiste em reduzir a formação de cristais de gelo intracelulares (OLIVEIRA, et al, 

2017). O glicerol substitui a água no interior da célula, reduzindo o volume intracelular e 

impedindo a formação de cristais de gelo. Isso preserva a integridade da membrana plasmática 

e das organelas espermáticas durante a congelação e descongelação (GARCÍA et al., 2020). 

Também é utilizado o dimetilsulfóxido (DMSO), alternativa ao glicerol, com maior 

permeabilidade celular, mas pode causar toxicidade em algumas condições (GARCÍA et al., 

2012) e o etilenoglicol, o qual apresenta menor toxicidade e melhor permeabilidade que o 

glicerol, sendo estudado como substituto potencial (PAPA et al., 2011).  

Para reduzir esses efeitos adversos, pesquisas têm focado no desenvolvimento de 

diluentes e crioprotetores mais eficazes. Estudos indicam que o uso de amidas como 

crioprotetores penetrantes nos diluentes seminais pode levar a um incremento na motilidade 

espermática pós-descongelação e preserva a a integridade das membranas plasmáticas em 

comparação com o glicerol tradicionalmente utilizado (TERRACIANO et al., 2008). A 

dimetilformamida, é conhecida por diminuir de forma significativa os efeitos deletérios da 
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congelação (MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES et al., 2004). Isso é atribuído ao seu menor 

peso molecular em comparação aos crioprotetores como o glicerol e, portanto, ao seu maior 

potencial de atravessar a membrana plasmática; resultando em um equilíbrio mais rápido entre 

as regiões intra e extracelulares e, teoricamente, em um menor potencial de gerar danos aos 

espermatozoides por choque osmótico (MOFFET et al., 2003). O uso de dimetilformamida 

proporcionou um aumento pós-descongelamento na motilidade dos espermatozoides e na 

integridade da membrana plasmática, em comparação ao uso de glicerol (VIDAMENT et al., 

2002; MESA; HENAO, 2012). 

Outras substâncias consideradas crioprotetores não penetrantes também são utilizadas, 

elas não entram na célula, mas atuam protegendo a membrana plasmática e reduzindo o estresse 

osmótico. São elas a gema de ovo, frequentemente utilizada devido às suas lipoproteínas, 

promovendo proteção à membrana celular contra os danos pela congelação (VIDAMENT et 

al., 2000). Normalmente adicionada aos diluidores em concentrações entre 10 e 20%, devido à 

presença de componentes como as lipoproteínas de baixa densidade, que estabilizam a 

membrana plasmática dos espermatozoides e evitam danos causados por choques térmicos 

(MEDEIROS et al., 2002). O leite desnatado por conter proteínas e outros compostos que 

estabilizam a membrana plasmática dos espermatozoides durante a criopreservação, reduzindo 

a perda de integridade e funcionalidade (AMANN; PICKETT, 1987). Açúcares como a trealose 

e a sacarose protegem os espermatozoides contra o choque osmótico e danos oxidativos durante 

a congelação, contribuindo para uma melhor taxa de recuperação na descongelação (BAILEY 

et al., 2000). A adição de antioxidantes aos meios de refrigeração e congelação de sêmen tem 

sido explorada como uma estratégia para proteger os espermatozoides contra o estresse 

oxidativo induzido pelas espécies reativas ao oxigênio, prevenindo a perda irreversível da 

motilidade, a peroxidação lipídica e a fragmentação do DNA, fatores que podem afetar a 

capacidade de fertilização dos espermatozoides (SANTOS et al., 2019). 

O processo de congelação envolve exposição dos espermatozoides a baixas temperaturas, o que 

pode induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), particularmente quando 

espermatozoides equinos são submetidos a congelação em comparação à refrigeração.Para 

reduzir os efeitos prejudiciais de EROs e estresse oxidativo durante a congelação, a adição de 

antioxidantes como glutationa peroxidase e cisteína ao diluidor tem sido explorada como uma 

estratégia para proteger as células espermáticas de danos oxidativos (BARROS et al., 2013). 

As etapas de congelação e descongelação são estágios críticos na criopreservação de 

espermatozoides, pois podem impactar significativamente a qualidade e a viabilidade do 

espermatozoide. Estudos têm mostrado que este período é responsável pela maior porcentagem 



28 
 

de danos às características espermáticas, incluindo integridade da membrana plasmática, 

integridade da membrana acrossômica e potencial mitocondrial (ZOCA et al., 2021).  

A taxa de congelação é uma etapa crítica no processo de criopreservação, pois afeta 

diretamente a viabilidade dos espermatozoides após a descongelação. A formação de cristais 

de gelo durante a congelação rápido ou lento pode danificar as membranas celulares. A taxa de 

congelação é uma variável crítica no sucesso da criopreservação, pois influencia diretamente 

na formação de cristais de gelo e os danos às células. A congelação excessivamente rápida pode 

causar desidratação extrema, enquanto a congelação muito lenta pode favorecer a formação de 

cristais intracelulares, que rompem as membranas celulares. Segundo Mazur (1970), uma taxa 

de congelação ideal deve equilibrar a remoção gradual de água e a minimização de danos 

mecânicos. 

Watson (2000) ressalta que a sobrevivência espermática após a congelação depende do 

equilíbrio entre a taxa de formação de gelo e os efeitos osmóticos no ambiente celular. A faixa 

crítica de temperatura para os espermatozoides é em torno de -3º C e - 10º C, neste momento 

ocorre a formação de cristais de gelo e liberação do calor latente de fusão, o qual acarreta um 

aumento de temperatura do sistema e as maiores injúrias celulares. Sendo assim, a velocidade 

de congelação neste período deve ser o mais rápido possível (WATSON, 2000; CHAVEIRO et 

al., 2006). Durante este intervalo, ocorre uma mudança no gradiente osmótico entre os meios 

intra e extracelular, alterando o equilíbrio e desse modo acontece a desidratação celular. Neste 

ponto, a taxa de congelação deve ser lenta, para evitar a congelação da água intracelular. A 

perda de água e a desidratação são eventos desejáveis, por reduzir a probabilidade de se 

formarem grandes canais de gelo intracelulares que causam danos as estruturas internas, assim 

como à membrana plasmática (SQUIRES, 1999). No entanto, a desidratação severa promove a 

desnaturação de macromoléculas e encolhimento excessivo da célula, levando ao colapso da 

membrana plasmática (MEDEIROS, 2007). 

Dessa forma, uma taxa ideal de desidratação deve ser lenta o suficiente para para 

permitir a desidratação adequada dos espermatozoides, a fim de evitar a formação de grandes 

cristais de gelo intracelular, e rápida o bastante para evitar a exposição dos espermatozoides nas 

soluções hiperosmóticas, no momento da formação de cristais de gelo, ao ambiente extracelular 

(GRAHAN, 1996; WATSON, 2000; VARNER, 2007). Antes da utilização para a inseminação 

artificial, o sêmen passa pelo processo de descongelação, geralmente em água a 37°C por 30 

segundos. A descongelação, considerada rápida, reduz a formação de cristais de gelo 

secundários, que podem danificar os espermatozoides. Após a descongelação é indispensável 
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uma análise para avaliar a qualidade do sêmen e prever a sua fertilidade (LOOMIS; GRAHAM, 

2008). 

4.3 DILUIDORES SEMINAIS  

Os diluidores de sêmen são compostos essenciais durante o processo de criopreservação 

e armazenamento de espermatozoide para manter a qualidade e a viabilidade. Esses diluidores 

contêm nutrientes, tampões e agentes protetores cruciais para a sobrevivência dos 

espermatozoides durante a congelação e descongelação, com composições adaptadas para 

atender as necessidades dos espermatozoides, com particularidades espécies específicas. 

Estudos indicaram que a incorporação de componentes como a LDL , antioxidantes, agentes 

crioprotetores e íons em diluidores pode melhorar a qualidade do sêmen e protegê-lo de danos 

durante a criopreservação (DALAL et al.,2020; KUMAR et al., 2022; MAKAREVICH et al., 

2022). Esses compostos fornecem nutrientes suficientes para garantir a motilidade espermática, 

a integridade da membrana e a capacidade de fertilização, apoiando a preservação do material 

genético para tecnologias reprodutivas. Os diluidores também facilitam o processo de 

capacitação, fundamental para a maturação e fertilização do gameta, criando um ambiente 

propício que mimetiza o trato reprodutivo feminino (MCGETRICK et al., 2014).  

Os diluidores têm a função de fornecer nutrientes, estabilizar o pH e proteger as os 

espermatozoides durante o processo de criopreservação. Comumente, são utilizados diluidores 

à base de gema de ovo ou leite desnatado. A gema de ovo é reconhecida por sua eficiência como 

crioprotetor não penetrante, auxiliando na proteção contra o choque térmico. Estudos indicam 

que diluidores com maior osmolaridade tendem a preservar melhor o sêmen equino congelado 

com etilenoglicol ou acetamida, resultando em melhores índices de viabilidade espermática 

pós-descongelação (SNOECK et al., 2007). 

A seleção de componentes diluidores, como gema de ovo, glutationa, quelantes de cálcio 

e ácidos graxos, pode influenciar o metabolismo a célula, o estresse oxidativo e os parâmetros 

seminais pós-descongelação, protegendo o espermatozoide de crioinjúria e mantendo o 

potencial de fertilidade (MUNSI et al., 2007; SUSHADI, 2023; TOWHIDI & PARKS, 2012). 

Os diluentes de sêmen equino são classificados de acordo com sua composição e 

funcionalidade. A classificação principal inclui diluentes de refrigeração, congelação, 

transporte. Esses diluidores podem ser enriquecidos com diferentes constituintes, como 

antibióticos, açúcares, gema de ovo e aminoácidos, para otimizar a proteção espermática.No 

Brasil, diversos diluidores comerciais estão disponíveis para uso na inseminação artificial 

equina. Alguns dos mais utilizados incluem: Existem diversos diluentes comerciais disponíveis 
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para a preservação do sêmen equino, cada um com características específicas que atendem a 

diferentes necessidades de manejo reprodutivo. Entre a imensa variedade, os mais utilizados 

são: INRA 96®, amplamente utilizado na preservação de sêmen equino. Estudo comparativo 

entre o INRA 96® e o Equiplus® demonstrou que o INRA 96® forneceu melhores resultados 

na refrigeração do sêmen de garanhão às 0, 24 e 48 horas, sendo para este último tempo 

estatisticamente significativo (MAXIMO, 2022); BotuSêmen®, desenvolvido para a 

preservação de sêmen fresco e refrigerado, possui em sua constituição contém leite em pó 

desnatado, açúcares e aminoácidos, oferecendo um meio adequado para a maioria dos 

garanhões, permitindo o transporte seguro dos espermatozoides até o momento da inseminação 

ou durante o processo de centrifugação para congelação Botu-Crio®, especificamente 

formulado para a congelação de sêmen equino (CANISSO et al., 2008), o Botu-Crio® tem 

demonstrado eficiência na manutenção da motilidade, vigor e integridade da membrana 

plasmática dos espermatozoides após o descongelamento. Estudos indicam que este diluidor é 

eficaz na preservação das características seminais pós-criopreservação. (COSTA et al., 2014) e 

uma novidade para o mercado equino; Beyond®, consiste em um diluente sintético e 

quimicamente definido que permite o armazenamento de sêmen equino por até 14 dias a +5 °C, 

oferecendo maior flexibilidade no calendário de inseminações e reduzindo a frequência de 

coletas dos garanhões, o Beyond® é reconhecido como uma inovação na preservação de sêmen 

equino (AGOSTINHO, 2024). 

A escolha do diluidor adequado deve considerar fatores como o tempo de 

armazenamento desejado, as condições de transporte e as características individuais do 

garanhão.A composição adequada para um diluidor seminal não depende apenas de uma 

concentração de crioprotetores, tanto intra como extracelulares, mas de uma combinação 

adequada de todas as substâncias que são utilizadas, levando-se em consideração a fonte de 

energia para os espermatozoides, as substâncias não iônicas, o tipo de macromoléculas, 

concentração e o tipo ideal de crioprotetor. As diversas possibilidades para a confecção de 

diluidores reforça que o diluidor ideal, que garanta todas as necessidades dos espermatozoides 

durante os processos de criopreservação para os diferentes tipos de garanhões, ainda não foi 

desenvolvido e é alvo de inúmeras pesquisas (SNOECK et al., 2007). 

4.3.1 DILUIDOR QUIMICAMENTE DEFINIDO – BWW 

Nomeou-se BWW, o meio diluidor criado por Biggers, Whitten e Whittingham , tendo 

como referenciais as letras iniciais de seus nomes. Este meio teve como objetivo inicial manter 

o desenvolvimento embrionário e a viabilidade de embriões de camundongos cultivados in 
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vitro. É representado como um diluidor quimicamente definido, uma vez que possui em sua 

composição: substâncias com efeito osmótico, sistemas tampão, componentes que suportam 

controle da motilidade e do metabolismo energético (BIGGERS et al., 1971). Seu uso tornou-

se amplamente difundido como diluidor de espermatozoides, em especial nas análises 

complementares. Foi avaliado o uso do meio BWW com diferentes osmolaridades e seus fatores 

envolvidos no choque osmótico nas estruturas espermáticas de equinos. (GONZÁLEZ-

FERNÁNDEZ et al., 2012). Também foi avaliado os efeitos de diferentes meios (INRA-96 ™, 

EquiPRO CoolGuard™ e Biggers, Whitten e Whittingham-BWW) e diferentes promotores de 

ROS / LPO em diferentes ensaios de peroxidação lipídica (GHOSH et al., 2019).  

Gibb et al. (2015) descreveram o uso do meio BWW, suplementado com L-carnitina e 

piruvato de sódio com capacidade para preservar sêmen equino em temperatura ambiente, 

garantindo valores de movimento espermáticos por 72 horas em relação aos meios tradicionais 

comumente usados para refrigeração de sêmen equino. Entretanto, não foram encontrados 

relatos na literatura com uso deste meio base para refrigerar e congelar o sêmen equino. 

Este meio quimicamente definido foi formulado para mimetizar as condições iônicas e 

metabólicas do trato reprodutivo feminino, favorecendo processos como capacitação, 

motilidade e reação acrossômica dos espermatozoides. A capacitação é um processo crucial 

para que os espermatozoides adquiram a capacidade de fertilizar o oócito. O meio BWW 

contribui para esse processo ao promover alterações na membrana plasmática dos 

espermatozoides, como a remoção de colesterol mediada pela albumina sérica bovina (BSA).  

Segundo Silva et al. (2022), o uso de BSA no meio BWW estimula o aumento da fluidez 

da membrana plasmática, facilitando os rearranjos lipídicos necessários para a ligação à zona 

pelúcida e a subsequente reação acrossômica. Essa etapa é essencial para a fertilização, uma 

vez que permite a liberação de enzimas hidrolíticas armazenadas no acrossomo. O meio BWW 

fornece substratos energéticos, como glicose, piruvato e lactato, que sustentam a motilidade 

espermática. Além disso, a presença de íons, como cálcio (Ca²⁺), desempenha um papel vital 

na ativação da motilidade flagelar. 

 Conforme descrito por Biggers et al. (1971), o influxo de cálcio intracelular aumenta a 

amplitude dos batimentos flagelares, permitindo que o espermatozoide navegue eficientemente 

em direção ao oócito. O pH estável, controlado pelos tampões bicarbonato e HEPES, também 

é um fator determinante para a funcionalidade espermática. A reação acrossômica, que é 

desencadeada durante a interação com a zona pelúcida do oócito, sendo este um evento 

determinante para a fertilização. Estudos mostram que o meio BWW contém bicarbonato, que 

ativa a enzima adenilato ciclase, levando à produção de AMPc e à ativação da proteína quinase 
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A (PKA). Este processo regula os eventos moleculares que culminam na fusão do acrossomo e 

na liberação de enzimas (WHITTINGHAM et al., 1972). 

O bicarbonato é um componente crítico para a indução da reação acrossômica, 

especialmente em sistemas que simulam condições fisiológicas. Durante procedimentos 

laboratoriais, como manipulação e armazenamento do sêmen, é fundamental preservar a 

integridade estrutural e funcional dos espermatozoides. O meio BWW, ao oferecer um ambiente 

osmoticamente estável e quimicamente definido, minimiza danos celulares e o estresse 

oxidativo. De acordo com Lopes et al. (2021), a combinação de sais inorgânicos e proteínas, 

como a BSA, no meio BWW ajuda a reduzir a formação de espécies reativas de oxigênio, 

preservando a viabilidade e a funcionalidade dos espermatozoides. 

Machado et al. (2023), avaliaram a eficácia do meio BWW modificado na refrigeração 

do sêmen equino. O estudo investigou a adição de diferentes concentrações de lecitina de soja 

(LS) ao meio BWW para armazenar sêmen equino a 15°C. Os resultados indicaram que o meio 

BWW com a inclusão de 2% a 6% de lecitina de soja no meio BWW permitiu a manutenção da 

viabilidade do sêmen equino refrigerado a 15°C por até 24 horas. O mesmo grupo de pesquisa 

ainda investigou a refrigeração do sêmen equino a 5°C utilizando o meio BWW modificado 

com a adição de ácido docosahexaenóico (DHA), rosiglitazona (ROSI) e lipoproteína de baixa 

densidade (LDL). Os resultados sugeriram que, embora o meio BWW modificado seja uma 

alternativa viável para a refrigeração a 15 °C, seu uso para armazenar amostras de semen equino 

a 5 °C não é indicada, pois o desempenho não foi homogêneo, já que 80% das amostras não 

sobreviverampor 48 horas de refrigeração. Além disso, a concentração de LDL utilizada não 

potencializou o meio BWW para refrigeração, destacando a necessidade de ajustes na 

formulação para preservar o semen em temperaturas mais baixas.  

O meio BWW é um produto de grande importância para as pesquisas na área de 

preservação de espermatozoides, uma vez que é capaz de proporcionar condições controladas 

para essa célula. Sua composição única favorece a capacitação, promove a motilidade e a reação 

acrossômica, além de preservar a viabilidade espermática durante procedimentos laboratoriais. 

No entanto, ainda precisa ter sua formulação ajustada para garantir resultados eficientes quando 

o objetivo é manter os espermatozoides refrigerados à 15 °C, 5 °C ou á -196 °C. 
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4.3.2 LIPOPROTEÍNAS DE BAIXA DENSIDADE 

A lipoproteína de baixa densidade (LDL) é uma fonte primária de colesterol para os 

espermatozoides e desempenha um papel importante no metabolismo espermático, 

principalmente no fornecimento de colesterol para a membrana plasmática e na regulação da 

capacitação espermática. Esse colesterol é incorporado à membrana plasmática, ajudando a 

manter sua estabilidade antes da capacitação espermática (FLESCH; GADELLA, 2000). A 

capacitação espermática é um processo pelo qual os espermatozoides sofrem modificações 

bioquímicas e estruturais para adquirir a capacidade de fertilizar o oócito. Durante esse 

processo, ocorre a remoção de colesterol da membrana plasmática, o que aumenta sua fluidez 

e facilita a fusão com o gameta feminino (VISCONTI et al., 1995). A remoção do colesterol da 

membrana espermática pode ser mediada por proteínas de transporte de lipídios, como a 

albumina e as lipoproteínas de alta densidade (HDL), mas a LDL também pode contribuir para 

esse processo indiretamente ao modular os níveis de colesterol disponíveis (HOLT, 2010). A 

reatividade acrossômica é um evento necessário para a fertilização e pode ser influenciada pela 

composição lipídica da membrana espermática. A redução do colesterol promovida pela LDL 

facilita a fusão da membrana acrossomal e a liberação de enzimas essenciais para a penetração 

do oócito (RATHI et al., 2001). 

Durante o processo de congelação, a LDL age na proteção dos espermatozoides, atuando 

na preservação da integridade da membrana plasmática e reduzindo os danos causados pelo 

estresse osmótico e pelo choque térmico. Seu mecaniso de ação consiste na interação com as 

proteínas de ligação ao espermatozoide (BSPs), modulando a remoção de colesterol e 

influenciando a estabilidade da membrana espermática (BERGERON et al., 2005; 

MANJUNATH, 2012).  

As BSPs são glicoproteínas presentes no plasma seminal de diversas espécies e 

desempenham um papel fundamental na modulação da estabilidade da membrana espermática. 

Durante a criopreservação, a LDL interage com as BSPs de diferentes maneiras, através da 

modulação da remoção de colesterol (BERGERON et al., 2005), estabilização da membrana 

espermática, ligando-se à superfície do espermatozoide, facilitando a interação com as 

lipoproteínas e dessa forma, auxilia a manutenção da fluidez da membrana e reduz os efeitos 

deletérios da congelação (MANJUNATH; THERIEN, 2002). Além disso, a interação das BSPs 

com a LDL, promove redução da peroxidação lipídica, minimizando a oxidação dos lipídios da 

membrana espermática, reduzindo os danos causados pelo estresse oxidativo durante a 

congelação (THÉRIEN et al., 1999). 
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A LDL interage com as BSPs impedindo o efluxo de colesterol da membrana 

espermática. Esse mecanismo ocorre porque as BSPs têm alta afinidade por lipídios e interagem 

com lipoproteínas, como a LDL, modulando a remoção de colesterol da membrana do 

espermatozoide. No entanto, quando a LDL está presente, ela pode atuar como um reservatório 

de colesterol, competindo com a membrana espermática pela ligação às BSPs. Isso reduz a taxa 

de efluxo de colesterol e mantém a estabilidade da membrana por mais tempo. (MANJUNATH, 

2012). Thérien et al. (1999) também destacam que a presença de LDL inibe parcialmente a 

remoção de colesterol mediada pelas BSPs, o que pode ser benéfico durante a criopreservação, 

pois preserva a integridade da membrana espermática contra danos estruturais. Esse efeito é 

particularmente útil na formulação de diluentes para congelação de sêmen, onde a LDL é 

utilizada para minimizar a perda excessiva de colesterol e manter a viabilidade espermática 

após a descongelação. 

As LDLs possuem também propriedades antioxidantes que ajudam a reduzir os danos 

causados pela formação de EROs, que são exacerbadas durante o processo de criopreservação. 

Foram realizados estudos em diluidores seminais, demostrando efeitos benéficos na qualidade 

espermática e no estresse oxidativo após a criopreservação em várias espécies animais 

(PERUMAL et al., 2016). A LDL também foi estudada por seu potencial para melhorar os 

parâmetros de qualidade do sêmen canino pós-descongelação, indicando seu papel na melhoria 

da viabilidade, motilidade e integridade da membrana do espermatozoide. Embora a gema de 

ovo seja tradicionalmente usada em diluidores de sêmen, a fração de LDL isolada apresenta 

benefícios específicos, como maior pureza e eficácia na proteção espermática. Além disso, o 

uso de LDL reduz o risco de contaminações e variabilidade associadas ao uso da gema de ovo 

in natura (ELBEHIRY et al., 2023). Amirat et al. (2004) relataram que a substituição da gema 

de ovo pela LDL em diluidores para sêmen equino resultou em melhor proteção celular e maior 

qualidade espermática após a congelação.  

A LDL vem sendo estudada como substituta da gema de ovo em diluentes para a 

congelação demonstrando ser tão eficiente quanto a gema de ovo inteira para congelar sêmen 

de garanhão (PILLET et al., 2001). Diferentes concentrações de LDL (5, 7,5, 10 e 15%) foram 

testadas e observado que na concentração de 7,5% promoveram melhor qualidade do 

espermatozoides de garanhão após a criopreservação nos parâmetros de integridade de 

mitocôndrias, membrana e acrossomo além de redução de danos ao DNA (EL-BADRY et al., 

2015). Outros estudos demonstraram que a concentração de 8% de LDL pode ser eficaz em 

preservar parâmetros cinéticos de sêmen equino. (MARTIN et al., 2005). Snoeck et al. (2019) 

observaram que 12% de LDL adicionada ao diluidor BotuCrio promoveu redução da motilidade 
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progressiva, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, a porcentagem de hiperativos e funcionalmente 

intactos. Moreno et al. (2013) observaram melhores resultados no diluente de 2% de LDL, 

demonstrando resultados superiores de espermatozoides móveis pós-descongelamento, 

integridade funcional de membrana plasmática e integridade estrututral.  

Diante disso, a LDL surgiu como um componente valioso na preservação e 

criopreservação do sêmen, contribuindo para a manutenção da qualidade, integridade e 

funcionalidade doespermatozoide durante os processos de armazenamento e congelação. Seus 

efeitos protetores nas células espermáticas o tornam um aditivo promissor em diluentes de 

sêmen para várias espécies animais, ressaltando sua importância em garantir resultados 

reprodutivos bem-sucedidos. 

4.3.3 L- CARNITINA  

L-Carnitina, um composto natural, tem sido o foco de vários estudos que investigam 

seus efeitos na qualidade do sêmen, motilidade e saúde reprodutiva geral. Pesquisas destacaram 

os benefícios potenciais da suplementação de L-Carnitina na melhoria dos parâmetros 

espermáticos e no tratamento de problemas relacionados à infertilidade masculina (BADR et 

al., 2017). Um estudo demonstrou que a L-Carnitina melhora significativamente a motilidade, 

morfologia, concentração e níveis de testosterona do espermatozoide, indicando seu impacto 

positivo na qualidade do sêmen e na função reprodutiva masculina (MAHNAZ et al., 2024). 

Outro estudo descobriu que o efeito benéfico da L-Carnitina na motilidade espermática pós-

congelação foi mais pronunciado em amostras com altos níveis endógenos de L-Carnitina 

seminal em comparação com aqueles com níveis baixos (ILICETO et al., 2024).  

O transporte de ácidos graxos para os espermatozoides é um processo essencial para 

garantir a produção de energia necessária à sua motilidade e funcionalidade. Esse transporte é 

mediado principalmente pela L-carnitina, uma molécula que desempenha um papel 

fundamental no metabolismo energético celular. Nos espermatozoides, os ácidos graxos de 

cadeia longa são transferidos para as mitocôndrias por meio do sistema carnitina-

palmitoiltransferase (CPT), que envolve a conversão dos ácidos graxos em acil-CoA e, 

posteriormente, em acil-carnitina, facilitando sua entrada na mitocôndria (STRADAIOLI et al., 

2004). Foi demonstrado que a L-carnitina participa da conversão de acetilCoA mitocondrial em 

acetilcarnitina, que desempenha um papel na prevenção do acúmulo de grupos acetil que podem 

inibir o metabolismo energético mitocondrial, apoiando assim a vitalidade e a função 

espermáticas (JACYNO et al., 2007). 
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Em búfalos foi observado que as propriedades antioxidantes da L-carnitina podem 

ajudar a proteger o espermatozoide contra danos oxidativos, que podem impactar sua 

morfologia, a integridade do DNA e a viabilidade. No contexto da criopreservação, a L-

carnitina tem sido utilizada para melhorar a motilidade e a vitalidade dos espermatozoides 

durante o processo de congelação e descongelação. Seu papel no aumento da energética celular, 

facilitando o transporte de ácidos graxos para as mitocôndrias foi associado à melhora do 

movimento flagelare de vários parâmetros do movimento espermático (BAHMYARI et al., 

2020).  

Dentro das mitocôndrias, os ácidos graxos são oxidados no processo de β-oxidação, 

gerando energia na forma de ATP, que é indispensável para a motilidade flagelar dos 

espermatozoides. Foi obsesrvado que a L-carnitina é essencial nesse processo, pois atua como 

um transportador para esses ácidos graxos, permitindo a produção sustentada de energia (El-

SHAHAT et al., 2018). A deficiência na disponibilidade de L-carnitina pode prejudicar a 

eficiência da β-oxidação, resultando em menor motilidade e desempenho espermático. Além de 

promover o transporte de ácidos graxos, a L-carnitina também contribui para a manutenção da 

integridade celular. Alguns autores relatam que, ao facilitar o metabolismo lipídico, a L-

carnitina minimiza o acúmulo de EROs, que podem causar danos oxidativos aos lipídios da 

membrana plasmática dos espermatozoides (AGARWAL et al., 2004). 

Demonstou-se também que, a suplementação de L-carnitina foi associada à melhora da 

sobrevivência, aumento da concentração e aumento da motilidade do espermatozoide durante 

o armazenamento do sêmen (NADA et al., 2014). Além disso, estudos exploraram o potencial 

da L-carnitina para reduzir a toxicidade reprodutiva induzida por fatores como exposição ao 

chumbo, destacando seus efeitos protetores na qualidade do sêmen e na saúde reprodutiva 

masculina (MANEE-IN et al., 2014). A L-carnitina também foi investigada por seu impacto na 

ultraestrutura do espermatozoide, níveis de estresse oxidativo e integridade do DNA, com 

descobertas sugerindo uma influência positiva nos parâmetros seminais e na proteção do DNA 

(ABDEL-EMAM & AHMED, 2021).  

Em equinos com sêmen de baixa qualidade, a inclusão de L-carnitina pós-congelação 

promoveu ação antioxidante além de estimulador do metabolismo espermático, aumentando a 

taxa de fertilidade e sendo uma alternativa para cavalos com baixa qualidade seminal 

(LAGARES et al., 2022). Já no sêmen equino refrigerado a 5ºC, a inclusão de L-carnitina ao 

diluidor a base de leite preservou a motilidade por 48h (NERY et al., 2020). Além dos 

resultados citados acima, outros autores conseguiram preservaram o sêmen equino resfriado 

por 96h e também no sêmen congelado, favorecendo não apenas parâmetros cinemáticos de 
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motilidade total, progressiva, velocidade curvilínea, frequência de batimento cruzado, e 

também preservação das membranas plasmáticas e acrossomais, ao suplementar diluidores a 

base de leite com L-carnitina (PALACIOS et al., 2024).  

A L-carnitina desempenha um papel fundamental no metabolismo espermático, 

fornecendo energia facilmente por meio da β-oxidação, que influencia positivamente a 

motilidade (NERY et al., 2020). Um estudo demonstrou que a L-carnitina melhora 

significativamente a motilidade, morfologia, concentração e níveis de testosterona do 

espermatozoide, indicando seu impacto positivo na qualidade do sêmen e na função reprodutiva 

masculina (MAHNAZ et al., 2024). Outro estudo descobriu que o efeito benéfico da L-carnitina 

na motilidade espermática pós-congelação foi mais pronunciado em amostras com altos níveis 

endógenos de L-carnitina seminal em comparação com aqueles com níveis baixos (ILICETO 

et al., 2024).  

A inclusão da L-carnitina nos diluidores de sêmen equino pode prolongar a longevidade 

e a capacidade fertilizante dos espermatozoides (KARESKOSKI; KATILA, 2020).  

4.3.4 DHA 

O ácido docosahexaenóico (DHA) é um ácido graxo poliinsaturado (PUFA) da série 

ômega-3,  possui 22 átomos de carbono e seis duplas ligações, o que permite maior  fluidez da 

membrana plasmática influenciando diretamente a aquisição da motilidade dos 

espermatozoides e da reação acrossômica (ROOKE et al.,2001; KOCHHAR, 2002; ASLAN et 

al., 2014). Os PUFAs são essenciais para diversos processos biológicos, entre eles o 

crescimento geral, desenvolvimento do cérebro, visão e sistema reprodutivo, entretanto, os 

mamíferos não conseguem sintetizar ácidos graxos da família ômega 3 ou 6, devido à falta de 

enzimas dessaturase de ácidos graxos apropriadas, sendo, dessa forma necessário a 

suplementação dietética de ácido linoléico (C18:2 - ômega 6) e o ácido linolênico (C18:3 - 

ômega 3 (KOCHHAR, 2002).  

O DHA é um dos principais ácidos graxos presentes na membrana plasmática dos 

espermatozoides, especialmente na cauda e na cabeça, sua presença contribui para a fluidez da 

membrana, essencial para processos como a capacitação e a reação acrossômica (CONNOR; 

NERINGUER, 1988). A incorporação adequada de DHA na membrana está associada a uma 

melhor motilidade espermática (FRANÇA et al., 2021). Durante a espermatogênese o DHA 

tem participação para a formação dos espermatozoides, influenciando a composição lipídica 

dos testículos e do epidídimo. Níveis adequados de DHA garantem uma melhor morfologia 

espermática e um desenvolvimento adequado do acrossomo (RODRÍGUEZ-GARCÍA et al., 

https://www.cambridge.org/core/journals/zygote/article/addition-of-docosahexaenoic-acid-dha-and-antioxidants-glutathione-peroxidase-and-superoxide-dismutase-in-extenders-to-epididymal-sperm-cryopreservation-in-bulls/61677654E7169E06125AA88BA74FCEC0#ref040
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2018; BUÑAY et al., 2021). A fluidez da membrana conferida ao DHA melhora a flexibilidade 

da cauda do espermatozoide, o que favorece a motilidade e a progressão espermática. Foi 

obsesrvado que a deficiência de DHA está associada à redução da motilidade e danos ao DNA 

em espermatozoides humanos (MARTÍNEZ-SOTO et al., 2016.) 

Em diluidores de sêmen equino, o DHA é frequentemente incorporado devido aos seus 

benefícios na preservação da qualidade espermática durante os processos de refrigeração e 

congelação (ASLAN et al., 2014). Foi observado que o sêmen de garanhões utilizando a 

associação de 40 µM de Trolox ® e 50 ngmL -1 de DHA ao BotuCrio ® potencializa parâmetros 

de velocidade assim como, promove preservação de parâmetros cinemáticos, integridade 

estrutural e funcional, DNA, atividade mitocondrial, controle da peroxidação lipídica e 

longevidade dos espermatozoides (AGUIAR et al., 2022).  

Pesquisas indicam que o DHA, em conjunto com outros ácidos graxos ômega-3 como o 

EPA, pode impactar positivamente os parâmetros do sêmen e a capacidade antioxidante no 

plasma seminal (SAFARINEJAD, 2010). O DHA presente na membrana espermática é 

essencial para diversas funções espermáticas, incluindo motilidade, ligação com a zona 

pelúcida e fertilização (AGUIAR et al., 2020). Estudos mostraram uma correlação positiva 

entre a proporção de PUFAs nas membranas espermáticas, especialmente DHA, e a qualidade 

do sêmen (GONZÁLEZ-RAVINA et al., 2018). 

A inclusão do DHA aos diluidores seminais de equino proporciona uma série de 

benefícios, atua como antioxidante indireto, reduzindo danos oxidativos nas membranas 

espermáticas e protegendo os espermatozoides contra a peroxidação lipídica que são produzidas 

em excesso durante a refrigeração e a congelação do sêmen (MOURVAKI et al., 2010). López-

Fernández et al. (2014) demonstraram que a suplementação de DHA em diluidores equino 

melhora significativamente a integridade da membrana plasmática e a motilidade espermática 

durante a refrigeração a 5 °C por até 48 horas.  

Durante o armazenamento, o DHA ajuda a preservar a fluidez da membrana, reduzindo 

a fragilidade e o risco de ruptura. Isso ocorre porque o DHA otimiza a função mitocondrial, 

essencial para a produção de energia necessária ao movimento espermático. Gibb et al. (2013) 

relataram que o DHA contribui para a manutenção da função mitocondrial dos espermatozoides 

equinos, melhorando a motilidade progressiva após o descongelamento. Aurich et al. (2020) 

destacaram o papel dos ácidos graxos poli-insaturados, incluindo o DHA, na melhora da 

qualidade do sêmen equino criopreservado, indicando que sua suplementação pode aumentar 

as taxas de concepção em inseminações artificiais. Aitken et al. (2012) relataram que ácidos 

graxos poli-insaturados como o DHA desempenham um papel essencial na função espermática, 
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ajudando a preservar a qualidade do sêmen mesmo em condições de estresse extremo, como a 

congelação. 

 Foi observado que a suplementação de DHA demonstrou melhorar o status antioxidante 

seminal, reduzir a fragmentação do DNA dos espermatozoides e melhorar a qualidade do 

esperma. Estudos destacaram que a suplementação de DHA pode aumentar a composição de 

DHA no plasma seminal, enfatizando ainda mais seu papel na saúde reprodutiva masculina 

(MARTÍNEZ-SOTO et al., 2016).  

A presença de DHA nas membranas espermáticas aumenta a tolerância criogênica e 

ajuda a manter as propriedades fisiológicas da bicamada lipídica, crucial para a viabilidade do 

espermatozoide durante a criopreservação (FRANÇA et al., 2021). Além disso, o DHA tem 

sido associado a melhorias na motilidade espermática, integridade da membrana e integridade 

do acrossoma no sêmen suíno quando usado sozinho ou em combinação com outros compostos 

em diluentes de congelação (CHANAPIWAT & KAEOKET, 2021). 

Os efeitos positivos dos ácidos graxos essenciais, particularmente o DHA, na 

espermatogênese, na maturação dos espermatozoides e em sua qualidade são amplamente 

reconhecidos (PARSLEY et al., 2021). Estudos indicaram uma associação positiva entre o 

conteúdo de DHA no espermatozoide e a concentração espermática, contagem total, motilidade 

progressiva, vitalidade e morfologia normal, ressaltando a importância do DHA na fertilidade 

masculina (ILICETO et al., 2022). Observou-se ainda que a suplementação de DHA restaura a 

fertilidade e a espermatogênese em camundongos machos, destacando ainda mais sua 

importância na função reprodutiva masculina (HAO et al., 2022). 

Pesquisas indicam que a suplementação dietética com DHA pode melhorar o status 

antioxidante seminal, reduzir a fragmentação do DNA do esperma e melhorar a função do 

espermatozoide (MARTÍNEZ-SOTO et al., 2016). A suplementação oral de DHA potencializa 

parâmetros cinéticos dos espermatozoides, devido à sua influência na bioenergia mitocondrial 

e estabilidade das membranas flagelares (WATHES et al., 2007). Além disso, a incorporação 

de DHA nas membranas espermáticas durante a espermatogênese afeta as propriedades físicas 

das membranas celulares, contribuindo para a liberação e função adequadas do espermatozoide 

(IIZUKA‐HISHIKAWA et al., 2017). O uso de DHA em diluidores de sêmen tem sido 

associado a resultados positivos na manutenção e reparo das membranas plasmáticas do 

esperma, reduzindo assim os danos às estruturas espermáticas (KAEOKET et al., 2010). A 

inclusão de DHA em diluidores seminais de equino tem sido associada a benefícios na 

motilidade, viabilidade, integridade acrossômica e funcionalidade da membrana, especialmente 

durante a refrigeração e a congelação (MURPHY et al., 2016). Além disso, a combinação de 
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DHA com antioxidantes em diluidores demonstrou resultados promissores na preservação da 

qualidade do espermatozoide epididimal em touros, ressaltando os benefícios potenciais do 

DHA na saúde reprodutiva dos machos (LOSANO et al., 2018). Os benefícios do DHA 

espermatozoide equino vão além das melhorias de qualidade.  

A suplementação de DHA tem sido associada ao aumento da ligação do espermatozoide 

às células epiteliais do oviduto, uma etapa crítica na fertilização (LEEMANS et al., 2016). 

Também é relatado que, a seleção de espermatozoides com maior teor de DHA por meio de 

técnicas de centrifugação antes da criopreservação demonstrou melhorar a qualidade do 

espermatozoide descongelado em garanhões, enfatizando a importância do DHA na 

preservação e fertilidade do sêmen (HOOGEWIJS et al., 2011). A presença de DHA nas 

membranas espermáticas equinas foi associada à melhora da reação acrossômica do 

espermatozoide, integridade da membrana e integridade acrossômica, todas cruciais para uma 

fertilização bem-sucedida (CRAIG et al., 2019).  

Dessa forma, o DHA influencia significativamente a qualidade, a motilidade e a 

viabilidade do sêmen equino. Sua incorporação nas membranas espermáticas, suplementação 

em diluentes de sêmen e combinação com antioxidantes têm efeitos positivos nos parâmetros 

espermáticos e nos resultados reprodutivos em garanhões. 

4.3.5 ERGOTIONEÍNA E CISTEAMINA 

A congelação de sêmen equino é uma biotecnologia amplamente utilizada na 

reprodução animal, permitindo o armazenamento a longo prazo de material genético e a 

disseminação de características genéticas desejáveis em rebanhos ao redor do mundo. Esse 

processo, no entanto, enfrenta desafios significativos relacionados à redução da qualidade 

espermática durante a congelação e descongelação, incluindo danos oxidativos causados pelo 

estresse gerado pelo frio e pela formação de espécies reativas de oxigênio EROs. Esses danos 

podem comprometer a viabilidade e a funcionalidade dos espermatozoides, reduzindo a taxa de 

fertilização. Nesse contexto, o uso de antioxidantes tem se destacado como uma estratégia 

eficaz para minimizar os efeitos deletérios das EROs, protegendo as membranas celulares e o 

DNA dos espermatozoides contra o estresse oxidativo. Estudos indicam que a adição de 

compostos antioxidantes aos diluidores de sêmen equino pode melhorar a motilidade, 

integridade de membrana e capacidade fertilizante após a descongelação (FARLINI et al., 2020; 

SANTOS et al., 2018). Assim, a aplicação de antioxidantes no processo de criopreservação 

apresenta-se como uma abordagem promissora para aumentar a eficiência e a sustentabilidade 

dessa técnica reprodutiva. 
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A ergotioneína, um aminoácido natural, é conhecido por suas potentes propriedades 

antioxidantes e potenciais benefícios à saúde. Apesar de não ser sintetizada pelos animais, a 

ergotioneína é absorvida por fontes alimentares, sua absorção ocorre através de um 

transportador específico, novo transportador de cátions orgânicos (OCTN1) (POCHINI et al., 

2022), permitindo seu acúmulo em tecidos que sofrem altos níveis de estresse oxidativo, como 

fígado, rins, coração, pele e cérebro. Uma vez dentro das células, a ergotioneína exerce várias 

ações biológicas que protegem e melhoram a função celular, incluindo sua atuação como 

antioxidante e anti-inflamatório (NAOWAROJNA et al., 2019; CHENG et al., 2021). Este 

composto tem como alvo principal as mitocôndrias e desempenha um papel crucial na 

eliminação de EROs induzindo a proliferação celular e ativando mecanismos de reparo por 

meio de vias antioxidantes reguladas positivamente (MANNA et al., 2019).  

A ergotioneína também pode ser encontrada em equinos, presentes em fluidos 

extracorpóreos, como o sêmen. Em garanhões, a ampola do ducto deferente é o principal 

secretor de ergotioneína, em altas concentrações neste fluido biológico, entre 16,80 e 971,48 

µmol/L (SOTGIA et al., 2020). A ergotioneína possui a capacidade de eliminar EROs e 

nitrogênio, exibindo propriedades de quelação de metais e regulando diretamente a atividade 

do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) (TIAN et al., 2023). A captação de 

ergotioneína pelas células endoteliais através do transportador OCTN-1 leva à proteção contra 

o estresse oxidativo, mitigando assim a disfunção endotelial (LI et al., 2014).  

Estudos demonstraram que a suplementação de ergotioneína pode ter efeitos 

terapêuticos, particularmente em condições caracterizadas por estresse oxidativo, como pré-

eclâmpsia (KERLEY et al., 2018). Este aminoácido solúvel em água derivado inteiramente da 

dieta tem sido associado a vários benefícios à saúde, incluindo seu papel como antioxidante e 

sua distribuição em tecidos de mamíferos (TIAN et al., 2021). As propriedades antioxidantes 

da ergotioneína a tornam um composto valioso no combate ao estresse oxidativo e na proteção 

das células contra danos causados por espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico 

(IZHAM et al., 2022). Além disso, a ergotioneína tem sido associada a mecanismos 

antienvelhecimento e à regulação de vias de defesa antioxidante envolvendo a proteína 1 

associada à ECH semelhante a Kelch (KEAP1) e Nrf2 (CHEN et al., 2023).  

Em relação às biotecnologias de conservaçãp de sêmen, a ergotioneína, um antioxidante 

natural, tem sido um assunto de interesse no campo da criopreservação. Estudos têm 

demonstrado que a ergotioneína desempenha um papel crucial na proteção do espermatozoide 

contra o estresse oxidativo e na melhoria da motilidade pós-descongelação em várias espécies 

animais (SALIH et al., 2021; SUAREZ et al., 2021; SHARAFI et al., 2022), além de eliminar 
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as EROs e regular o metabolismo de ferro (NAJAFI et al., 2014), garantir a integridade do DNA 

(ÇOYAN et al., 2012; SALIH et al., 2021), a integridade da membrana plasmática (ÇOYAN 

et al., 2012), mantendo as funções e a viabilidade celular (KAEWMA et al., 2024; LOBO et 

al., 2024).   

No sêmen equino foi observado que a ergotioneína, sozinha ou em associação com 

outros antioxidantes, reduziram parâmetros cinemáticos como a VCL e a ALH, mas não 

comprometeram a funcionalidade de membrana e a capacidade de fertilização in vitro do sêmen 

equino congelado-descongelado (LOBO et al., 2024). No sêmen de galo fresco e congelado, 

foi avaliado o efeito da ergotioneína em diferentes com concentrações (0, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 

0,08, 0,1, 0,5, 1 e 5 mmol). Para o sêmen fresco as doses de ergotioneína superiores a 0,5 mmol 

tiveram efeitos negativos significativos na pontuação de vigor espermático e na integridade da 

membrana. As doses mais baixas não afetaram esses parâmetros.  Já no sêmen congelado-

descongelado, as doses maiores que 0,06 mmol diminuíram os valores de vigor e a dose maior 

que 0,08 diminuiu a integridade da membrana. Além disso, todas as doses de ergotioneína 

testadas maiores que 0,08 mmol foram severamente prejudiciais ao espermatozoide 

(THANANURAK et al., 2020). No sêmen canino congelado, a ergotioneína foi testada nas 

seguintes concentrações, 50 µM,100 µM ou 150 µM e provado que na concentração de 100 µM 

houve redução das EROs, redução alterações deletérias e estresse oxidativo ao espermatozoide 

(USUGA et al., 2021). No sêmen ovino congelado, a ergotioneína em doses de 2 e 4 mM 

aumentou as porcentagens de motilidade subjetiva, VSL e VCL. Foi observado que a inclusão 

de ergotioneína ao diluete promoveu melhores resultados para os parâmetros cinéticos mas não 

apresentou diferença nos parâmetros de integridade de membrana e atividade mitocondrial 

(COYAN et al., 2011).  

Essas descobertas ressaltam o potencial da ergotioneína como um componente valioso 

em técnicas de preservação do sêmen para manter a viabilidade e funcionalidade do sêmen. Foi 

observado também que a ergotioneína demonstrou minimizar os danos ao DNA no sêmen ovino 

pós-descongelado, reforçando ainda mais seu papel na proteção da integridade espermática 

durante a criopreservação (ÇOYAN et al., 2012).  

Os mecanismos de proteção da ergotioneína podem ser explicados através da mitigação 

de danos induzidos por estresse oxidativo, como evidenciado por sua capacidade de eliminar 

radicais de oxigênio e regular o metabolismo do ferro (NAJAFI et al., 2014). Além disso, 

descobriu-se que a ergotioneína melhora a qualidade do sêmen de carneiro criopreservado 

quando usada em combinação com outros agentes crioprotetores como a cisteamina (KORDAN 

et al., 2013). Em um contexto mais amplo, a ergotioneína faz parte de um grupo de substâncias 
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de baixo peso molecular, incluindo L-glutationa e ácido L-ascórbico, que contribuem para 

proteger o espermatozoide de danos induzidos por espécies reativas de oxigênio. Esses 

antioxidantes, juntamente com antioxidantes enzimáticos como superóxido dismutase e 

glutationa peroxidase, formam um sistema de defesa abrangente contra o estresse oxidativo 

(PINTUS; ROS-SANTAELLA, 2021).  

Em conclusão, a ergotioneína surge como um antioxidante promissor com implicações 

significativas para a biologia do sêmen e criopreservação. Sua capacidade de proteger os 

espermatozóides de danos oxidativos, melhorar a motilidade e a qualidade da amostra depois 

da descongelação, o que ressalta seu potencial como um componente valioso em estratégias de 

preservação de sêmen em várias espécies animais.  

A cisteamina (C₂H₇NS) é um composto organossulfurado, derivado da degradação da 

cisteína. Quimicamente, é constituído por uma amina primária (-NH₂) e um grupo tiol (-SH), 

conferindo-lhe propriedades redutoras e capacidade de interagir com outras biomoléculas, 

especialmente compostos sulfurosos.  A presença do grupo tiol (-SH) permite que a cisteamina 

atue na modulação redox, interagindo com outros compostos sulfurosos e influenciando 

processos celulares. Esse grupo é crucial para seu papel terapêutico, especialmente no 

tratamento de doenças relacionadas ao metabolismo de cistina (PISONI et al., 1995). A 

cisteamina reage com a cistina, formando um complexo de cisteamina-cisteína que pode ser 

transportado para fora dos lisossomos, reduzindo a toxicidade celular (GAHL et al., 2002). A 

cisteamina também participa da homeostase redox, auxiliando da redução das EROs e 

protegendo contra estresse oxidativo. Foi observado efeitos neuroprotetores, por sua ação em 

modular a função de proteínas como a glutationa peroxidase (CHEREST et al., 2020). 

 A cisteamina atua como precursor na síntese de glutationa, um antioxidante intracelular 

crucial para a proteção celular contra danos oxidativos, ao aumentar os níveis de glutationa, 

contribui para a neutralização de EROs, protegendo os espermatozoides contra danos 

oxidativos que podem afetar sua viabilidade e função (CROCOMO et al., 2012). No contexto 

dos espermatozoides, a cisteamina pode influenciar sua funcionalidade por meio de 

mecanismos relacionados ao estresse oxidativo e ao metabolismo energético. Estudos indicam 

que a cisteamina pode modular a atividade de enzimas glicolíticas nos espermatozoides, como 

a gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase-S (GAPDH-S). A inibição dessa enzima pode afetar a 

produção de energia necessária para a motilidade espermática, comprometendo a capacidade 

dos espermatozoides de se movimentarem adequadamente (PAIVA, 2010).  

Devido ao seu potencial antioxidante, a cisteamina tem sido estudada em 

espermatozoides durante o processo de criopreservação. No entanto, pesquisas indicam que a 
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inclusão de cisteamina em diluidores de sêmen pode não ser benéfica e, em alguns casos, pode 

até reduzir a qualidade espermática. Santana et al. (2024) avaliaram a adição de ergotioneína e 

cisteamina em diluidores de criopreservação de sêmen equino e observou uma redução 

expressiva nos parâmetros de qualidade espermática. A inclusão da cisteamina em diluentes 

para congelação também foi avaliada em sêmen ovino e observado que essa associação pode 

trazer impactos negativos para o espermatozoide (COYAN et al., 2011). No sêmen congelado 

de galos, mesmo em doses baixas, a cisteamina reduziu a peroxidação lipídica, porém reduziu 

também a viabilidade celular, comprometendo a fertilidade do espermatoazoide 

(THANANURAK et al., 2020). 

Por fim, a cisteamina mostra-se promissora em melhorar a funcionalidade do sêmen e 

os processos de fertilização devido às suas propriedades antioxidantes, no entanto mais 

pesquisas ainda são necessário afim de encontrar concentrações que preservem o 

espermatozoide criopreservado.  

 

4.3.6 ROSIGLITAZONA 

Rosiglitazona é um medicamento pertencente à classe das glitazonas e é utilizado no 

tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (SWENGE et al., 2016). Seu mecanismo de ação é agir 

como sensibilizador de insulina em seres humanos, aumentando a sensibilidade à insulina nos 

tecidos-alvo (HALLSTEN et al., 2002) e proporcionando a produção de glicose pelo fígado, 

além de garantir a restauração da flexibilidade metabólica (HORAKOVA et al., 2012), pois 

aumenta a captação celular de glicose (LENNON et al., 2016). Este medicamento é utilizado 

para ajudar a controlar os níveis de açúcar no sangue em pacientes com diabetes tipo 2, 

contribuindo para melhorar o controle glicêmico, por regular a glicose no sangue e reduzir 

complicações associadas à doença (SILVA et al., 2018). No entanto, seu uso pode estar 

associado a efeitos adversos, como toxicidade cardiovascular, ganho de peso e retenção de 

líquidos, que limitam sua utilização em alguns casos (MOTTIN; SKAF, 2012).  

Após a criopreservação, os espermatozoides apresentam redução do consumo de 

oxigênio mitocondrial, provocando atividade mitocondrial prejudicada devido ao estresse 

oxidativo e ao dano osmótico durante a criopreservação (DARR et al., 2016). Assim, os 

espermatozoides criopreservados apresentam menor motilidade e menor teor de ATP 

comprometendo sua funcionalidade e por fim sua capacidade fertilizante. A suplementação de 

rosiglitazona ao meio diluidor mantem a fosforilação, promove melhora da funcionalidade 
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mitocondrial e aumento da atividade glicolítica de espermatozoides equinos (ORTIZ-

RODRÍGUEZ et al., 2019).  

Foi investigado os efeitos da rosiglitazona no sêmen de carneiro após criopreservação e 

observado que na concentração de 60 µM adicionado ao diluente, promoveu aumento da 

motilidade total, motilidade progressiva, velocidade em linha reta, velocidade média do 

caminho e velocidade curvilínea. Também houve melhora da funcionalidade de membrana e 

aumento da atividade mitocondrial. No entanto, ao aumentar a concentração para 80 µM não 

foi observado resultados satisfatório, demonstrando maior eficiência em doses menores 

(MEHDIPOUR et al., 2022). No sêmen de touros, a rosiglitazona promoveu manutenção em 

espermatozoides congelados-descongelados por 24 horas em temperatura ambiente 

(AGOSTINI LOSANO et al., 2024). 
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RESUMO 

Trata-se de um estudo inédito, em que o objetivo foi a confecção de um novo diluidor de 

congelação de sêmen, a partir de modificações do meio descrito por Biggers, Whitten e 

Whittingham (1971) - BWW, com o intuito de aumentar a viabilidade espermática in vitro de 

https://orcid.org/0000-0001-9176-6324
https://orcid.org/0000-0002-0134-1478
https://orcid.org/0000-0002-1473-4991
https://orcid.org/0000-0003-4445-8630


48 
 

forma a garantir potencial fecundante dos espermatozoides criopreservados. Para a realização 

deste experimento, foram coletados sete ejaculados de cinco garanhões Mangalarga Marchador 

por meio de vagina artificial. O sêmen coletado foi diluído 1:2 em BotuSêmen® (Botupharma, 

Botucatu, SP, Brasil) e centrifugado a 12000xG/10 min.  O sobrenadante foi desprezado e a 

concentração do pellet determinada em câmara de Neubauer. O pellet foi diluído para testar: 

D1) BotuCrio®; D2) BWW(I) + 10% de LDL + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; D3) 

BWW(II) + 10% de LDL + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI + 2% de glicerol + 3% de 

dimetilformamida; D4) BWW(II) + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI + 2% de glicerol + 

3% de dimetilformamida (BWWII-vegano), de forma a obter 100 x 106 espermatozoides/mL. 

O sêmen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, devidamente identificadas e submetidas ao 

seguinte protocolo de criopreservação em sistema automatizado Neovet Cryogen HSE® portátil 

(Uberaba, Brasil): curva de refrigeração de de -0,8 °C por minuto de 20,5 ºC até 5 °C, seguido 

de 10 minutos de equilíbrio na temperatura de 5 oC por, em seguida, as palhetas foram 

congeladas com taxa de -20 ºC/min na rampa 1 e -40 ºC/min na rampa 2 até atingir -100ºC, com 

posterior imersão das palhetas em nitrogênio líquido (-196 ºC) para finalizar o processo de 

congelação. A descongelação foi realizada com imersão das palhetas em banho-maria a 46 

ºC/20 segundos. Concluímos que a adição de DHA e Rosiglitazona nas concentrações estudadas 

foi eficaz em preservar alguns atributos celulares importantes como integridade estrutural de 

membrana, atividade mitocondrial e compactação, no entanto, mais pesquisas precisam ser 

realizadas a fim de encontrar concentrações mais adequadas para preservar os parâmetros de 

cinética espermática. 

Palavras-chave: Criopreservação; Garanhão; Lipoproteína de baixa densidade; Ômega; 

Rosiglitazona.  
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1 INTRODUÇÃO 

A comercialização de doses de sêmen de garanhões de alto valor econômico e 

zootécnico é o principal pilar na indústria equina, sendo a inseminação artificial a tecnologia 

reprodutiva mais difundida, que, além disso, constitui a base para a transferência de embriões 

e produção in vitro de embriões (PEÑA et al.,2024). A criopreservação de espermatozoides é 

um processo amplamente utilizado na reprodução equina, no entanto pode causar alguns 

impactos negativos na viabilidade e funcionalidade do sêmen. Entre os principais efeitos da 

congelação e descongelação, destacam-se: danos estruturais à membrana do espermatozoide, 

comprometendo sua integridade e viabilidade (MEDEIROS et al., 2002), redução da 

motilidade,  devido ao estresse térmico e osmótico sofrido pelas células (DI SANTO et al., 

2012), aumentar os níveis de estresse oxidativo, levando à fragmentação do DNA espermático, 

o que pode impactar negativamente a fertilização e o desenvolvimento embrionário (Donnelly 

et al., 2001)., alterações da função mitocondrial (MARTÍNEZ-SOTO et al., 2016) e aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) causando maior risco de lesões sobre a 

integridade do espermatozoide e afetar sua funcionalidade (AITKEN; CLARKSON, 1987).  

Além disso, a congelação de sêmen equino p pode comprometer sua produção, como 

por exemplo: redução da fertilidade, uma vez que a viabilidade no espermatozoide congelado é 

menor do que o fresco, devido sua baixa longevidade pós-descongelação; maior custo com mão-

de obra especializada e animais de alto valor; maior custo de logística relacionados ao transporte 

e manutenção de botijões criogênicos ( MORRIS; HARTEVELD; GIBB, 2024). 

Outro ponto sensível é que espermatozoides equinos possuem membrana plasmática 

com alta proporção de ácidos graxos poli-insaturados, condição que os torna ainda mais 

sensíveis aos danos oxidativos das espécies reativas de oxigênio (ROS) produzidas como 

subprodutos do metabolismo celular (MEDICA et al., 2021). Para garantir o sucesso no 

processo de criopreservação a fim de evitar e/ou minimizar os danos celulares aos 

https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Morris/Lee
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Harteveld/Ria
https://beva.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Gibb/Zamira
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espermatozoides, muitos estudos têm sido realizados a fim de se obter uma formulação de um 

diluidor de sêmen ideal que garanta a proteção contra o choque frio e forneça aporte energético 

para manutenção da viabilidade espermática em condições desfavoráveis (AGUIAR et al., 

2020; BAHRAMI et al., 2020; ORTIZ-RODRÍGUEZ et al., 2021).  

Os meios utilizados para a diluição do sêmen para a criopreservação são compostos por 

substâncias que atuam contra os efeitos deletérios das oscilações da temperatura. Dentre os 

principais componentes das formulações estão a gema de ovo, leite desnatado, açúcares, 

eletrólitos e glicerol (OLIVEIRA et al., 2013). A gema de ovo é uma fonte lipídica com 

capacidade de proteger o espermatozoide contra o choque frio, porém, sua composição pode 

variar de acordo com alguns fatores como nutrição, idade e linhagem do animal podem alterar 

a composição de lipídeos (SCHEIDELER et al. 1998). Dessa forma um componente mais 

específico da gema do ovo, as lipoproteínas de baixa densidade (LDL), vêm sendo utilizadas 

em processos de congelação de sêmen (CONSUEGRA et al., 2019).  

 No entanto, uma importante preocupação com o uso de constituintes de origem animal 

na formulação de diluidores é o risco sanitário, uma vez que o transporte de material genético 

pode favorecer a proliferação e disseminação de microorganismos patológicos (PAPA; 

FELICIO, 2011) além de não apresentarem uma composição quimicamente definida (PLANTE 

et al., 2015). Dessa forma, a confecção de diluidores quimicamente definidos pode oferecer 

maior segurança biológica e garantir um meio com composição padronizada. Um meio 

quimicamente definido, descrito por Biggers, Whitten e Whittingham (BWW) modificado por 

Gibb et al. (2015), através da adição de L-carnitina e Piruvato de Sódio, testado em sêmen 

equino, em temperatura ambiente, mostrou manutenção dos valores cinemáticos por 72 horas 

em relação aos meios tradicionais. Entretanto, este meio ainda não foi confeccionado para a 

utilização em processos de criopreservação como a congelação.  



51 
 

Para promover um ambiente favorável à sobrevivência do espermatozoide durante a 

passagem da temperatura ambiente até as faixas baixas, é necessária a inclusão de substâncias 

que possam fornecer estabilização da membrana, energia para o metabolismo celular, evitar a 

desidratação severa, peroxidação lipídica, e a formação de ROS (GIBB et al., 2015). O ácido 

docosahexaenoico (DHA) é um ácido graxo poliinsaturado (PUFAs) presente na membrana do 

espermatozoide (STEVEN et al., 2005). Dentre os benefícios na adição do DHA em diluentes 

seminais temos: melhora da integridade da membrana espermática, uma vez que o DHA é um 

dos seus principais componentes lipídicos e ajuda a manter sua fluidez e resistência ao estresse 

térmico e osmótico durante a criopreservação (LEITE et al., 2023), aumento da motilidade pois 

está envolvido na regulação da fluidez da membrana e na eficiência da mitocôndria 

(GHOLAMI; CHAMANI, 2017), redução do estresse oxidativo atuando como um antioxidante 

natural, reduzindo os danos causados por espécies reativas de oxigênio (ROS), que podem levar 

à fragmentação do DNA espermático e diminuir a viabilidade celular (MALDJIAN et al., 2005) 

além de promover proteção ao material genético contra fragmentação, garantindo a fertilidade 

do espermatozoide (AITKEN et al., 2012).Foi observado que a suplementação com DHA levou 

a aumento dos valores de cinética espermática, motilidade total e motilidade progressiva 

(BRISKO et al., 2005), sugerindo que o uso de DHA aos meios de congelação pode garantir a 

proteção da membrana e viabilidade celular. 

 Além de DHA, os efeitos da rosiglitazona, uma substância antidiabética (SWENGE et 

al., 2016) que promove melhora a sensibilidade à insulina (HALLSTEN et al., 2002), têm sido 

testados como suplementação sêmen. Após o processo de congelação, os espermatozoides 

apresentam menor motilidade e menor teor de ATP comprometendo sua funcionalidade e por 

fim sua capacidade fertilizante. A suplementação de rosiglitazona ao meio diluidor mantém a 

fosforilação, promove melhora da funcionalidade mitocondrial e aumento da atividade 

glicolítica de espermatozoides equinos (ORTIZ-RODRÍGUEZ et al., 2019).  
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A incubação espermatozoides equinos com rosiglitazona promoveu maior qualidade 

espermática, sobretudo por aumentar a motilidade, o conteúdo de ATP e a capacidade de 

captação de glicose (SWEGEN et al, 2016). Quando foi adiciona em meio pós-congelação, a 

rosiglitazona também melhorou a funcionalidade mitocondrial, aumentou a atividade 

glicolítica, manteve a fosforilação da proteína quinase B (Atk) e reduziu a ativação da caspase 

3, em espermatozoides equinos (ORTIZ-RODRÍGUEZ et al., 2019).  

Ainda não existem estudos avaliando a funcionalidade do espermatozoide equino 

criopreservado em meio quimicamente definido e enriquecido com essas substâncias. Dessa 

forma, o objetivo desse estudo foi avaliar se o diluidor quimicamente definido e sanitariamente 

controlado, produzido com a formulação BWW enriquecido com DHA, rosaglitazona e LDL 

tem a capacidade de maximizar a qualidade do sêmen congelado de garanhões, e garantir 

parâmetros espermáticos importantes para o processo de fecundação. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 LOCAL E ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal 

CEUA/UESC da Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Bahia, Brasil com o número de 

protocolo 004/16. 

Foram utilizados cinco garanhões Mangalarga Marchador, com idade entre 5 a 8 anos, 

considerados aptos à reprodução por meio do exame andrológico, posterior ao esgotamento das 

suas reservas espermáticas extragonadais por meio de coletas de sêmen seriadas por pelo menos 

sete dias com vagina artificial modelo Botucatu® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) e auxílio 

de uma fêmea em estro como manequim, seguido de um período de descanso de 48 horas,  

apresentando as seguintes características seminais de volume entre 40 e 60 ml, cor branca 

acinzentada, odor sui generis, motilidade espermática ≥ 30%, vigor  ≥ 3, espermatozoide 
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morfologicamente normais  ≥ 60%, parâmetros seminais característicos segundo o Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal – CBRA (2013). 

A coleta e congelação de sêmen foram conduzidas em um haras localizado no município 

de Itambé, Latitude: -15.2454, Longitude: -40.6243, 15° 14′ 43″ Sul, 40° 37′ 27″, Oeste região 

Sudoeste do Estado da Bahia – Brasil, durante a estação reprodutiva, entre os meses de fevereiro 

e março. Todas as amostras foram descongeladas e analisadas no Laboratório de Reprodução 

Animal (LARA) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).  

2.2 COLETA DO SÊMEN E AVALIAÇÃO  

A coleta de sêmen foi realizada utilizando vagina artificial apropriada, modelo 

Botucatu®, usando éguas em estro induzido com Cipionato de estradiol (E.C.P.®; 4mg/kg/ via 

intramuscular), como manequim. Após a coleta, a fração gel dos ejaculados foi filtrada e o 

sêmen avaliado de acordo com suas características macroscópicas e microscópicas: volume, 

cor, odor, aspecto, motilidade total (MT) motilidade progressiva (MP) e vigor espermático, 

segundo o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal – CBRA (2013). Com posterior diluição 

de uma alíquota do sêmen em citrato de sódio formolizado a 4% (1:20), para determinação da 

concentração espermática em câmara de Neubauer e da morfologia espermática pela técnica de 

preparação úmida, com avaliação de 200 espermatozoides. 

2.3 CONFECÇÃO DE DILUIDORES 

2.3.1 EXTRAÇÃO DE LIPOPROTEÍNAS DE BAIXA DENSIDADE (LDL) 

Para a extração de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) utilizou-se o protocolo 

descrito por Moussa et al. (2002), com adaptações. O relatório da extração utilizado está 

descrito no apêndice.  
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2.3.2 CONFECÇÃO DE DILUIDORES 

O diluidor quimicamente definido do tipo BWW (BIGGERS et al., 1971 com 

modificações citadas por GIBB et al., 2015), utilizado no presente estudo, apresentou duas 

diferentes composições. A primeira formulação apresentou os seguintes componentes: 95 mM 

NaCl, 4,7 mM KCl, 1,7 mM CaCl2 .2 H2O, 1,2 mM KH2 PO4, 1,2 mM MgSO4. 7 H2O, 25 mM 

NaHCO3, 5,6 mM glicose, 275 µM piruvato de sódio, 3,7 µL/mL 60% lactato de sódio, U/ml 

de penicilina, 50 μg/mL de estreptomicina, 250 μg/mL de gentamicina, 20 mM de Hepes e 0,1% 

(p/v) álcool polivinílico, constituindo o diluidor BWW-I. A segunda formulação teve as 

seguintes modificações: redução da concentração de NaCl (80,14%), suplementação de 10 mM 

de piruvato de sódio na concentração final da solução e adição de 50 mM de L-carnitina 

(componente ausente no BWW-I), constituindo o diluidor BWW-II. Os diluidores apresentaram 

1002,00 mOsmol/L de osmolalidade e 7,2 de pH. 

Os grupos experimentais foram compostos pelos seguintes diluidores de congelação: 

D1) diluidor à base de gema de ovo (BotuCrio®); D2) BWW-I + 10% de LDL + 2% de glicerol 

+ 3% de dimetilformamida; D3) BWW-II + 10% de LDL + 2% de glicerol + 3% de 

dimetilformamida + 30 ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI; D4) BWW-II + 2% de glicerol + 

3% de dimetilformamida + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI (BWW-II). 

 

2.3.3 CONGELAÇÃO DE SÊMEN 

Os ejaculados coletados foram diluídos na proporção de 1:2 (v/v) em diluidor a base de 

leite (GIBB et al., 2015) e centrifugados a 12000x G por 10 min. O sobrenadante foi desprezado 

depois da centrifugação e a concentração do pellet determinada em câmara de Neubauer. O 

pellet foi ressuspenso nos diluidores testes: D1) diluidor à base de gema de ovo (BotuCrio®); 

D2) BWW-I + 10% de LDL + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; D3) BWW-II + 10% 
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de LDL + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida + 30 ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI; 

D4) BWW-II + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de 

ROSI (BWW-II) de forma a obter 100x106 espermatozoides/mL.  

O sêmen diluído foi envasado em palhetas de 0,5 mL e submetidas a criopreservação em sistema 

automatizado Neovet Cryogen HSE® portátil (Uberaba, Brasil), utilizando a seguinte curva: 

curva de refrigeração de - 0,8 °C por minuto da temperatura inicial de 25ºC até 5 °C, seguido 

de 10 minutos de equilíbrio na temperatura  5 oC por, em seguida, as palhetas foram congeladas 

com taxa de -20 ºC/min na rampa 1 e -40 ºC/min na rampa 2 até atingir -100ºC, com posterior 

imersão das palhetas em nitrogênio líquido (-196 ºC) para finalizar o processo de congelação. 

A descongelação foi realizada com imersão das palhetas em banho-maria a 46 ºC/20 segundos.  

 

2.4 ANÁLISES ESPERMÁTICAS  

2.4.1 CINEMÁTICA 

O movimento espermático das amostras descongeladas foi avaliado por sistema 

computadorizado Sperm Class Analyser® - CASA (SCA evolution, Microptics S.L, Barcelona, 

Espanha). As amostras foram preparadas 5 minutos depois da descongelação em lâmina Leja 

20 µm. Os padrões utilizados para o ajuste do equipamento seguiu o indicado no setup para 

análise de sêmen equino: 25 imagens/seg com 25 Hertz (Hz); tamanho de partícula capturado 

entre 4 e 75 µm/m2; espermatozoides considerados imóveis <10 µm/s, lentos <45 µm/s, médios 

de 45 a 90 µm/s e rápidos >90 µm/s. Foram avaliados os seguintes parâmetros: motilidade total 

(MT;%), motilidade progressiva (MP; %), linearidade (LIN; %), retilinearidade (STR; %), 

velocidade curvilinear (VCL; µm/s), velocidade linear progressiva (VSL; µm/s), velocidade 

média do trajeto (VAP; µm/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeça espermática (ALH; 

µm), e frequência do batimento flagelar cruzado (BCF; Hz). 
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2.4.2 INTEGRIDADE FUNCIONAL DE MEMBRANA PLASMÁTICA  

A integridade funcional da membrana plasmática foi avaliada pela determinação do 

percentual de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico (HOST) depois da diluição de 50 

µL da amostra em 500 µL de solução de sacarose a 100 mOsmol/L. As amostras foram 

incubadas em banho seco a 37°C durante 30 min e posteriormente fixadas com 250 µL de 

solução de citrato de sódio formolizado a 4%, seguida de avaliação de 200 células em 

microscópio de contraste de fase (1000x; Olympus® CX 31). A porcentagem de células 

funcionalmente íntegras foi calculada da seguinte forma: HOST% = % de alterações na região 

da cauda após o HOST - % de alterações na região da cauda antes do HOST, de acordo com o 

método de Melo e Henry (1999). As alterações de cauda antes e depois da incubação, em 

solução hiposmótica, foram analisadas por meio da técnica de preparação úmida.  

2.4.3 INTEGRIDADE ESTRUTURAL DAS MEMBRANAS PLASMÁTICA E 

ACROSSOMAL 

A integridade estrutural das membranas plasmática e acrossomal das amostras de sêmen 

descongeladas foi avaliada em microscópio fluorescente (400x; Nikon® 550S) usando os 

fluorocromos diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) e iodeto de propídio (IP) de acordo com 

o método de Harrison e Vickers (1990). A coloração com CFDA foi avaliada usando o conjunto 

padrão de filtro de fluoresceína, enquanto a coloração com IP foi avaliada usando o conjunto 

padrão de filtros de rodamina. Foram analisados 100 espermatozoides por amostra. Os 

espermatozoides foram classificados como viáveis aqueles estruturalmente íntegros, com 

membrana plasmática e acrossomal intactas (CFDA+/ IP-). 
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2.4.4 INTEGRIDADE DA CROMATINA  

A integridade da cromatina espermática em amostras de sêmen descongelada foi 

avaliada pela técnica da metacromasia induzida pelo azul de toluidina (NAVES et al., 2004). 

Foram confeccionados esfregaços com uma alíquota de 10 µL da amostra, secados em 

temperatura ambiente e fixados por 1 min em solução de Carnoy (3:1, 75 mL de álcool 100 % 

+ 25 mL de ácido acético) e em seguida em álcool a 70 % por 3 min. Procedeu-se á hidrólise 

com ácido clorídrico 4N por 15 minutos, lavagem em água destilada e secagem em temperatura 

ambiente. Para a coloração do esfregaço foram depositados 20 µL da solução de azul de 

toluidina a 0,025 % (0,00125 g de azul de toluidina em 5 mL de solução de McIlveine, pH 4,0) 

entre lâmina e lamínula e avaliados 200 espermatozoides em microscopia de contraste de fase 

(1000x; Olympus® CX 31). Os espermatozoides foram classificados com cromatina compacta 

(região da cabeça corada em azul claro) e com cromatina descompactada (região da cabeça 

corada em azul escuro ou violeta). Foram considerados viáveis aqueles espermatozoides com 

cromatina compacta. 

2.4.5 ATIVIDADE MITOCONDRIAL  

A atividade mitocondrial foi avaliada depois da descongelação do sêmen, por meio da 

coloração de 3,3’- diaminobenzidina (DAB) segundo a técnica de Hrudka (1987), sendo que 20 

μL da amostra será incubada com 20 μL de DAB (1mg/mL de PBS) a 37 ºC por 60 minutos, na 

ausência de luz. Após a incubação foram confeccionados esfregaços, fixados em formol a 10 

% por 10 minutos, lavados em água destilada e secados ao ar sob proteção da luz. Foram 

avaliados 200 espermatozoides em microscópio de contraste de fase (1000x; Olympus® CX 

31) e classificadas de acordo com o nível de deposição do corante na peça intermediária (PI). 

Na classe I, os espermatozoides que apresentarem a peça intermediária totalmente corada (alta 

atividade mitocondrial); na classe II, mais de 50 % da peça intermediária corada (atividade 
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mitocondrial intermediária); na classe III, menos de 50 % da peça intermediária corada (baixa 

atividade mitocondrial) e na classe IV, não apresentarem coloração (atividade mitocondrial 

inexistente).  

2.4.6 MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

 A morfologia espermática foi avaliada em amostras de sêmen pré-congelação e 

descongeladas pela técnica de preparação úmida. Para a avaliação uma alíquota de 10µl de 

sêmen foi adicionada a 490 µl de PBS formolizado a 4% tamponado previamente aquecido a 

37°C. Foram analisadas 200 células em um microscópio de contraste de fase, sob óleo de 

imersão (1000x; Olympus® CX 31). As anormalidades morfológicas foram classificadas de 

acordo com células normais, defeito maior e defeito menor, de acordo com o Manual de Exame 

Andrológico (CBRA, 2013).  

.   

2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, considerado o ejaculado como 

bloco. Para a comparação do efeito dos diluidores foi realizada a análise de variância (ANOVA) 

seguida de comparações múltiplas de médias foi utilizado a função Tukey C versão 1.3-4 

(FARIA; JELIHOVSCHI; ALLAMAN,2021). Os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-

Smirnov foram realizados para verificar a normalidade e homocedasticidade dos resíduos. 

Variáveis que não atenderam os pressupostos passaram por transformação boxcox. Os 

parâmetros de motilidade, espermatozoides rápidos e lentos precisaram ser comparados pelo 

tste não paramétrico de Friedman. Todas as análises foram feitas pelo programa Tinn-R versão 

8.1.3.4 e os gráficos usando o programa GraphPad prism versão 9.5.0 (730). As hipóteses 

testadas foram consideradas significativas quando P < 0,05.  
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3. RESULTADOS  

Os ejaculados utilizados para testar os diferentes diluidores para a congelação apresentaram 

características macroscópicas típicas de sêmen equino fresco, motilidade total média de 80,7%, 

motilidade progressiva média de 77,1%, vigor 3 e espermatozoides morfologicamente normais 

de 69,6%. Todos os garanhões foram considerados aptos para reprodução na avaliação 

andrológica, no entanto, não houve seleção para congelabilidade. 

Os diluidores BWW para congelação de sêmen preservaram os parâmetros espermáticos 

rápidos, VCL, STR, ALH, a integridade estrutural, a compactação de DNA e a atividade 

mitocondrial de forma semelhante ao diluidor à base de gema de ovo (P> 0,05). O meio BWW, 

independente de sua formulação, foi inferior ao meio contendo gema de ovo para preservar a 

motilidade (MT e MP), o percentual de espermatozoides lentos e a funcionalidade da membrana 

plasmática (P < 0,05). A formulação BWW-II, contendo L-Carnitina, com ou sem LDL resultou 

em percentual de espermatozoides com velocidade média, VAP, VSL, LIN e percentual de 

espermatozoides morfologicamente normais inferior quando comparado ao sêmen congelado 

em meio com gema de ovo (P < 0,05) e resultou em maior percentual de alterações morfológicas 

classificadas em defeitos maiores (P < 0,05).Os espermatozoides congelados em BWW-II sem 

LDL apresentaram BCF inferior aos criopreservados em meio contendo gema de ovo (P < 0,05) 

e maior percentual de espermatozoides com alterações morfológicas consideradas defeitos 

menores (P <0,05).  

 

4. DISCUSSÃO 

Os diluidores BWW para congelação de sêmen preservaram os parâmetros de percentual 

de espermatozoides rápidos, VCL, STR, ALH, a integridade estrutural, a compactação de DNA 

e a atividade mitocondrial de forma semelhante ao diluidor contendo gema de ovo (P>0,05). 

No entanto, apresentaram redução do potencial de preservar os parâmetros de motilidade e 
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espermatozoides funcionalmente íntegros quando comprados ao meio à base de gema de ovo ( 

P<0,05). Além disso, o diluidor à base de gema de ovo também foi superior aos diluidores 

BWW contendo L-carnitina na sua formulação, com ou sem LDL para preservar a VAP, VSL, 

linearidade e percentual de morfologicamente normais (P<0,05).  

Durante o processo de congelação e descongelação, ocorre lesão da membrana 

plasmática do espermatozoide, impactando significativamente os parâmetros de cinética 

espermática, como a motilidade, a velocidade e o padrão de movimento dos espermatozoides. 

Essa lesão pode ocorrer devido a vários fatores, como a formação de cristais de gelo dentro das 

células, mudanças na composição lipídica da membrana e danos oxidativos, entre outros. A 

membrana plasmática dos espermatozoides é crucial para a sua funcionalidade, já que ela regula 

a interação do espermatozoide com o ambiente extracelular e controla processos essenciais, 

como a capacitação e a fusão com o oócito (MAZUR, 2004). 

A lesão da membrana plasmática do espermatozoide durante o processo de 

congelamento e descongelamento pode ser explicada por vários mecanismos moleculares e 

celulares. Esses mecanismos são complexos e envolvem interações entre as estruturas celulares, 

as condições físicas (como a temperatura) e os processos bioquímicos desencadeados durante 

a congelação e a descongelação. O citoesqueleto do espermatozoide é crucial para a sua 

motilidade, fornecendo suporte estrutural para o flagelo e para a transmissão de sinais 

necessários para a locomoção. O estresse térmico e mecânico pode desestruturar as fibras do 

citoesqueleto, como a tubulina e a actina, que são essenciais para o movimento do flagelo. Isso 

pode reduzir a capacidade do espermatozoide de nadar de forma eficaz.  

Outro fator que pode está associado é a desregulação dos níveis de cálcio. O cálcio é 

fundamental para o movimento do espermatozoide, e a desregulação dos níveis intracelulares 

de cálcio pode afetar a capacidade do flagelo de gerar movimento, resultando em motilidade 

reduzida ou irregular. Durante a congelação e descongelação, a função das bombas iônicas que 
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regulam os níveis de cálcio intracelular pode ser comprometida. O aumento dos níveis de cálcio 

intracelular pode ativar enzimas como as fosfolipases e proteases, que podem causar danos à 

membrana e outras estruturas celulares (MARCONATO et al., 2022). 

O estresse causado pela congelação pode ativar vias apoptóticas, como a via da caspase, 

resultando na morte celular dos espermatozoides danificados. Esses mecanismos moleculares 

explicam como a lesão da membrana plasmática pode afetar a motilidade e outras funções 

essenciais dos espermatozoides após a descongelação, comprometendo suas chances de 

fertilizar um oócito e afetando a eficácia dos tratamentos de reprodução assistida. 

Observamos em nosso estudo que o diluente BWW contendo LDL não foi eficaz em 

preservar atributos celulares importantes. Uma hipótese seria que a  LDL pode não fornecer a 

mesma proteção contra o estresse osmótico causado pelo congelamento quanto a gema de ovo. 

A gema de ovo contém proteínas como a lipoproteína de alta densidade (HDL) e outros 

componentes lipídicos, que ajudam a estabilizar as membranas celulares durante o 

congelamento e descongelamento. Essas proteínas e lipídios são conhecidos por formar uma 

espécie de "escudo" ao redor das células, reduzindo a formação de cristais de gelo e a ruptura 

da membrana. A composição lipídica da LDL não é seria eficaz na estabilização da membrana 

plasmática dos espermatozoides durante a congelação. A gema de ovo contém lipídios, 

colesterol e antioxidantes que oferecem uma proteção melhor contra o estresse osmótico e o 

estresse oxidativos; a propriedade viscoelástica da gema de ovo ajuda a reduzir a formação de 

cristais de gelo e protege contra a desidratação excessiva e por fim, a LDL não interage tão 

eficazmente com a membrana dos espermatozoides, reduzindo sua capacidade de proteger as 

células durante o congelamento e descongelamento. Esses fatores combinados explicam os 

melhores resultados do meio comercial a base de gema de ovo em relação à LDL para a 

preservação dos espermatozoides durante o processo de criopreservação. 
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Observamos em nosso estudo que o diluente BWW contendo LDL não foi eficaz em 

preservar atributos celulares importantes. Uma hipótese seria que a  LDL pode não fornecer a 

mesma proteção contra o estresse osmótico causado pelo congelamento quanto a gema de ovo. 

A gema de ovo contém proteínas como a lipoproteína de alta densidade (HDL) e outros 

componentes lipídicos, que ajudam a estabilizar as membranas celulares durante o 

congelamento e descongelamento. Essas proteínas e lipídios são conhecidos por formar uma 

espécie de "escudo" ao redor das células, reduzindo a formação de cristais de gelo e a ruptura 

da membrana. A composição lipídica da LDL não é seria eficaz na estabilização da membrana 

plasmática dos espermatozoides durante a congelação. A gema de ovo contém lipídios, 

colesterol e antioxidantes que oferecem uma proteção melhor contra o estresse osmótico e o 

estresse oxidativos; a propriedade viscoelástica da gema de ovo ajuda a reduzir a formação de 

cristais de gelo e protege contra a desidratação excessiva e por fim, a LDL não interage tão 

eficazmente com a membrana dos espermatozoides, reduzindo sua capacidade de proteger as 

células durante o congelamento e descongelamento. Esses fatores combinados explicam os 

melhores resultados do meio comercial a base de gema de ovo em relação à LDL para a 

preservação dos espermatozoides durante o processo de criopreservação. 

Os diluentes BWW com inclusão de rosiglitazona foram pouco competentes em 

preservar espermatozoides equinos congelados. A rosiglitazona, um agonista do receptor 

PPAR-γ (SWENGE et al., 2016), pode ter comprometido a efetividade da LDL na 

criopreservação de espermatozoides por diversos mecanismos, afetando principalmente a 

integridade da membrana espermática, o metabolismo energético e o equilíbrio oxidativo. A 

LDL é amplamente utilizada na criopreservação de espermatozoides devido à sua capacidade 

de estabilizar a membrana plasmática, reduzindo o impacto das baixas temperaturas e do 

estresse osmótico (ANDRADE et al., 2007). No entanto, a rosiglitazona pode modificar a 

composição lipídica da membrana celular ao regular a expressão de genes relacionados ao 
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metabolismo lipídico. Essas alterações podem reduzir a incorporação eficiente da LDL, 

comprometendo a proteção contra danos estruturais induzidos pelo congelamento (WATSON, 

2000). A criopreservação já induz um aumento da produção de EROs, o que pode levar à 

peroxidação lipídica da membrana espermática e danos ao DNA (AITKEN et al., 2012). A 

rosiglitazona pode exacerbar esse efeito ao interferir no metabolismo antioxidante e na 

atividade mitocondrial, promovendo um ambiente pró-oxidativo que compromete ainda mais a 

viabilidade espermática após o descongelamento (GHARACHLORLOO et al., 2016).  

A motilidade espermática depende da funcionalidade mitocondrial, que fornece ATP 

para os processos celulares necessários à movimentação dos espermatozoides (WATSON, 

2000). A rosiglitazona pode afetar a regulação da fosforilação oxidativa ao alterar a expressão 

de genes mitocondriais mediados por PPAR-γ. Como resultado, ocorre um prejuízo na produção 

de energia, o que pode reduzir a motilidade espermática pós-descongelamento e, 

consequentemente, a taxa de fertilização (GHARACHLORLOO et al., 2016). A LDL 

desempenha um papel essencial na proteção da membrana espermática ao fornecer fosfolipídios 

e colesterol, componentes fundamentais para manter a estabilidade estrutural e funcional 

durante a criopreservação (ANDRADE et al., 2007). No entanto, a rosiglitazona pode interferir 

na capacidade da LDL de se incorporar de forma eficaz à membrana, prejudicando sua ação 

protetora e levando a um aumento da fragmentação do DNA e da apoptose espermática 

(AITKEN et al., 2012). 

Dessa forma, sugerimos que a rosiglitazona nas concentrações testadas, pode afetar 

negativamente a criopreservação de espermatozoides ao alterar a fluidez da membrana, 

aumentar o estresse oxidativo, comprometer a bioenergética mitocondrial e modificar a 

interação da LDL com os espermatozoides. Esses fatores, combinados, podem reduzir 

significativamente a viabilidade e a funcionalidade espermática pós-descongelação. 
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Observamos em nosso estudo que o diluente BWW contendo LDL não foi eficaz em 

preservar atributos celulares importantes. Uma hipótese seria que a  LDL pode não fornecer a 

mesma proteção contra o estresse osmótico causado pelo congelamento quanto a gema de ovo. 

A gema de ovo contém proteínas como a lipoproteína de alta densidade (HDL) e outros 

componentes lipídicos, que ajudam a estabilizar as membranas celulares durante o 

congelamento e descongelamento. Essas proteínas e lipídios são conhecidos por formar uma 

espécie de "escudo" ao redor das células, reduzindo a formação de cristais de gelo e a ruptura 

da membrana. A composição lipídica da LDL não é seria eficaz na estabilização da membrana 

plasmática dos espermatozoides durante a congelação. A gema de ovo contém lipídios, 

colesterol e antioxidantes que oferecem uma proteção melhor contra o estresse osmótico e o 

estresse oxidativos; a propriedade viscoelástica da gema de ovo ajuda a reduzir a formação de 

cristais de gelo e protege contra a desidratação excessiva e por fim, a LDL não interage tão 

eficazmente com a membrana dos espermatozoides, reduzindo sua capacidade de proteger as 

células durante o congelamento e descongelamento. Esses fatores combinados explicam os 

melhores resultados do meio comercial a base de gema de ovo em relação à LDL para a 

preservação dos espermatozoides durante o processo de criopreservação. 

Os diluentes BWW com inclusão de rosiglitazona foram pouco competentes em 

preservar espermatozoides equinos congelados. A rosiglitazona, um agonista do receptor 

PPAR-γ (SWENGE et al., 2016), pode ter comprometido a efetividade da LDL na 

criopreservação de espermatozoides por diversos mecanismos, afetando principalmente a 

integridade da membrana espermática, o metabolismo energético e o equilíbrio oxidativo. A 

LDL é amplamente utilizada na criopreservação de espermatozoides devido à sua capacidade 

de estabilizar a membrana plasmática, reduzindo o impacto das baixas temperaturas e do 

estresse osmótico (ANDRADE et al., 2007). No entanto, a rosiglitazona pode modificar a 

composição lipídica da membrana celular ao regular a expressão de genes relacionados ao 
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metabolismo lipídico. Essas alterações podem reduzir a incorporação eficiente da LDL, 

comprometendo a proteção contra danos estruturais induzidos pelo congelamento (WATSON, 

2000). A criopreservação já induz um aumento da produção de EROs, o que pode levar à 

peroxidação lipídica da membrana espermática e danos ao DNA (AITKEN et al., 2012). A 

rosiglitazona pode exacerbar esse efeito ao interferir no metabolismo antioxidante e na 

atividade mitocondrial, promovendo um ambiente pró-oxidativo que compromete ainda mais a 

viabilidade espermática após o descongelamento (GHARAGOZLOO; AITKEN., 2016). A 

captação de glicose pelas células é mediada principalmente pelo transportador GLUT4, cuja 

translocação para a membrana plasmática é estimulada pela insulina, a taxa de translocação do 

GLUT4 estimulada pela insulina é dependente da temperatura. Portanto, a diminuição da 

temperatura pode retardar a translocação do GLUT4 para a membrana plasmática, reduzindo 

temporariamente a eficiência da captação de glicose pelas células (THURMOND et al., 2000) 

A motilidade espermática depende da funcionalidade mitocondrial, que fornece ATP 

para os processos celulares necessários à movimentação dos espermatozoides (WATSON, 

2000). A rosiglitazona pode afetar a regulação da fosforilação oxidativa ao alterar a expressão 

de genes mitocondriais mediados por PPAR-γ. Como resultado, ocorre um prejuízo na produção 

de energia, o que pode reduzir a motilidade espermática pós-descongelamento e, 

consequentemente, a taxa de fertilização (GHARAGOZLOO; AITKEN, 2016). A LDL 

desempenha um papel essencial na proteção da membrana espermática ao fornecer fosfolipídios 

e colesterol, componentes fundamentais para manter a estabilidade estrutural e funcional 

durante a criopreservação (ANDRADE et al., 2007). No entanto, a rosiglitazona pode interferir 

na capacidade da LDL de se incorporar de forma eficaz à membrana, prejudicando sua ação 

protetora e levando a um aumento da fragmentação do DNA e da apoptose espermática 

(AITKEN et al., 2012). 



66 
 

Dessa forma, sugerimos quea rosiglitazona ativa várias vias moleculares que 

podem competir com os efeitos da LDL, como a regulação do metabolismo lipídico e a 

promoção da oxidação de ácidos graxos. Quando administrada em conjunto com a LDL, 

esses efeitos sinérgicos podem se anular ou até interferir mutuamente, prejudicando a função 

de crioproteção da LDL. A inclusão de rosiglitazona no processo de criopreservação de 

espermatozoides pode ter reduzido a efetividade da LDL devido à interação com vários 

mecanismos celulares. A rosiglitazona pode alterar o metabolismo lipídico, competir por 

lipídios essenciais, aumentar a produção de radicais livres e modificar a função mitocondrial, 

todos fatores que podem comprometer os efeitos protetores da LDL nas membranas celulares 

dos espermatozoides. Essa interação metabólica e os efeitos da congelação podem resultar em 

uma diminuição da motilidade espermática e de outros parâmetros cinemáticos após a 

descongelação. 

 

5. CONCLUSÃO  

Diante dos resultados apresentados, concluímos que os diluidores com meio BWW e 

suas associações promoveram manutenção de atributos celulares importantes compactação de 

DNA e atividade mitocondrial, no entanto mais estudos precisam ser realizados afim de 

encontrar concentração que melhorem os parâmetros de cinemática e integridade estrutural de 

membrana plasmática no sêmen pós-congelamento.  
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7. FIGURAS E LEGENDAS DE FIGURAS  

Figura 1 - Parâmetros de movimento espermático avaliados depois da descongelação de sêmen 

de garanhões Mangalarga Marchador, criopreservados em diferentes diluidores.  

 

A) Motilidade total (TM; %); B) Motilidade progressiva (PM; %); C) Velocidade média de 

percurso (VAP; μm/s); D) Velocidade da linha curva (VCL; μm/s); E) Velocidade linear 

progressiva (VSL; μm/s); F) Frequência de batimento flagelar cruzado (BCF; Hz); G) 
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Linearidade (LIN; %); H) Amplitude do deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide 

(ALH; μm/s); I) Retidão (STR; %); J) Velocidade rápida (RAP; %); L) Velocidade média 

(MED; %); M) Velocidade lenta (SLOW; %); Legendas: E1 = BotuCrio®; E2 = BWW(I) + 

10% de LDL + 2% de glicerol + 3 de dimetilformamida; E3 = BWW(II) + 10% de LDL + 

30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; E4 = 

BWW(II) + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; 

* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figura 2. Parâmetros de compactação de DNA, integridade de membrana, atividade 

mitocondrial e morfologia espermática avaliados depois da descongelação de sêmen de 

garanhões Mangalarga Marchador, criopreservados em diferentes diluidores.  

 

 

A) Espermatozoides funcionalmente íntegros pelo teste hiposmótico (HOST); B) 

Espermatozoides com membrana estrutural íntegra (CFDA+); C) Espermatozoides com 

cromatina compacta (DNA+); D) Espermatozoides com atividade mitocondrial classe I 

(DABI).  Espermatozoides com atividade mitocondrial classe II (DABII). Espermatozoides 

com atividade mitocondrial classe III (DABIII). Espermatozoides com atividade mitocondrial 

classe IV (DAB IV). E) Fotomicrografia representativa de células de sêmen equino com 

membrana plasmática funcional, com reatividade ao ambiente hiposmótico ; F) Fotomicrografia 

representativa de células de sêmen equino evidenciando a qualidade da membrana plasmática; 
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em destaque, uma célula emitindo luz vermelha indicando dano à membrana plasmática, e outra 

com luz verde indicando membrana plasmática intacta; G) Fotomicrografia representativa de 

células de sêmen equino com DNA compactado; H) Fotomicrografia representativa de células 

de sêmen equino com coloração DAB em mitocôndrias;  J) Espermatozoides morfologicamente 

normais; K) Espermatozoides com defeitos maiores; L) Espermatozoides com defeitos 

menores. abc Letras sobrescritas indicam  diferenças dentro da linha. reatividade ao ambiente 

hiposmótico. Legendas: E1 = BotuCrio®; E2 = BWW(I) + 10% de LDL + 2% de glicerol + 3 

de dimetilformamida; E3 = BWW(II) + 10% de LDL + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de ROSI 

+ 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; E4 = BWW(II) + 30ng/mL-1 de DHA + 50 μM de 

ROSI + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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RESUMO 

Os antioxidantes são substâncias com capacidade para proteger os espermatozoides de possíveis 

lesões provocadas pelo estresse oxidativo que ocorrem durante todas as etapas da 

criopreservação. Dessa forma, objetivou-se avaliar se o meio BWW, com a incorporação de 

glicerol e dimetilformamida, enriquecido com lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 

ergotioneína ou cisteamina, é capaz de manter os parâmetros de movimento espermático, 

integridade estrutural dos espermatozoides, morfologia celular, a integridade funcional, a 

atividade mitocondrial diaminobenzidina e a compactação do DNA avaliada pelo azul de 

toluidina como um diluidor comercial contendo gema de ovo. Para a realização deste estudo 

foram coletados com vagina artificial oito ejaculados provenientes de diferentes garanhões. O 

sobrenadante foi desprezado e o pellet diluído nos respectivos diluidores: D1) Meio comercial 

com gema de ovo (BotuCrio®); D2) BWW+10% de LDL+2% de glicerol+3% de 

dimetilformamida (BWW-I); D3) BWW-I+5mM de ergotioneína +; D4) BWW-I+5mM de 

cisteamina; para obter uma concentração final de 100 x 106 espermatozoides/mL. Os diluidores 

quimicamente definido do tipo BWW preservaram a morfologia dos espermatozoides, a 

atividade mitocondrial alta, intermediária, baixa e a compactação do DNA igualmente ao meio 

com gema de ovo (P>0,05). No entanto, o diluidor comercial foi superior aos meios BWW com 

ou sem antioxidante em preservar a funcionalidade da membrana plasmática (P<0,05). Os 

diluidores quimicamente definido do tipo BWW (D2; D3 e D4) não foram eficientes como o 

meio contendo gema de ovo para preservar os parâmetros de movimento espermático 

(motilidade total e progressiva; percentual de médio e lentos; velocidade média do trajeto e 

linear progressiva; retilinearidade; linearidade e batimento flagelar cruzado; P < 0,05). O 

percentual de espermatozoides com movimento rápido foi insignificante, entre 0 e 0,48%, em 

todas as amostras congeladas em meio gema e BWW (D1; D2; D3 e D4; P > 0,05). As médias 

da velocidade curvilinear foram maiores nas amostras congeladas em meio com gema e 

BWWcrio sem antioxidantes (D1 e D2; P < 0,05). A média da amplitude do deslocamento 

lateral da cabeça foi menor nas amostras congeladas em meio contendo cisteamina (D4; P < 

0,05). Todos os diluidores testados foram semelhantes em preservar a integridade estrutural das 

membranas (P > 0,05). Concluímos que o diluidor quimicamente definido BWWcrio, com ou 
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sem antioxidantes, não preserva de forma eficiente parâmetros de movimento espermático, 

além de preservar a integridade funcional dos espermatozoides, comprometendo uma 

característica de viabilidade importante para a fecundação, importantes para garantir o 

deslocamento da célula até o local de fecundação. 

 

Palavras-chaves: Amoniácidos. Antioxidantes. Congelação. Enzimas. Garanhão.  

 

1.INTRODUÇÃO 

O uso de diluidores de sêmen durante a congelação é essencial para preservar a 

viabilidade e a funcionalidade dos espermatozoides. Os diluidores atuam protegendo os 

espermatozoides contra esses danos celulares e garante melhores taxas de sobrevivência pós-

descongelação (WATSON, 2000; MEDEIROS et al., 2002). A grande maioria dos diluidores 

de congelação de sêmen possuem na sua formulação gema de ovo e seus derivados ou uma 

combinação gema de ovo e leite para proteger os espermatozoides do choque térmico durante 

o processo de refrigeração que ocorre antes da congelação (MARTINS et al., 2007). Entretanto, 

a formulação de diluidores com constituintes de origem animal oferece maiores riscos 

sanitários, (PAPA; FELICIO, 2011) além de não apresentarem uma composição quimicamente 

definida (PLANTE et al., 2015).  

Nesse sentido, a confecção de diluentes quimicamente definidos oferece maior 

segurança biológica e apresenta um meio com composição padronizada. Um meio 

quimicamente definido, descrito por Biggers, Whitten, e Whittingham (BWW) modificado por 

Gibb et al. (2015), suplementado com L-carnitina e Piruvato de Sódio promoveu manutenção 

dos valores cinemáticos por 72 horas em em sêmen equino, utilizado em temperatura ambiente. 

Ao ser utilizado em sêmen refrigerado, o meio BWW suplementado com lecitina de soja 

promoveu a manutenção da viabilidade do sêmen equino a 15ºC por até 24 horas (MACHADO 

et al., 2023). O meio BWW +10% de LDL também conseguiu preservar de maneira eficiente 

os parâmetros integridade funcional e percentual de espermatozoides estruturalmente íntegros 

para refrigerar sêmen equino a 15 oC (BRITO, 2022). 

Durante a congelação do sêmen, os espermatozoides estão sujeitos a danos oxidativos 

devido ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Esses danos podem 

comprometer a viabilidade e a funcionalidade espermática, afetando a fertilidade pós-

descongelação (AGARWAL; MAJZOUB, 2017). A membrana plasmática dos 

espermatozoides equino contém uma alta concentração de ácidos graxos poli-insaturados, 

tornando-os extremamente vulneráveis à peroxidação lipídica causada pelas espécies reativas 
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de oxigênio (EROs). Esse processo leva a perda da fluidez da membrana, prejudicando a fusão 

espermatozoide-oócito. (AITKEN; CURRY, 2011). As EROs podem causar quebras na cadeia 

do DNA espermático, resultando em aumento da fragmentação do DNA e redução da 

viabilidade (AGARWAL; MAJZOUB, 2017). Além disso, a oxidação causada pela congelação 

pode modificar proteínas essenciais para a motilidade espermática e a integridade estrutural, 

levando a redução da produção de ATP e comprometendo a motilidade (GUTHRIE; WELCH, 

2012). O estresse oxidativo pode ativar vias de sinalização celular que induzem uma 

capacitação prematura dos espermatozoides ou mesmo a apoptose, diminuindo sua longevidade 

e fertilidade (AITKEN; CURRY, 2011).  

Os antioxidantes são utilizados para proteger os espermatozoides de possíveis lesões 

provocadas pelo estresse oxidativo que ocorrem durante todas as etapas da criopreservação 

(SICHERLE et al., 2020). A ergotineína é um antioxidante natural, que vem demonstrando 

resultados promissores em diversas espécies, equinos (LOBO et al., 2024), caninos (USUGA 

et al., 2021) e ovinos (COYAN et al., 2011) devido a sua grande capacidade antioxidante 

(SOTGIA et al., 2020). Sua atuação funciona através da eliminação de radical hidroxila (OH) 

e inibição da geração dependente de íons de ferro ou cobre de • OH a partir do peróxido de 

hidrogênio (AKANMU et al., 1991). A cisteamina (C₂H₇NS) é um composto organossulfurado, 

derivado da degradação da cisteína (PISONI et al., 1995), atua como precursor na síntese de 

glutationa, um antioxidante intracelular crucial para a proteção celular contra danos oxidativos, 

ao aumentar os níveis de glutationa, contribui para a neutralização de EROs, protegendo os 

espermatozoides contra danos oxidativos que podem afetar sua viabilidade e função 

(CROCOMO et al., 2012).  

Devido ao seu potencial antioxidante, a cisteamina tem sido estudada em 

espermatozoides durante o processo de criopreservação. No entanto, pesquisas indicam que a 

inclusão de cisteamina em diluidores de sêmen pode não ser benéfica e, em alguns casos, pode 

até reduzir a qualidade espermática. Santana et al. (2024) avaliaram a adição de ergotioneína e 

cisteamina em diluidores de criopreservação de sêmen equino e observou uma redução 

expressiva nos parâmetros de qualidade espermática. Seu uso em espermatozoides ovinos 

congelados e observado que essa associação pode trazer impactos negativos para o 

espermatozoide (COYAN et al., 2011). No sêmen congelado de galos, a cisteamina reduziu a 

peroxidação lipídica, porém reduziu também a viabilidade celular, mesmo em doses baixas 

comprometendo a fertilidade do espermatoazoide (THANANURAK et al., 2020). 

Assim sendo, nosso objetivo foi avaliar se a inclusão de 5mM dos antioxidantes 

ergotioneina ou cisteamina em meio BWW contendo LDL preserva os parâmetros de 
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viabilidade para garantir potencial fecundante dos espermatozoides equino, como os meios 

contendo gema de ovo 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 LOCAL E ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal 

CEUA/UESC da Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Bahia, Brasil com o número de 

protocolo 004/16. 

Foram utilizados oito ejaculados de oito garanhões Mangalarga Marchador, 

considerados aptos à reprodução e com volume entre 40 e 60 ml, cor branca acinzentada, odor 

sui generis, motilidade espermática ≥ 60%, vigor  ≥ 3, espermatozoide morfologicamente 

normais  ≥ 70%, parâmetros seminais característicos segundo o Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal – CBRA (2013). A coleta e congelação de sêmen foram conduzidas em 

um haras localizado no município de Itabuna,  

Latitude: -14.7892, Longitude: -39.2778,14° 47′ 21″ Sul, 39° 16′ 40″ Oeste, região Sul do 

Estado da Bahia – Brasil, durante os meses de julho e agosto. Todas as amostras foram 

descongeladas e analisadas no Laboratório de Reprodução Animal (LARA) da Universidade 

Estadual de Santa Cruz (UESC). Todos os garanhões foram submetidos ao exame andrológico 

prévio e posteriormente ao esgotamento das suas reservas espermáticas extragonadais por meio 

de coletas de sêmen seriadas por pelo menos sete dias com vagina artificial modelo 

Botupharma® (Botucatu, SP, Brasil) e auxílio de uma fêmea em estro como manequim, seguido 

de um período de descanso de 48 horas.  

2.2 COLETA DO SÊMEN E AVALIAÇÃO  

Foi realizado exame andrológico prévio a congelação e selecionado os ejaculados com 

no mínimo 70% de motilidade, vigor 3, 70% de espermatozoides morfologicamente normais e 

65% funcionalmente íntegros. A coleta de sêmen foi realizada utilizando vagina artificial 

apropriada, modelo Botupharma®, preenchida previamente com água aquecida para garantir 

uma temperatura interna em torno de 42 ºC, usando éguas em estro induzido com Cipionato de 

estradiol (E.C.P.®; 4mg/kg/ via intramuscular), como manequim. Após a coleta, a fração gel 

dos ejaculados foi filtrada e o sêmen avaliado de acordo com suas características macroscópicas 

e microscópicas: volume, cor, odor, aspecto, motilidade total (MT) motilidade progressiva 

(MP) e vigor espermático, segundo o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal – CBRA 

(2013). Com posterior diluição de uma alíquota do sêmen em citrato de sódio formolizado a 
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4% (1:20), para determinação da concentração espermática em câmara de Neubauer e da 

morfologia espermática pela técnica de preparação úmida, com avaliação de 200 

espermatozoides. 

2.3 CONGELAÇÃO DE SÊMEN E CONFECÇÃO DE DILUIDORES 

2.3.1 EXTRAÇÃO DE LIPOPROTEÍNAS DE BAIXA DENSIDADE (LDL) 

Para a extração de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) utilizou-se o protocolo 

descrito por Moussa et al. (2002), com adaptações. O relatório da extração utilizado está 

descrito no apêndice.  

2.3.2 CONFECÇÃO DE DILUIDORES 

 Os ejaculados coletados foram diluídos na proporção de 1:2 (v/v) em diluidor a base de 

leite (GIBB et al., 2015) e centrifugados a 12000x G por 10 min. O pellet foi diluído para testar: 

D1) Meio a base de gema de ovo (BotuCrio®); D2) BWW+10% de LDL+2% de glicerol+3% 

de dimetilformamida (BWW-I); D3) BWW-I+5mM de ergotioneína +; D4) BWW-I+5mM de 

cisteamina;  

A composição de diluidor BWW-I, quimicamente definido (BIGGERS et al., 1971), 

modificado por (GIBB et al., 2015), composto por 5,54g NaCl, 356 mg KCl, 1,7 mM CaCl2. 

2H2O, 1,2 mM KH2 PO4, 1,2 mM MgSO4 • 7H2O, 25 mM NaHCO3, 5,6 mM de D-glicose, 275 

μM de piruvato de sódio, 3,7 μl/ml de lactato de sódio 60%, 50 U/ml de penicilina, 50 μg/mL 

de estreptomicina, 250 μg/mL de gentamicina, 20 mM de Hepes e 0,1% (w/v) álcool 

polivinílico, com osmolalidade e pH de aproximadamente 300 mOsm/kg e 7,2, 

respectivamente, foi utilizado como meio base. 

 

2.3.3 CONGELAÇÃO DE SÊMEN 

O sêmen diluído foi envasado em palhetas de 0,5 mL e submetidas a criopreservação 

em sistema automatizado Neovet Cryogen HSE® portátil (Uberaba, Brasil), utilizando a 

seguinte curva:  - 1,00 °C/min de 20,5 ºC até 5 °C, seguido de 1 min de equilíbrio na temperatura 

de 5 oC; em seguida, congelação com taxa de -30,00 ºC/min na rampa 1 e -30,00 ºC/min na 

rampa 2 até atingir -100ºC, com posterior imersão das palhetas em nitrogênio líquido (-196 ºC) 

para finalizar o processo de congelação. A descongelação foi realizada com imersão das 
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palhetas em banho-maria a 46 oC por 20 seg com posterior imersão em banho-seco a 37 oC por 

30 seg. 

2.4 ANÁLISES ESPERMÁTICAS  

2.4.1 CINEMÁTICA 

O movimento espermático das amostras descongeladas foi avaliado por um sistema 

computadorizado Sperm Class Analyser® - CASA (SCA evolution, Microptics S.L, Barcelona, 

Espanha). Os padrões utilizados para o ajuste do equipamento foram: 25 imagens/seg com 25 

Hertz (Hz); tamanho de partícula capturado entre 4 e 75 µm/m2; espermatozoides considerados 

imóveis <10 µm/s, lentos <45 µm/s, médios de 45 a 90 µm/s e rápidos >90 µm/s. Foram 

avaliados os seguintes parâmetros: motilidade total (MT;%), motilidade progressiva (MP; %), 

linearidade (LIN; %), retilinearidade (STR; %), velocidade curvilinear (VCL; µm/s), 

velocidade linear progressiva (VSL; µm/s), velocidade média do trajeto (VAP; µm/s), 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça espermática (ALH; µm), e frequência do 

batimento flagelar cruzado (BCF; Hz). 

2.4.2 INTEGRIDADE FUNCIONAL DE MEMBRANA PLASMÁTICA  

A integridade funcional da membrana plasmática foi avaliada pela determinação do 

percentual de espermatozoides reativos ao teste hiposmótico (HOST) depois da diluição de 50 

µL da amostra em 500 µL de solução de sacarose a 100 mOsmol/L. As amostras foram 

incubadas em banho seco a 37°C durante 30 min e posteriormente fixadas com 250 µL de 

solução de citrato de sódio formolizado a 4%, seguida de avaliação de 200 células em 

microscópio de contraste de fase (1000x; Olympus® CX 31). A porcentagem de células 

funcionalmente íntegras foi calculada da seguinte forma: HOST% = % de alterações na região 

da cauda após o HOST - % de alterações na região da cauda antes do HOST, de acordo com o 

método de Melo e Henry (1999). As alterações de cauda antes e depois da incubação, em 

solução hiposmótica, foram analisadas por meio da técnica de preparação úmida.  

2.4.3 INTEGRIDADE ESTRUTURAL DAS MEMBRANAS PLASMÁTICA E 

ACROSSOMAL 

A integridade estrutural das membranas plasmática e acrossomal das amostras de sêmen 

descongeladas foi avaliada em microscópio fluorescente (400X; Olympus® CX 31) usando os 

fluorocromos diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) e iodeto de propídio (IP) de acordo com 

o método de Harrison e Vickers (1990). A coloração com CFDA foi avaliada usando o conjunto 
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padrão de filtro de fluoresceína, enquanto a coloração com IP foi avaliada usando o conjunto 

padrão de filtros de rodamina. Foram analisados 200 espermatozoides por amostra. Os 

espermatozoides foram classificados como viáveis aqueles estruturalmente íntegros, com 

membrana plasmática e acrossomal intactas (CFDA+/ IP-). 

2.4.4 INTEGRIDADE DA CROMATINA   

A integridade da cromatina espermática em amostras de sêmen descongelada foi 

avaliada pela técnica da metacromasia induzida pelo azul de toluidina (NAVES et al., 2004). 

Foram confeccionados esfregaços com uma alíquota de 10 µL da amostra, secados em 

temperatura ambiente e fixados por 1 min em solução de Carnoy (3:1, 75 mL de álcool 100 % 

+ 25 mL de ácido acético) e em seguida em álcool a 70 % por 3 min. Procedeu-se á hidrólise 

com ácido clorídrico 4N por 15 minutos, lavagem em água destilada e secagem em temperatura 

ambiente. Para a coloração do esfregaço foram depositados 20 µL da solução de azul de 

toluidina a 0,025 % (0,00125 g de azul de toluidina em 5 mL de solução de McIlveine, pH 4,0) 

entre lâmina e lamínula e avaliados 200 espermatozoides em microscopia de contraste de fase 

no aumento de 1000x (Olympus® CX 31). Os espermatozoides foram classificados com 

cromatina compacta (região da cabeça corada em azul claro) e com cromatina descompactada 

(região da cabeça corada em azul escuro ou violeta). Foram considerados viáveis aqueles 

espermatozoides com cromatina compacta. 

2.4.5 ATIVIDADE MITOCONDRIAL  

A atividade mitocondrial foi avaliada depois da descongelação do sêmen, por meio da 

coloração de 3,3’- diaminobenzidina (DAB) segundo a técnica de Hrudka (1987), sendo que 20 

μL da amostra será incubada com 20 μL de DAB (1mg/mL de PBS) a 37 ºC por 60 minutos, na 

ausência de luz. Após a incubação foram confeccionados esfregaços, fixados em formol a 10 

% por 10 minutos, lavados em água destilada e secados ao ar sob proteção da luz. Foram 

avaliados 200 espermatozoides em microscópio de contraste de fase (1000x; Olympus® CX 

31) e classificadas de acordo com o nível de deposição do corante na peça intermediária (PI). 

Na classe I, os espermatozoides que apresentarem a peça intermediária totalmente corada (alta 

atividade mitocondrial); na classe II, mais de 50 % da peça intermediária corada (atividade 

mitocondrial intermediária); na classe III, menos de 50 % da peça intermediária corada (baixa 

atividade mitocondrial) e na classe IV, não apresentarem coloração (atividade mitocondrial 

inexistente).  
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2.4.6 MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

 A morfologia espermática foi avaliada em amostras de sêmen descongeladas pela 

técnica de preparação úmida. Para a avaliação uma alíquota de 10µl de sêmen foi adicionada a 

490 µl de PBS formolizado a 4% tamponado previamente aquecido a 37°C. Foram analisadas 

200 células em um microscópio de contraste de fase ou óptico, com objetiva de 100x (com 

ocular de 10x resulta em aumento de 1000x), sob óleo de imersão (1000x; Olympus® CX 31). 

As anormalidades morfológicas foram classificadas de acordo com a região da célula onde a 

mesma ocorreu como: cabeça, peça intermediaria ou cauda e também em células normais, 

defeito maior e defeito menor, de acordo com o Manual de Exame Andrológico (CBRA, 2013).  

.   

2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, considerado o ejaculado como 

bloco. Para a comparação do efeito dos diluidores foi realizada a análise de variância (ANOVA) 

seguida de comparações múltiplas de médias foi utilizado a função Tukey C versão 1.3-4 

(FARIA; JELIHOVSCHI; ALLAMAN,2021). Os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-

Smirnov foram realizados para verificar a normalidade e homocedasticidade dos resíduos. 

Variáveis que não atenderam os pressupostos passaram por transformação boxcox. Os 

parâmetros de motilidade, espermatozoides rápidos e lentos precisaram ser comparados pelo 

tste não paramétrico de Friedman. Todas as análises foram feitas pelo programa Tinn-R versão 

8.1.3.4 e os gráficos usando o programa GraphPad prism versão 9.5.0 (730). As hipóteses 

testadas foram consideradas significativas quando P < 0,05.  

3. RESULTADOS  

 

Os espermatozoides criopreservados em meio BWW, com ou sem antioxidantes, foram 

menos competentes em preservar motilidade (MT e MP), percentual de espermatozoides com 

velocidade média, lentos, VSL, VAP, LIN, STR e BCF quando comparados aos congelados em 

meio com gema de ovo (P <0,05; Figura 1). O meio BWW com antioxidantes impactou a VCL 

quando comparada ao meio com gema de ovo (P < 0,05; Figura 1-D). Os espermatozoides 

congelados em meio BWW com cisteamina estavam com a ALH menor do que os 

espermatozoides criopreservados em meio contendo gema e o BWW sem ou com ergotioneína 

(P <0,05; Figura 1-H). Os diluidores com gema de ovo ou quimicamente definido BWW sem 

ou com os antioxidantes testados foram igualmente competentes em preservar o percentual de 
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espermatozoides estruturalmente íntegros, a atividade mitocondrial, DNA compactado (P > 

0,05; Figura 2) e o percentual de morfologicamente normais (P > 0,05; Figura 3). 

 

Figura 1 - Parâmetros de movimento espermático avaliados depois da descongelação de sêmen 

de garanhões Mangalarga Marchador, criopreservados em diferentes diluidores. 

Parâmetros avaliados pelo SCA® depois da descongelação: A) Motilidade total (TM; %); B) 

Motilidade progressiva (PM; %); C) Velocidade média de percurso (VAP; μm/s); D) 

Velocidade da linha curva (VCL; μm/s); E) Velocidade linear progressiva (VSL; μm/s); F) 

Frequência de batimento flagelar cruzado (BCF; Hz); G) Linearidade (LIN; %); H) Amplitude 

do deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide (ALH; μm/s); I) Retidão (STR; 

%);.Legendas: Legendas: BOTU = ) BotuCrio®; diluidor 2) BWW + 10% de LDL +2% de 

glicerol + 3% de dimetilformamida; diluidor 3) BWW + 10% de LDL + 5mM de Ergotioneína 

+ 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; diluidor 4) BWW + 10% de LDL + 5mM de 

Cisteamina + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.; 

**** p < 0,0001. 
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Figura 2. Parâmetros de compactação de DNA, integridade de membrana e atividade 

mitocondrial espermática avaliados depois da descongelação de sêmen de garanhões 

Mangalarga Marchador, criopreservados em diferentes diluidores. 
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A-) Porcentagem de espermatozoides com DNA compactado; B) Fotomicrografia representativa de 

células de sêmen equino com DNA compactado; C) Porcentagem de espermatozoides distribuídos em 

quatro classes após avaliação da atividade mitocondrial; D) Fotomicrografia representativa de células 

de sêmen equino com coloração DAB em mitocôndrias; E-G) Porcentagem de células de sêmen equino 

com membrana plasmática intacta (E), lesada (F) e semi-lesada (G); H) Fotomicrografia representativa 

de células de sêmen equino evidenciando a qualidade da membrana plasmática; em destaque, uma célula 

emitindo luz vermelha indicando dano à membrana plasmática, e outra com luz verde indicando 

membrana plasmática intacta; I) Porcentagem de células de sêmen equino com membrana plasmática 

funcional; J) Fotomicrografia representativa de células de sêmen equino com membrana plasmática 

funcional, com reatividade ao ambiente hiposmótico. Legendas: BOTU = ) BotuCrio®; diluidor 2) 

BWW + 10% de LDL +2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; diluidor 3) BWW + 10% 

de LDL + 5mM de Ergotioneína + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; diluidor 4) BWW 

+ 10% de LDL + 5mM de Cisteamina + 2% de glicerol + 3% de dimetilformamida; * p < 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001.; **** p < 0,0001. 
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Figura 3 - Parâmetros de morfologia espermática avaliados depois da descongelação de sêmen 

de garanhões Mangalarga Marchador, criopreservados em diferentes diluidores.  

 

 

A) Porcentagem de espermatozoides com características normais; B) Porcentagem de 

espermatozoides com defeito maior; C) Porcentagem de espermatozoides com defeito menor. 

Legendas: BOTU =) BotuCrio®; diluidor 2) BWW + 10% de LDL +2% de glicerol + 3% de 

dimetilformamida; diluidor 3) BWW + 10% de LDL + 5mM de Ergotioneína + 2% de glicerol 

+ 3% de dimetilformamida; diluidor 4) BWW + 10% de LDL + 5mM de Cisteamina + 2% de 

glicerol + 3% de dimetilformamida. 
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4. DISCUSSÃO 

Neste estudo nós avaliamos o efeito antioxidante da ERGO e CIS em redução os efeitos 

negativos produzidos pelo efeito da criopreservação. A adição de ERGO e CIS ao diluidor 

quimicamente definido de congelação reduziu significativamente os parâmetros cinemáticos, 

afetando negativamente MT, MP, VAP, VSL, VCL, BCF, ALH, LIN E STR.  

A membrana plasmática dos espermatozoides é altamente rica em ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFAs), tornando-os extremamente suscetíveis à peroxidação lipídica 

induzida por espécies reativas de oxigênio (EROs). A gema de ovo possui em sua composição 

fosfolipídios e lipoproteínas de baixa densidade (LDL), que se incorporam à membrana 

espermática, que aumentam a fluidez mitocondrial, melhorando a eficiência da cadeia 

transportadora de elétrons e reduzindo a produção de EROs. A presença de colesterol e 

fosfolipídios estabiliza a membrana mitocondrial, reduzindo o vazamento de elétrons e 

minimizando a produção excessiva de EROs. Além disso, os lipídios da gema podem servir 

como fontes alternativas de energia, permitindo melhor manutenção da motilidade e 

preservação dos parâmetros cinéticos como VAP, BCF e STR. (Amaral et al. (2013; 

Ferramosca; Zara, 2014). A motilidade espermática é impulsionada por motores moleculares, 

principalmente a dineína axonêmica, que interage com os microtúbulos do flagelo. Os 

antioxidantes lipossolúveis da gema protegem as proteínas da dineína da modificação oxidativa, 

permitindo maior preservação da cinética espermática (De Lamirande; Gagnon, 1992). 

O meio BWW, mesmo com antioxidantes adicionados, pode não fornecer a mesma 

proteção estrutural e bioquímica contra espécies reativas de oxigênio (EROs), impactando 

negativamente a motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), e outros parâmetros 

cinéticos (VSL, VAP, BCF, STR, LIN). É um meio dependente de glicose e piruvato como 

fontes energéticas (GIBB et al., 2016), mas sem suporte lipídico, os espermatozoides podem 

sofrer menor eficiência mitocondrial e maior produção de radicais livres, levando à diminuição 

da motilidade progressiva (MP), velocidade linear (VSL), velocidade média (VAP) e outros 

parâmetros cinéticos (AMARAL et al., 2013). Mesmo com antioxidantes, o BWW pode não 

oferecer a mesma proteção que os compostos naturais presentes na gema de ovo, pois a sinergia 

entre os antioxidantes da gema (como a vitamina E e carotenoides) pode ser mais eficaz na 

neutralização das EROs, além disso sua ação é limitada pois não protege diretamente a estrutura 

da membrana plasmática, tornando o espermatozoide mais vulnerável a danos oxidativos 

(PARTYKA et al., 2012)  
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Apesar da presença de LDL ao meio BWW, a ausência de gema de ovo, pode provocar 

peroxidação lipídica e o estresse oxidativos, devido a levam à oxidação de resíduos de cisteína 

e tirosina nas proteínas da dineína, inativando a motilidade flagelar. A fragmentação do 

citoesqueleto flagelar reduz a frequência do batimento flagelar (BCF) e altera a linearidade do 

movimento (LIN e STR). O que explicaria a redução dos parâmetros de movimento 

espermáticos. Apesar de nossos resultados não demonstrarem resultados sugestivos de danos 

mitocondriais, o teste de avaliação utilizado pode não ter sido suficiente para causar um desafio 

ao espermatozoide, uma que a axposição a EROs leva à peroxidação lipídica, dano 

mitocondrial, inativação da dineína e fragmentação do DNA, resultando em menor motilidade 

e viabilidade.  

Embora a ergotioneína seja amplamente reconhecida como um antioxidante protetor, 

em determinadas condições, altas concentrações ou interações específicas no meio diluidor 

podem ter levado a efeitos indesejáveis, incluindo morte celular nos espermatozoides durante a 

criopreservação, como foi observado em nosso estudo. Algumas hipóteses poderiam explicar 

esse fenômeno, o excesso de ergotioneína, pode se tornar pró-oxidante, promovendo a formação 

de EROs em vez de neutralizá-las. Isso pode ocorrer por reação com íons metálicos livres no 

meio diluidor, resultando na geração de radicais livres prejudiciais (BARBOSA et al., 2010).  

Os espermatozoides precisam de um nível controlado de EROs para funções fisiológicas 

normais, como capacitação e reação acrossômica. O excesso de antioxidantes, pode causar 

alterações do equilíbrio redox intracelular e eliminar radicais essenciais, prejudicando a 

sinalização celular, levando à disfunção e morte celular (RIBEIRO et al., 2005). Dependendo 

da composição do meio BWW, a ergotioneína pode interagir com outros antioxidantes ou 

substâncias (como cisteamina ou glutationa), criando um ambiente reduzido demais ou 

promovendo a formação de radicais instáveis. A ergotioneína pode afetar a homeostase 

mitocondrial ao reduzir excessivamente as EROs, que são fundamentais para a produção de 

ATP na mitocôndria dos espermatozoides. Uma diminuição excessiva nas EROs pode causar 

colapso do potencial de membrana mitocondrial, resultando em falta de energia e apoptose 

(SILVA; FERRARI, 2011; AGRIMANNI et al., 2015). 

A redução de parâmetros de movimentos espermáticos encontrado em nosso estudo, 

estão de acordo com outros estudos que encontraram redução dos parâmetros cinemáticos como 

a VCL e a ALH, mas não comprometeram a funcionalidade de membrana e a capacidade de 

fertilização in vitro do sêmen equino congelado-descongelado (LOBO et al., 2024). Foi 

observado que doses de ergotioneína superiores a 0,5 mmol tiveram efeitos negativos 

significativos na pontuação de vigor espermático e na integridade da membrana, para o sêmen 
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fresco de galo e no sêmen congelado, as doses maiores que 0,06 mmol diminuíram os valores 

de vigor e a dose maior que 0,08 diminuiu a integridade da membrana. (THANANURAK et 

al., 2020). Em contrapartida, na espécie canina o sêmen canino congelado, a ergotioneína na 

concentração de 100 µM causou redução das EROs, redução das alterações deletérias e estresse 

oxidativo ao espermatozoide (USUGA et al., 2021). No sêmen ovino congelado, a ergotioneína 

em doses de 2 e 4 mM aumentou as porcentagens de motilidade subjetiva, VSL e VCL. Foi 

observado que a inclusão de ergotioneína ao diluete promoveu melhores resultados para os 

parâmetros cinéticos, mas não apresentou diferença nos parâmetros de integridade de 

membrana e atividade mitocondrial (COYAN et al., 2011).  

A ergotioneína não é intrinsicamente tóxica, mas seu efeito depende da concentração e 

do meio em que é utilizada. Para evitar a morte celular em espermatozoides, é necessário 

determinar a dose ideal e o equilíbrio correto de antioxidantes no meio diluidor. No sêmen 

equino congelado mais pesquisas são necessárias afim de encontrar doses mais adequadas para 

promover preservação durante a criopreservação. 

Sabe-se que a cisteamina atua como precursora na síntese de glutationa, um antioxidante 

intracelular crucial para a proteção celular contra danos oxidativos, potencializando os níveis 

de glutationa, neutralizando as EROs, protegendo os espermatozoides contra danos oxidativos 

que podem afetar sua viabilidade e função (CROCOMO et al., 2012). No entanto, em nosso 

estudo, a inclusão de cisteamina ao meio BWW promoveu baixa competência nos 

espermatozoides criopreservados, nos parâmetros de movimento e funcionalidade 

espermáticas. Espera-se que em um meio apropriado cisteamina atua como um agente redutor 

e pode estimular a produção de glutationa em células, promovendo a proteção antioxidante e a 

estabilidade celular (CHEREST et al., 2020), contudo, no meio BWW, que já contém albumina 

e tampões específicos, a cisteamina pode gerar um ambiente redutor excessivo, levando ao 

estresse oxidativo e ao dano ao DNA espermático. Além disso, a cisteamina, na ausência de um 

sistema adequado de neutralização de ROS, pode desestabilizar membranas espermáticas e 

reduzir a motilidade e viabilidade dos espermatozoides. 

Nossos resultados estão de acorod com dados encontrados na literatura, onde é relata 

que a inclusão de cisteamina em diluidores de sêmen pode não ser benéfica e, em alguns casos, 

pode até reduzir a qualidade espermática (SANTANA et al.. 2024).  Algumas espécies 

apresentaram resultados insatisfatórios com a inclusão da cisteamina em diluentes para 

congelação. Em sêmen ovino foi observado que essa associação pode trazer impactos negativos 

para o espermatozoide (COYAN et al., 2011). No sêmen congelado de galos, mesmo em doses 

baixas, a cisteamina reduziu a peroxidação lipídica, porém reduziu também a viabilidade 
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celular, comprometendo a fertilidade do espermatoazoide (THANANURAK et al., 2020). Em 

equinos a adição de cisteamina em diluidores de criopreservação de sêmen equino provocou 

redução expressiva nos parâmetros de qualidade espermática (SANTANA et al.; 2024). 

A adição de antioxidantes, como a cisteamina, pode melhorar os resultados da 

criopreservação de sêmen, mas a eficácia depende de fatores como a concentração do 

antioxidante, o meio de diluição utilizado e as condições de congelação e descongelação. A 

cisteamina pode interagir com componentes do meio BWW de maneira que sua capacidade 

antioxidante seja reduzida ou que ocorram efeitos adversos não observados em outros meios. 

Dessa forma, a busca por mais estudos específicos faz-se necessária para avaliar a 

interação entre a cisteamina e o meio BWW, determinando as condições ideais para a 

preservação de espermatozoides. 

 

 

 

5. CONCLUSÕES 

        Concluímos que os diluidores com meio BWW com associações dos antioxidantes 

ergotioneína e cisteamina nas concentrações de 5mM e 5mM, respectivamente, preservaram a 

compactação de DNA e atividade mitocondrial, apesar de terem sido pouco competentes em 

preservar a manutenção da cinética espermática e integridade funcional e estrutural da 

membrana plasmática pós-congelação. Dessa forma, sugerimos que mais estudos sejam 

realizados afim de encontrar uma concentração mais adequada de antioxidantes. 
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8. APÊNDICE  

 

PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE LIPOPROTEÍNA DE BAIXA DENSIDADE 

 

Ovos de galinha frescos adquiridos de criatório particular foram higienizados em 

solução de detergente neutro e, em seguida, separadas as gemas do albúmen. As gemas foram 

delicadamente secas em papel semi Kraft para remoção total da chalaza e dos resíduos de 

albúmen aderidos na membrana vitelínica. A membrana foi rompida com o auxílio de uma 

seringa plástica estéril de 10 ml, e aspirou-se imediatamente seu conteúdo depositando em um 

béquer. 

Para obtenção do plasma as gemas foram diluídas na proporção de 1:2 em solução salina 

(NaCl; 0,17 M) e homogeneizadas a 4-5 °C por 1 hora em agitador magnético. Após isso, a 

solução foi centrifugada a 11.408xG por 75 min a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e 

centrifugado novamente. Após a segunda centrifugação, o sobrenadante foi mensurado, 

transferido para um béquer e ajustado o pH para 8,7. Após ajustar o pH, foi adicionado 

lentamente o sulfato de amônio ((NH4)2SO4) em pó para atingir concentração final de 40%. A 

solução permaneceu em constante agitação por cerca de 40 minutos na temperatura de 4 ºC.  

A solução foi mantida em agitação e refrigeração a 4 ºC por mais 1 hora e posteriormente 

centrifugada a 11.408xG por 75 min a 4 ºC. O sobrenadante obtido foi envasado em membrana 

de diálise Spectra (Molecular porous membrane tubing; MNCO: 12-14,000, diâmetro 29mm), 

e mantido submerso em água deionizada refrigerada a 5ºC por 24 horas. As trocas de água 

deionizada refrigerada a 5ºC para o processo de diálise foram realizadas a cada 3 horas; após a 

diálise, o conteúdo foi centrifugado a 11.408xG por 75 min a 4 ºC. A porção flutuante contida 

no tubo de centrífuga (Nalgene™), que corresponde a fração de LDL, foi retirado 

delicadamente. A inclusão da LDL aos diluidores seminais foi realizada imediatamente após a 

extração.  
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PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE LIPOPROTEÍNA DE BAIXA DENSIDADE 

UTILIZANDO CENTRIFUGA REFRIGERADA 

Ovos de galinha frescos adquiridos de criatório particular foram higienizados em 

solução de detergente neutro e, em seguida, separadas as gemas do albúmen. As gemas foram 

delicadamente secas em papel semi Kraft para remoção total da chalaza e dos resíduos de 

albúmen aderidos na membrana vitelínica. A membrana foi rompida com o auxílio de uma 

seringa plástica estéril de 10 ml, e aspirou-se imediatamente seu conteúdo depositando em um 

béquer. 

Para obtenção do plasma as gemas foram diluídas na proporção de 1:2 em solução salina 

(NaCl; 0,17 M) e homogeneizadas a 4-5 °C por 1 hora em agitador magnético. Após isso, a 

solução foi centrifugada a 33.000xG por 1hora e 30 min a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e 

centrifugado novamente. Após a segunda centrifugação, o sobrenadante foi mensurado, 

transferido para um béquer e ajustado o pH para 8,7. Após ajustar o pH, foi adicionado 40% de 

sulfato de amônio ((NH4)2SO4), lentamente aos sobrenadantes obtidos, na qual permaneceu em 

constante agitação por cerca de 40 minutos e a temperatura de 4 ºC.  

Após isso, a solução foi mantida em agitação e refrigeração a 4 ºC por mais 1 hora e 

posteriormente centrifugada a 33.000xG por 1hora e 30 min a 4 ºC. O sobrenadante obtido foi 

envasado em membrana alternativa de diálise (de celofane, usada em embutidos cárneos) em 

água deionizada por 24 horas. As trocas de água da diálise foram feitas a cada 3 horas; toda 

água utilizada foi previamente refrigerada a 4-5 ºC. Após o período de diálise, o conteúdo foi 

centrifugado a 33.000xG por 1hora e 30 min a 4 ºC. A porção flutuante contida no tubo de 

centrífuga, que corresponde a LDL, foi retirado delicadamente. O armazenamento das LDLs 

foi feito em tubos Falcon de 50 mL e mantidas a -20 ºC até sua utilização. 

 


