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RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar o efeito da centrifugação em coloide de camada única (AndroColl®-E; 

Minitub, Alemanha) e três diluentes de congelamento: diluente 1 (Botucrio®; Biotech, 

Botucatu, Brasil), diluente 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% glicerol) e diluente 

3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% DMSO), sobre a qualidade do sêmen equino. 

Utilizou-se 3 ejaculados de 5 garanhões (n=15). Após a colheita, o sêmen foi diluído com 

meio à base de leite desnatado (EquiPlus®, Minitub, Alemanha) e dividido em 2 grupos: 

grupo E (centrifugado sem coloide) e grupo A (centrifugado com coloide). No grupo E, o 

sêmen foi centrifugado à 676g por 15 minutos, no grupo A, o sêmen foi centrifugado à 314g 

por 20 minutos. Após a centrifugação, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1, 

diluente 2  e diluente 3. Logo após foram levadas ao congelamento em máquina programável 

portátil e armazenadas em botijões criogênicos. A cinética foi avaliada pelo CASA e a 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, por associação de sondas fluorescentes 

submetidas ao Citômetro de Fluxo. Com relação aos parâmetros do CASA, pode-se observar 

que o grupo A1, centrifugado com o coloide, teve resultado superior nas variáveis LIN e 

WOB, comparadas com o grupo E1. Já as variáveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram 

resultados inferiores quando centrifugadas com o colóide, grupo A1 em relação ao grupo E1. 

Com relação à integridade de membrana plasmática e acrossomal, pode-se observar que os 

grupos A1 e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior aos 

grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o coloide. O uso do coloide melhorou 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, provavelmente evitou o processo da 

hiperativação espermática e proporcionou menor produção de ROS. Maiores estudos in vivo 

serão necessários para comprovação desta técnica.  

 

Palavras-chave: criopreservação, reprodução equina, sondas fluorescentes, CASA, 

Citometria de Fluxo. 
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ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the effect of a colloid in single layer centrifugation 

(AndroColl®-E; Minitub, Germany) associated to three freezing extenders: extender 1 

(Botucrio®; Biotech, Botucatu,, Brazil), extender 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 

3% glycerol) and extender 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 3% DMSO) on equine 

semen quality. We used three ejaculates from five stallion (n=15), collected by artificial 

vagina. After collection, the semen was diluted with extender to from skimmed milk 

(EquiPlus®, Minitub, Germany) and divided into 2 groups: group E (centrifuged without 

colloid) and group A (centrifuged with colloid). No grupo E, o sêmen foi centrifugado à 676g 

por 15 minutos, no grupo A, o sêmen foi centrifugado à 314g por 20 minutos. Após a 

centrifugação, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2  e diluente 3.  

The kinetics was evaluated by CASA and the integrity of plasma and acrossomal membrane 

by association of fluorescent probes and subjected to flow cytometry. With respect to the 

CASA parameters, it can be seen that the A1 group, with the colloid centrifuged, had superior 

result in LIN and WOB variables, compared to the E1 group. The variables, RAP, VCL, 

VAP, ALH and BCF, had lower results when centrifuged with colloid, A1 group than in the 

group E1. With respect to the integrity of plasma and acrosomal membrane, it can be seen that 

A1 and A3 groups were centrifuged with colloid, they had superior result to E1 and E3 

groups, which were centrifuged without the colloid. The use of colloid improved integrity of 

plasma and acrosomal membranes probably avoided the process of sperm hyperactivation and 

provided lower production of ROS. Greater in vivo studies are needed to prove this technique. 

 

Keywords: cryopreservation, equine reproduction, fluorescent probes, CASA, Flow 

Cytometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A inseminação artificial é a biotecnia da reprodução mais importante e mais utilizada 

para melhoramento genético animal, teve início em 1957 com a primeira gestação equina 

gerada por espermatozóides criopreservados (OLIVEIRA et al., 2013). A inseminação 

artificial associada a criopreservação do sêmen  maximizam o potencial genético do 

reprodutor, possibilitando um maior número de descendentes geneticamente superiores; 

melhoria do controle de doenças sexualmente transmissíveis (FÜRST, 2006); redução de 

custos e estresse do transporte; utilização do sêmen de garanhões em competição ou se 

recuperando de alguma afecção e armazenamento e possibilidade de uso do sêmen mesmo 

após a morte do garanhão (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008). 

 O uso do sêmen congelado ainda é restrito na rotina do campo, pois essa biotecnologia 

necessita de controle rigoroso da atividade ovariana, indução da ovulação, inseminação 

realizada no momento mais próximo possível da ovulação e ainda apresenta índices 

reprodutivos menores que os resultados obtidos com uso do sêmen fresco ou resfriado 

(SQUIRES et al., 2000).  

            Após vários estudos, sabe-se que grande parte dos garanhões possui características 

peculiares de sêmen pós-descongelação (motilidade espermática e integridade de membrana 

celular) inadequadas para o seu uso (SQUIRES et al, 1999), havendo até denominação: “bad 

freezers” e “good freezers”, para animais que o sêmen congela mal e bem, respectivamente.  

Isso se deve ao fato da espécie equina ter sido selecionada por fenótipo e desempenho, e a 

fertilidade do garanhão, normalmente é ignorada nos programas de melhoramento genético 

(MACÍAS GARCÍA et al., 2009). 

O processo de criopreservação causa danos à integridade estrutural, bioquímica e 

biofísica da membrana plasmática (MP) do espermatozoide, resultando em menor fertilidade 

do sêmen após a descongelação, pois ocorre uma perda de aproximadamente 50% dos 

espermatozoides  (FÜRST, 2006). Estudos comprovam que a utilização de sêmen fresco ou 

resfriado tem taxa de fertilidade maior do que o sêmen congelado (OLIVEIRA et al., 2013). 

  Vários protocolos são desenvolvidos e testados na tentativa de maximizar a utilização 

do sêmen equino congelado, procurando diminuir os danos causados pelo processo de 

criopreservação, melhorando assim as taxas de fertilidade.  

Os primeiros meios de congelação de sêmen equino não tinham a presença de um 

agente crioprotetor (SQUIRES et al.,1999). Após a introdução de agentes crioprotetores, 

como o glicerol, diversos meios de congelação foram elaborados. Apesar de o glicerol ser o 
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crioprotetor mais utilizado, têm sido utilizados crioprotetores alternativos como o 

etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida e dimetilsulfóxido (DMSO), e obtiveram 

resultados similares ou superiores ao glicerol (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 

2005). 

 Um novo método de centrifugação tem sido usado para melhorar a qualidade do 

sêmen de garanhões. Essa centrifugação é feita depositando o sêmen sobre uma única camada 

de sílica coloidal, com formulação específica da espécie Equina (AndroColl® Equine). Esse 

método de centrifugação é conhecido como centrifugação em camada única (Single Layer 

Centrifugation - SLC) (MORREL et al., 2013). Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez 

(2009), a SLC seleciona espermatozoides com boa motilidade, morfologia normal, as 

membranas intactas e boa integridade da cromatina. 

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da centrifugação em coloide de camada 

única: AndroColl® Equine e três diluentes de congelamento: Botucrio®, EquiPlus Freeze® + 

3% glicerol e EquiPlus Freeze® + 3% DMSO  sobre a qualidade do sêmen equino e relacionar 

aos seus efeitos sobre os parâmetros da cinética espermática e sobre a integridade da 

membrana plasmática e acrossomal. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito da centrifugação em coloide de camada única e três diluentes de 

congelamento sobre a qualidade do sêmen equino. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a) Estudar a qualidade dos espermatozoides equinos submetidos à criopreservação 

com três diferentes diluentes de congelação:  

- diluente comercial A, 

- diluente comercial B  + 3% glicerol, 

- diluente comercial B + 3% DMSO. 

 

b) Estudar a melhoria da qualidade dos espermatozoides equinos submetidos à 

criopreservação com e sem coloide de centrifugação em camada única. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

3 REVISÃO DE LITERATURA

 

3.1 O espermatozoide e suas membranas

 

  O espermatozoide de garanhão é constituído por 3 regiões fundamentais (Figura 1): 

Cabeça = (1) membrana plasmática (MP) que reveste a célula espermática, (2) membrana 

acrossomal externa, (3) acrossomo, (4) membrana acrossomal interna, (5) núcleo, (6) 

envelope nuclear, (7) anel nuclear; 

do flagelo, (10) anel anular; Cauda

A porção anterior da cabeça (Figura 2) é composta pelo acrossomo, o qual é subdividido em: 

(13) região apical, (14) pré-apical, (15) equatorial e (16) pós

2001).    

  

 Figura 1. O espermatozoide

 

 A- Espermatozoide completo, B

  Fonte: Adaptado de Gadella 

 

  Para fertilizar o oócito

atributos pós-descongelação: (1) metabolismo para produção de energia, (2) motilidade 

progressiva, (3) enzimas acrossomais intactas, (4) e proteínas de MP, importantes para a 

sobrevivência do espermatozoide

mesmo ao oócito no momento da fertilização 

REVISÃO DE LITERATURA 

e suas membranas 

de garanhão é constituído por 3 regiões fundamentais (Figura 1): 

= (1) membrana plasmática (MP) que reveste a célula espermática, (2) membrana 

acrossomal externa, (3) acrossomo, (4) membrana acrossomal interna, (5) núcleo, (6) 

envelope nuclear, (7) anel nuclear; Peça Intermediária = (8) mitocôndrias, (9) parte proximal

Cauda = (11) parte distal do flagelo, (12) bainha de revestimento. 

A porção anterior da cabeça (Figura 2) é composta pelo acrossomo, o qual é subdividido em: 

apical, (15) equatorial e (16) pós-equatorial (GADELLA

espermatozoide e suas regiões 

completo, B- Destaque da região da cabeça. 

Adaptado de Gadella et al., 2001. 

oócito, o espermatozoide precisa apresentar pelo menos quatro 

descongelação: (1) metabolismo para produção de energia, (2) motilidade 

progressiva, (3) enzimas acrossomais intactas, (4) e proteínas de MP, importantes para a 

espermatozoide dentro do trato reprodutivo feminino e para a junção do 

no momento da fertilização (COTTORELLO; HENRY, 2002).
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GADELLA et al., 

 

precisa apresentar pelo menos quatro 

descongelação: (1) metabolismo para produção de energia, (2) motilidade 

progressiva, (3) enzimas acrossomais intactas, (4) e proteínas de MP, importantes para a 

rato reprodutivo feminino e para a junção do 

, 2002). 
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  As membranas são compostas, arranjadas em bicamadas hidrofílicas, externamente e 

de cadeias de ácido graxo hidrofóbicas, internamente (AMANN; PICKETT, 1987). A sua 

bicamada lipídica contém: fosfolipídios, colesterol, glicolipídeos e diferentes tipos de 

proteínas, e estas, são classificadas como integrais, que são destacadas da membrana apenas 

por solventes, e periféricas, que são solúveis nos diluidores de sêmen ou na água 

(COTTORELLO; HENRY, 2002).  

 A MP dos espermatozoides no processo de criopreservação é uma das principais 

estruturas danificadas, tanto pelos efeitos de solução como pela formação de cristais 

intracelulares (ZAHN, 2006). O componente das membranas interna e externa do acrossoma, 

nuclear e mitocondrial são os elementos mais suscetíveis aos danos causados pela queda da 

temperatura (FÜRST, 2006). 

A integridade estrutural da MP é determinada pela temperatura e pela solução na qual 

ela esta banhada; na temperatura corporal a membrana está fluída.  A fluidez da membrana é a 

capacidade dos fosfolipídeos de se movimentarem lateralmente (AMANN; PICKETT, 1987; 

COTTORELLO; HENRY, 2002; OLIVEIRA, 2002). Com a queda da temperatura, os 

lipídeos passam pela transição de estado fluído para gelatinoso; as cadeias de ácidos graxos 

que estavam aleatoriamente distribuídas ordenam-se paralelamente, produzindo uma estrutura 

rígida e tornando essas áreas fracas e suscetíveis a rupturas e fusões, como também 

permeáveis a íons (HAMMERSTEDT et al., 1990); assim os lipídeos ficam impossibilitados 

de se moverem aleatoriamente, resultando na formação de domínios cristalinos 

(NASCIMENTO, 2006), com apenas pequenas regiões de lipídios no estado líquido onde 

ficam aderidas as proteínas. Esta agregação de proteínas resulta num aumento da 

permeabilidade da membrana e decréscimo da atividade metabólica (COTTORELLO; 

HENRY, 2002).  

 O acrossomo ou capa acrossomal, é uma estrutura de dupla parede situada entre a MP e 

a porção anterior do núcleo. Esta estrutura, semelhante a um capuchão, contém várias enzimas 

hidrolíticas, incluindo pró-acrosina, hialuronidase, esterases entre outras, que estão envolvidas 

no processo de fertilização (NEVES, 1998).  

 De acordo com Morrel (2011), têm sido discutidos ao longo das duas últimas décadas, 

mecanismos de seleção espermática dentro do trato reprodutor feminino, os quais permitem 

que somente um único espermatozoide morfologicamente normal, com membrana intacta e 

boa integridade da cromatina, passem para o local da fertilização. 

 Para que o espermatozoide seja considerado viável, suas membranas devem estar 

íntegras e semipermeáveis. Porém, se a membrana plasmática estiver intacta, mas 
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funcionalmente instável, o espermatozoide não será capaz de fertilizar o oócito (BATISTA; 

GUERRA, 2010). 

 A manutenção da membrana do espermatozoide íntegra é fundamental para a reação 

acrossômica (Figura 2), um importante evento fisiológico, que envolve a fusão da MP 

espermática e a membrana acrossomal externa, com subsequente vesiculação e liberação de 

conteúdos do acrossoma (penetração na zona pelúcida) e a fecundação (CASEY et al., 1993; 

GOULART et al., 2004).  

 
Figura 2. Reação acrossômica e penetração do espermatozoide no 
oócito 
 

 
 

1- Espermatozoide durante a capacitação, 2- Espermatozoide sofrendo reação 

acrossômica, 3- Espermatozoide formando caminho através da zona pelúcida, 4- 

Espermatozoide entrando no citoplasma do oócito. 

Fonte: Adaptado de Moore e Persaud, 2008.  

 

Os espermatozoides devem apresentar uma série de características para fertilização do oócito 

(ARRUDA et al., 2007), tais como integridade de membrana plasmática e acrossomal (SILVA; GADELLA, 

2006).  

 

3.2 Criopreservação do Sêmen 

 

 A criopreservação de sêmen é estudada desde a descoberta do agente crioprotetor 

glicerol em 1949, pelo cientista inglês Polge (COTTORELLO; HENRY, 2002). A 



21 
 

 

inseminação artificial, biotécnica da reprodução mais importante e mais utilizada para 

melhoramento genético animal, teve início em 1957 com a primeira gestação equina gerada 

por espermatozoides criopreservados (PICKETT; AMANN, 1993).  

O processo de criopreservação do sêmen inclui todas as etapas, desde sua colheita até 

a manutenção da viabilidade dos espermatozoides, por um determinado período de tempo 

após a descongelação (FÜRST, 2006). 

  As taxas alcançadas com sêmen criopreservado são menores do que as alcançadas com 

sêmen fresco e resfriado, razão pela qual, esta fertilidade baixa pode ser atribuída ao declínio 

na motilidade progressiva do espermatozoide após a criopreservação e as crioinjúrias que o 

espermatozoide sofre durante este processo (SCHEMBRI et al., 2002). O sucesso na 

criopreservação do sêmen equino depende das interações entre o diluidor, crioprotetor e 

curvas de resfriamento e aquecimento, buscando minimizar os danos causados pelo choque 

térmico, formação de cristais de gelo e desidratação celular (AMANN; PICKETT, 1987; 

COTTORELLO; HENRY, 2002; JASKO, 1994). A criopreservação ideal deve, então, ter o 

compromisso de preservar o maior número de células possíveis e a integridade de diferentes 

estruturas espermáticas (NASCIMENTO, 2006).  

 No processo de criopreservação, o sêmen é inicialmente resfriado à temperatura 

ambiente (37 a 20 ºC), o que parece não ocasionar maiores danos aos espermatozoides, 

quando este se encontra diluído em meio adequado (KETTH, 1998). Durante a fase de 

transição da membrana plasmática, de seu estado líquido para o estado gel, o espermatozoide 

está mais suscetível a danos causados pelo resfriamento (FÜRST, 2006). 

Para minimizar esse efeito, controlar a taxa de resfriamento entre as temperaturas de 

19 a 8 ºC, deve-se adicionar lipídeos (gema de ovo) ou lipoproteína (leite) ao diluente, além 

do uso de curvas de resfriamento lentas (-0,05 ºC/min), são medidas necessárias para diminuir 

os danos causados pelo choque frio (FÜRST, 2006). 

  A etiologia do choque pelo frio envolve o dano à membrana celular e a alteração da 

função metabólica, provavelmente causadas por alteração no arranjo de constituintes da 

membrana (MEDEIROS et al., 2002), alterando a orientação dos lipídeos, que podem afetar a 

estabilidade da membrana ou induzir esta a um rearranjo das moléculas, com formação de 

pontos de fragilidade, que levam a permeabilidade excessiva ou mesmo à ruptura da MP 

(NEVES, 1998).  O choque pelo frio é evidenciado pela presença de muitos espermatozoides 

movimentando em círculos, perda prematura da motilidade, produção de energia diminuída, 

permeabilidade aumentada da membrana e perda das moléculas intracelulares e íons. O 

principal entrave no sucesso da criopreservação do sêmen equino está diretamente relacionado 
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à taxa da queda de temperatura que o espermatozoide sofre durante o processo de 

resfriamento. Uma curva de resfriamento rápido imposta ao sêmen é responsável pela maioria 

das lesões celulares, em decorrência de alteração da propriedade física da membrana 

espermática (FÜRST, 2006). 

  A velocidade de redução da temperatura durante o resfriamento tem sido um dos 

fatores mais importantes no processo de criopreservação, visto que o grau de lesões celulares 

depende da curva de resfriamento. (FÜRST et al., 2005).  

  Quando as células são congeladas, elas estão sujeitas a estresses resultantes de 

interações água-soluto que aumentam com a cristalização do gelo. A descongelação envolve o 

contrário destes efeitos, e o consequente influxo de água pode causar ruptura membrana 

celular (AMANN; PICKETT, 1987; HOLT, 2000). 

  As mudanças físicas que ocorrem na célula durante o processo de congelação estão 

esquematizadas a seguir (Figura 3). Quando uma solução com crioprotetor chega à 

temperatura entre cinco graus negativos e 15 graus negativos, ela entra na zona de formação 

de cristais de gelo, levando à formação de cristais no diluidor, o que resulta em um aumento 

da concentração de soluto extracelular. Esta alta concentração faz a água intracelular mover 

para o meio extracelular, provocando a desidratação da célula. Existem alguns tipos de curva 

de congelação, entre elas a curva de congelação lenta, em que ocorre a desidratação completa 

do espermatozoide, impedindo, assim, a formação de cristais de gelo intracelular, porém altas 

concentrações de soluto podem gerar lesões nas células. A curva de congelação rápida evita 

que ocorra uma desidratação correta da célula, formando, assim, cristais de gelo intracelular, 

sendo prejudicial à célula (OLIVEIRA et al., 2013).                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 3. Supostas alterações no 

congelamento e descongelamento

     Fonte: Adaptado de Hammerstedt, 
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Adaptado de Hammerstedt, et al., 1990. 

Os princípios biofísicos que aplicam à criopreservação de células e tecidos vivos 

se também à criopreservação da célula espermática. Os espermatozoides

sofrer danos durante a criopreservação e/ou descongelação, seja pela formação de grandes 

cristais de gelo intracelulares como pela concentração intracelular de solutos e modificações 

correlacionadas, que resultam na desidratação das células durante a criopreservação (efeito de 

solução); este fenômeno inclui os seguintes efeitos: de desidratação excessiva; elevada 

concentração de solutos, solução tóxica à célula; e mudança de pH celular, alterando o 

metabolismo celular. Enquanto que a congelação rápida minimiza os danos dos efeitos de 

solução, leva a formação de grandes cristais de gelo, que causam graves danos mecânicos. Por 

outro lado, enquanto a congelação lenta impede a formação de grandes cristais, ela eleva os 

danos dos efeitos de solução. Por isso, os índices ótimos de congelação do sêmen dependem 

de sua tolerância relativa aos danos dos cristais de gelo formados e à toxicidade dos efeitos de 

NEVES, 1998; FÜRST, 2006). Sempre que preconizada uma 

curva de congelação, será escolhida uma curva de descongelação

subsequentemente. Caso o sêmen seja congelado por meio de uma curva de congelação lenta, 

descongelado da mesma forma, para que haja tempo de o espermatozoide se 

reidratar. Porém, se for utilizada uma curva de congelação rápida, a descongelação deverá ser 

rápida, evitando o fenômeno da recristalização (OLIVEIRA et al., 2013). 

23 

 

Os princípios biofísicos que aplicam à criopreservação de células e tecidos vivos 

espermatozoides podem 

sofrer danos durante a criopreservação e/ou descongelação, seja pela formação de grandes 

cristais de gelo intracelulares como pela concentração intracelular de solutos e modificações 

a criopreservação (efeito de 

solução); este fenômeno inclui os seguintes efeitos: de desidratação excessiva; elevada 

concentração de solutos, solução tóxica à célula; e mudança de pH celular, alterando o 

a minimiza os danos dos efeitos de 

solução, leva a formação de grandes cristais de gelo, que causam graves danos mecânicos. Por 

outro lado, enquanto a congelação lenta impede a formação de grandes cristais, ela eleva os 

so, os índices ótimos de congelação do sêmen dependem 

de sua tolerância relativa aos danos dos cristais de gelo formados e à toxicidade dos efeitos de 

Sempre que preconizada uma 

colhida uma curva de descongelação 

subsequentemente. Caso o sêmen seja congelado por meio de uma curva de congelação lenta, 

descongelado da mesma forma, para que haja tempo de o espermatozoide se 

ongelação rápida, a descongelação deverá ser 



 

 A adição de crioprotetores, como o glicerol, possibilita a congelação de 

espermatozoides a temperaturas mais baixas. Isto provavelmente re

células e os fatores deletérios dos efeitos de solução; assim, os 

resfriados lentamente o suficiente para prevenir a formação de grandes cristais de gelo. 

Evitam-se, assim, os efeitos prejudiciais dos cris

ou pela sua expansão e recristalização durante a descongelação, ou pelo impacto osmótico 

sobre as células, quando os cristais intracelulares derretem (

penetrantes, que têm propriedade solvente, possuem o ponto de congelação muito mais baixo 

que o da água. Com a congelação do diluidor de sêmen, a água pura congela primeiro e forma 

cristais de gelo e, entre estes cristais de gelo, ficam canais de diluidor não congelado, onde o  

espermatozoide fica alojado (Figura 

 

     Figura 4. Canais não congelados

      Fonte: Oliveira, 2002.

 

 Com a água congelada, aumenta a concentração de soluto o que aumenta a 

osmolaridade do meio extracelular e promove o egresso de água da célula, 
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A adição de crioprotetores, como o glicerol, possibilita a congelação de 

a temperaturas mais baixas. Isto provavelmente retarda a desidratação das 

células e os fatores deletérios dos efeitos de solução; assim, os espermatozoides

resfriados lentamente o suficiente para prevenir a formação de grandes cristais de gelo. 

se, assim, os efeitos prejudiciais dos cristais de gelo intracelulares que são causados 

ou pela sua expansão e recristalização durante a descongelação, ou pelo impacto osmótico 

sobre as células, quando os cristais intracelulares derretem (NEVES, 1998). Os crioprotetores 

dade solvente, possuem o ponto de congelação muito mais baixo 

que o da água. Com a congelação do diluidor de sêmen, a água pura congela primeiro e forma 

cristais de gelo e, entre estes cristais de gelo, ficam canais de diluidor não congelado, onde o  

fica alojado (Figura 4).  

Canais não congelados 

Oliveira, 2002. 

Com a água congelada, aumenta a concentração de soluto o que aumenta a 

osmolaridade do meio extracelular e promove o egresso de água da célula, consequentemente

irá se desidratar, diminuindo seu volume, pois água passa mais rapidamente 

através da membrana do que o crioprotetor penetrante. Este processo evita o acúmulo de água 

e a formação de cristais de gelo intracelular. Esta mudança dura até que o crioprotetor 

penetrante entre na célula em quantidades suficientes para restaurar o volume celular inicial 

GRAHAM, 1993; WATSON, 1995; HOLT, 2000; CELEGHINI, 2005).  

24 

A adição de crioprotetores, como o glicerol, possibilita a congelação de 

tarda a desidratação das 

espermatozoides podem ser 

resfriados lentamente o suficiente para prevenir a formação de grandes cristais de gelo. 

tais de gelo intracelulares que são causados 

ou pela sua expansão e recristalização durante a descongelação, ou pelo impacto osmótico 

, 1998). Os crioprotetores 

dade solvente, possuem o ponto de congelação muito mais baixo 

que o da água. Com a congelação do diluidor de sêmen, a água pura congela primeiro e forma 

cristais de gelo e, entre estes cristais de gelo, ficam canais de diluidor não congelado, onde o  

 

Com a água congelada, aumenta a concentração de soluto o que aumenta a 

consequentemente, 

irá se desidratar, diminuindo seu volume, pois água passa mais rapidamente 

através da membrana do que o crioprotetor penetrante. Este processo evita o acúmulo de água 

dança dura até que o crioprotetor 

penetrante entre na célula em quantidades suficientes para restaurar o volume celular inicial 



25 
 

 

    A curva de congelamento é de extrema importância na manutenção da integridade 

celular. Quando a taxa é adequada, a célula torna-se progressivamente desidratada e 

permanece funcional após o descongelamento.  Caso contrário ocorre perda da viabilidade das 

células, possivelmente em função da diminuição do conteúdo de água intracelular, 

ocasionando aumento das concentrações de solutos intracelulares e precipitação destes, com 

alteração do pH e osmolaridade do meio (WATSON, 1995). 

 Quando a congelação é realizada com curva muito rápida, não há tempo suficiente 

para que ocorra adequada desidratação, resultando na formação de grandes cristais de gelo no 

meio intracelular. Para o descongelamento, necessita-se de uma velocidade rápida, para que 

não ocorra a recristalização (fusão de cristais de gelo) e, consequentemente, lesão celular. Da 

mesma forma, o congelamento lento exige um descongelamento lento. Neste caso, a 

desidratação celular é maior e necessita de um tempo maior para que ocorra a re-hidratação 

espermática, para que a célula não perca a sua viabilidade morfofuncional. No sêmen 

descongelado rapidamente, o gelo derrete depressa e dilui o soluto do meio, permitindo a água 

entrar muito rapidamente no espermatozoide, o qual se encontra altamente concentrado, 

danificando o espermatozoide (FÜRST, 2006).  

 

3.2.1 Meios de congelação de sêmen 

 

 Quando as células espermáticas são resfriadas ou criopreservadas na tentativa de 

prolongar sua vida útil e facilitar o transporte até a égua, seu ciclo fisiológico é interrompido. 

Para que a preservação do sêmen pela criopreservação tenha sucesso, é necessário que o 

espermatozoide seja colocado em um ambiente apropriado, ou seja, em um diluidor. (NEVES, 

1998). Por essa razão, torna-se necessário o uso de diluidores que devem atender aos 

seguintes requisitos: ter capacidade tampão; proteger contra o choque térmico; proporcionar 

uma fonte de energia; ter capacidade antibacteriana (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008). 

 A definição de um “meio de congelação ideal” é variável, devendo-se levar em 

consideração variáveis individuais dos garanhões quanto à congelabilidade do sêmen com 

determinado tipo de diluente, o método de congelação e o envase, assim como a análise do 

sêmen pós-descongelação (SQUIRES et al., 1999).  

 Os crioprotetores são compostos acrescentados ao meio de congelação de sêmen, 

com a finalidade de proteger os espermatozoides durante o processo de congelação 

(PALMER, 1984). Esses compostos em concentrações elevadas podem provocar danos aos 
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espermatozoides, pela toxicidade e pelo aumento da osmolaridade da membrana plasmática 

(SQUIRES et al., 2004). 

 

3.2.2 Crioprotetores 

 

     Os crioprotetores podem ser classificados como penetrantes e não penetrantes, de 

acordo com sua capacidade em atravessar a membrana plasmática (MP) (CELEGHINI, 2005). 

 Os crioprotetores não penetrantes são grandes moléculas que não atravessam a MP 

(COTTORELLO; HENRY, 2002). Incluem-se nesta categoria, gema de ovo, proteína do leite, 

açúcares, dentre outros. Esta categoria protege as células basicamente através de efeitos 

osmóticos (OLIVEIRA, 2002), exercem seus efeitos benéficos pela alteração das 

propriedades de fase de transição das membranas (AMANN; PICKETT, 1987). 

 Os crioprotetores penetrantes atravessam a MP do espermatozoide e atuam no meio 

intracelular e extracelular. Incluem pequenas moléculas como o glicerol, dimetilsulfóxido, 

amidas e outras (COTTORELLO; HENRY, 2002). Os crioprotetores atuam na proteção das 

estruturas celulares, aumentando o número de canais de solventes que permanecem não-

congelados e diluindo as altas concentrações de sais, diminuindo o efeito-solução sobre as 

células (GRAHAM, 1993), ligando-se fortemente aos íons de hidrogênio na molécula de 

água, tornando, assim, mais lenta a desidratação celular durante a congelação. Foi sugerido 

que o crioprotetor ideal deve ter baixo peso molecular, grande solubilidade na água e mínima 

toxicidade (COTTORELLO; HENRY, 2002).  

Os primeiros meios de congelação de sêmen equino apresentavam em sua composição 

básica os componentes glicose, lactose e gema de ovo, sem a presença de um agente 

crioprotetor (SQUIRES et al.,1999). 

 Desde a descoberta das propriedades crioprotetoras do glicerol (G),  este tem sido o 

principal crioprotetor usado para congelar o sêmen de garanhões (ROYERE et al., 1996; 

SQUIRES et al., 1999). O glicerol possui alto peso molecular e viscosidade, tendo a 

capacidade de difundir-se lentamente através da membrana plasmática, diminuindo a 

temperatura do ponto de congelação (HOLT, 2000) e a concentração de sais e solutos 

intracelulares (SQUIRES et al., 2004). 

     O G pode ser prejudicial ao espermatozoide durante o processo de descongelação, 

mais do que durante a criopreservação. É provável que durante o resfriamento haja o 

movimento do G para dentro do espermatozoide, e no descongelamento, ele se move de 

dentro da célula para o meio extracelular (AMANN; PICKETT, 1987). 
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     A toxicidade do G é parcialmente devida ao estresse osmótico, por que o G permeia 

nas membranas celulares mais lentamente que os outros crioprotetores (ALVARENGA et al., 

2005). 

O crioprotetor mais utilizado na espécie equina é o glicerol, apesar do grau de 

toxicidade que oferece à célula, no entanto, estudos comprovam que não foram encontrados 

crioproterores mais eficientes que o glicerol na crioproteção. Esse crioprotetor provoca 

estresse osmótico, mudanças na organização, na fluidez e na permeabilidade da membrana e 

mudanças em sua composição lipídica. Alguns estudos usam níveis de 7% de glicerol como 

ótima concentração para diluidores à base de gema de ovo em métodos convencionais de 

congelação (OLIVEIRA et al., 2013). As concentrações usuais de glicerol, de 5 a 7% são 

utlizadas para obtenção de índices ideais de criopreservação para o sêmen ovino (SILVA E 

GUERRA, 2011).  

 Na última década, o uso de formamidas (dimetilformamida e metilformamida) como 

crioprotetores determinou novas modificações aos meios de congelação, como o uso 

associado das formamidas ao glicerol (PAPA et al., 2002). 

 O dimetilsulfóxido (DMSO), composto químico orgânico, apresenta toxicidade 

baixa. Sua principal ação deve-se à sua capacidade de interagir com ácidos nucleicos, 

carboidratos, lipídeos, proteinas e muitas drogas sem alterar de forma irreversível a 

configuração molecular, devido a sua rápida penetração celular (DE SANTIS; PRATA, 

2009). 

O mecanismo de ação do DMSO na célula espermática ainda não está totalmente 

elucidado, porém sabe-se que ele interage com os fosfolipídeos estruturais da membrana 

espermática, mantendo a propriedade de transporte de água em temperaturas abaixo do 0°C, 

reduzindo a formação de cristais de gelo, por diminuir o ponto de congelamento do fluido 

intracelular durante o processo de criopreservação (SILVA; GUERRA, 2011). Estudos 

demonstraram o DMSO foi eficaz na criopreservação de espermatozoides bovinos (DE 

SANTIS; PRATA, 2009). 

No entanto, poucos trabalhos usam a adição apenas de DMSO na criopreservação de espécies 

mamíferas. Há relatos de associação entre o glicerol e o DMSO para a espécie caprina, com 

resultados positivos. Desta forma, embora muitos estudos tenham sido realizados com 

diferentes crioprotetores penetrantes objetivando a substituição do glicerol, este ainda é o 

crioprotetor mais utilizado em pesquisas e trabalhos de campo para criopreservação de células 

espermáticas nas espécies domésticas (SILVA; GUERRA, 2011). 
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3.2.3 Meios de centrifugação de sêmen  

 

3.2.3.1 Centrifugação em Camada Única 

 

Um novo método de centrifugação tem sido usado para melhorar a qualidade do 

sêmen de garanhões. Essa centrifugação é feita depositando o sêmen em uma única camada de 

sílica coloidal, com uma formulação específica da espécie Equina (AndroColl® Equine). Esse 

método de centrifugação é conhecido como centrifugação em camada única (Single Layer 

Centrifugation - SLC) (MORREL et al., 2013). 

Segundo Morrel (2011) e Morrel e Rodriguez-Martinez (2010), as principais 

aplicações da seleção de espermatozoides pelo método da SLC são: melhorar a qualidade 

espermática nas doses de IA, especialmente para garanhões "problema"; aumentar o "tempo 

de bancada" de amostras espermáticas normais quer pelo tratamento do sêmen fresco antes da 

preparação das doses de IA ou por tratamento do sêmen da dose armazenada para extrair os 

melhores espermatozoides; melhorar o problema de espermatozoides que não toleram o 

resfriamento até 4-6 ° C; melhorar a sobrevivência pós criopreservação através da remoção de 

espermatozoides mortos e lentos antes da criopreservação ou seleção de espermatozoides 

vivos pós-descongelamento; selecionar espermatozoides morfologicamente normais com 

cromatina intacta a partir de sêmen de garanhões subférteis para ICSI, aumentando assim o 

número de blastocistos; remover organismos patogênicos (vírus, bactérias); acelerar o 

processo de seleção sexual na citometria de fluxo, removendo os espermatozoides mortos e 

lentos antes da passagem através do feixe de laser; preservar raças raras. 

De acordo com Macías García et al. (2009), estudos mostraram que no sêmen não-

centrifugado (controle), a sub-população predominante era de células com baixa velocidade, 

após SLC, a sub-população dominante passou a ser de células com alta velocidade. Outros 

parâmetros de qualidade do sêmen como motilidade progressiva e integridade da membrana 

plasmática, também melhoraram após a SLC. O método SLC é prático e de fácil execução, 

visando melhorar a qualidade das amostras de sêmen equino descongeladas. 

Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez (2009), a SLC seleciona espermatozoides com 

boa motilidade, morfologia normal, as membranas intactas e boa integridade da cromatina. 

Morrel et al. (2013) afirmam que o coloide AndroColl® Equine (AndroColl-E) mostrou ser 

eficaz na seleção de espermatozoides móveis com morfologia normal de ejaculados de 

garanhões subférteis. 
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3.3 Análises espermáticas computadorizadas 

 

Apesar das análises rotineiras como, volume, motilidade espermática, morfologia, 

serem importantes, não fornecem um diagnóstico seguro, pois os indivíduos podem apresentar 

baixa fertilidade ou serem inférteis, mesmo possuindo parâmetros seminais normais (SILVA; 

GUERRA, 2012).  

O indicador mais utilizado de qualidade espermática em garanhões é a motilidade 

espermática subjetiva. Porém, esse indicador tem provado ser um fraco indicador de 

fertilidade. Na maioria dos estudos, não foi possível correlacionar a motilidade dos 

espermatozoides com a fertilidade campo (MACÍAS GARCÍA et al., 2009). 

Por enquanto, nenhum teste laboratorial isolado é capaz de determinar o potencial de 

fertilidade dos espermatozoides, por isso várias técnicas são utilizadas para a avaliação de 

diferentes características espermáticas (SILVA; GUERRA, 2012) 

 Atualmente existem técnicas laboratoriais precisas e modernas que auxiliam no 

conhecimento da célula espermática, como sistema computadorizado CASA, que apresenta 

dados de cinética espermática não mensurável ao olho humano (NASCIMENTO, 2006).  

 Apesar destas informações sobre a cinética espermática serem muito importantes, nem 

sempre podem ser utilizadas para avaliar o potencial de fertilidade do sêmen. Acredita-se que 

a integridade das membranas espermáticas seja crucial para a fertilização. Por este razão, 

grande ênfase vem sendo dada ao uso das sondas fluorescentes, uma técnica de grande valor 

laboratorial por sua característica de marcar estruturas específicas das células e detectar 

integridade estrutural ou funcionalidade de forma clara, sendo possível avaliar a integridade 

das membranas plasmática e acrossomal (GRONDAHL et al., 1994).  

 O uso das sondas fluorescentes associado ao citômetro de fluxo possui uma maior 

rapidez e acurácia para mensurar parâmetros espermáticos em larga escala (BATISTA; 

GUERRA, 2010). 

 

3.3.1 Análise da cinética espermática 

 

Na análise de cinética espermática realizada pelo sistema computadorizado CASA, de 

acordo com Verstegen et al. (2002), são consideradas as seguintes variáveis: motilidade total 

(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetória média 

(VAP, μm/s), velocidade progressiva (VSL, μm/s) velocidade curvilinear (VCL, μm/s), 

deslocamento lateral da cabeça (ALH, μm), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %) e 
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espermatozoides rápidos (RAP, %); Freqüência de Batimentos (BCF, Hz) e índice de 

oscilação ou wobble (WOB, %). 

Dentre os índices fornecidos pelo CASA, a velocidade primária (VCL) e as 

velocidades calculadas (VSL e VAP) são os mais confiáveis da qualidade espermática em 

estudos com humanos e animais (RODRIGUEZ MARTINEZ et al., 2008) e são considerados 

como sendo altamente correlacionada com a fertilidade à campo (OLDS-CLARKE, 1996; 

HOLT et al., 1997; DE GEYTER et al., 1998, PINHEIRO NETO, 2015). 

Apesar das inúmeras variáveis fornecidas pelo sistema CASA, Budworth et al. (1897, 

1988) observaram uma correlação significante entre motilidade e velocidade do 

espermatozoides com o índice de fertilidade.  

Olds-Clarke (1996), em estudos com ratos, demonstrou que o VCL elevado é essencial 

para penetração do espermatozoide na junção útero-tubárica, para a formação do reservatório 

de espermatozoides e para a penetração na zona pelúcida.  

No entanto, para uma melhor migração e penetração no muco cervical, amostras com 

valores elevados dos parâmetros de velocidade, LIN e BFC foram mais eficientes 

(VERSTEGEN et al., 2002).  

Silva et al. (2006), em estudos com caninos, Holt et al. (1997), em suínos, relataram 

que a fertilidade tanto in vivo como in vitro é dada por altas velocidades de espermatozoides.  

Hirano et al. (2001) demonstraram que ambos os indíces, VCL e VSL, tiveram 

correlação positiva com as taxas de fertilização in vitro em humanos.  

 

3.3.2 Análise de integridade de membrana 

 

Para avaliação da integridade dessas membranas, várias metodologias têm sido 

desenvolvidas, dentre as quais se destacam as análises fluorescentes e as análises 

computadorizadas (ARRUDA et al., 2007). A função desses testes é avaliar a capacidade 

fecundante do espermatozoide, visando preservar características fundamentais da célula 

espermática, como: enzimas localizadas no acrossoma, essenciais para penetração no oócito e 

proteínas presentes na MP (FÜRST, 2006).  

A integridade de membrana é normalmente avaliada após o contato dos 

espermatozoides a corantes impermeáveis à membrana, assim, os gametas não corados são 

considerados vivos. Atualmente muitos corantes usados são fluoróforos que reagem com 

enzimas citoplasmáticas ou ligam-se ao DNA (BATISTA; GUERRA, 2010), refletindo o real 
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estado das estruturas celulares (CELEGHINI et al., 2007a) e a possibilidade de utilização 

isoladamente ou em combinação, para a determinação da integridade e da viabilidade celular 

(SILVA; GUERRA, 2012).  

De acordo com Batista; Guerra (2010), a integridade acrossomal pode ser mensurada 

por diferentes métodos, todavia os mais comumente usados são aqueles que utilizam 

isotiocianato de fluoresceínas conjugadas a lectinas, tais como: Peanut Agglutinin (FITC-

PNA). 

Os sistemas de análises computadorizadas de imagens fornecem alta repetibilidade dos 

resultados e são mais precisos, acurados, rápidos e objetivos, com o uso da citometria de 

fluxo, que pode ser usada em associação aos fluorocromos, permitindo a avaliação de 

milhares de células por segundo (ARRUDA et al., 2007; SILVA; GUERRA, 2012). 

A possibilidade de se associar sondas fluorescentes para a avaliação simultânea das 

membranas plasmática e acrossomal em espermatozoides é muito utilizada por vários autores 

(CELEGHINE, 2005). 

A análise de integridade de acrossoma (Figura 5) pode ser avaliada de acordo com a 

técnica de coloração FITC-PNA, a Peanut agglutinin (PNA) conjugada a isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) (ROTH et al., 1998), classificados em: a) acrossomas intactos (AI), 

quando apresentarem-se corados em verde; b) acrossomas reagidos (AR), quando 

apresentarem-se corados em verde mesclado; c) sem coloração ou apenas uma faixa verde 

fluorescente na região equatorial da cabeça espermática.  

A análise de integridade de membrana plasmática (Figura 5) pode ser realizada pelo 

corante Iodeto de Propídio (IP), segundo Coleto et al. (2002), modificado. Esta sonda cora em 

vermelho o núcleo de células com membrana plasmática lesada (ARRUDA, 2000; ARRUDA 

et al., 2003a; NASCIMENTO, 2006). 

O número de espermatozoides viáveis na análise de integridade de MP correlaciona-se 

positivamente com a fertilidade, sendo a variável de maior impacto na predição da fertilidade 

seminal (JANUSKAUSKAS et al., 2003; PINHEIRO NETO, 2015). 

 

 

 

 

 

 



32 
 

 

Figura 5. Imagem feita por Citometria de Fluxo das células espermáticas coradas com a 

associação das sondas fluorescentes PI e FITC-PNA 

 

PI + (positivo): núcleo corado de vermelho, FITC-PNA + (positivo): acrossomo corado de verde. A- Célula 

com membrana plasmática lesada, acrossomo lesado (IP+, FITC-PNA+), B- Célula com membrana 

plasmática intacta, acrossomo lesado (IP-, FITC-PNA+), C- Célula com membrana plasmática lesada, 

acrossomo intacto (IP+, FITC-PNA-), D- Célula com membrana plasmática intacto, acrossomo intacto (IP-, 

FITC-PNA-).  
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 17 

Resumo 18 

Objetivou-se avaliar o efeito da centrifugação em coloide de camada única 19 

(AndroColl®-E; Minitub, Alemanha) e três diluentes de congelamento: diluente 1 (Botucrio®; 20 

Biotech, Botucatu, Brasil), diluente 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% glicerol) e 21 

diluente 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Alemanha + 3% DMSO), sobre a qualidade do sêmen 22 

equino. Utilizou-se 3 ejaculados de 5 garanhões (n=15), colhidos por vagina artificial. Após a 23 

colheita, o sêmen foi diluído com meio à base de leite desnatado (EquiPlus®, Minitub, 24 

Alemanha) e dividido em 2 grupos: grupo E (centrifugado sem coloide) e grupo A 25 

(centrifugado com coloide). No grupo E, o sêmen foi centrifugado à 676g por 15 minutos, no 26 
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grupo A, o sêmen foi centrifugado à 314g por 20 minutos. Após a centrifugação, os grupos 27 

receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2  e diluente 3. Logo após foram 28 

levadas ao congelamento em máquina programável portátil e armazenadas em botijões 29 

criogênicos.  A cinética foi avaliada pelo CASA e a integridade das membranas plasmática e 30 

acrossomal, por associação de sondas fluorescentes submetidas ao Citômetro de Fluxo. Com 31 

relação aos parâmetros do CASA, pode-se observar que o grupo A1, centrifugado com o 32 

coloide, teve resultado superior nas variáveis LIN e WOB, comparadas com o grupo E1. Já as 33 

variáveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram resultados inferiores quando centrifugadas 34 

com o colóide, grupo A1 em relação ao grupo E1. Com relação à integridade de membrana 35 

plasmática e acrossomal, pode-se observar que os grupos A1 e A3, que foram centrifugados 36 

com o coloide, tiveram resultado superior aos grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o 37 

coloide. O uso do coloide melhorou integridade das membranas plasmática e acrossomal, 38 

provavelmente evitou o processo da hiperativação espermática e proporcionou menor 39 

produção de ROS. Maiores estudos in vivo serão necessários para comprovação desta técnica.  40 

 41 

Palavras-chave: criopreservação, reprodução equina, sondas fluorescentes, CASA, 42 

Citometria de Fluxo. 43 

 44 

Abstract 45 

This study aimed to evaluate the effect of a colloid in single layer centrifugation 46 

(AndroColl®-E; Minitub, Germany) associated to three freezing extenders: extender 1 47 

(Botucrio®; Biotech, Botucatu,, Brazil), extender 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 48 

3% glycerol) and extender 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub, Germany + 3% DMSO) on equine 49 

semen quality. We used three ejaculates from five stallion (n=15), collected by artificial 50 

vagina. After collection, the semen was diluted with extender to from skimmed milk 51 
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(EquiPlus®, Minitub, Germany) and divided into 2 groups: group E (centrifuged without 52 

colloid) and group A (centrifuged with colloid). No grupo E, o sêmen foi centrifugado à 676g 53 

por 15 minutos, no grupo A, o sêmen foi centrifugado à 314g por 20 minutos. Após a 54 

centrifugação, os grupos receberam os diferentes diluentes: diluente 1, diluente 2  e diluente 3.  55 

The kinetics was evaluated by CASA and the integrity of plasma and acrossomal membrane 56 

by association of fluorescent probes and subjected to flow cytometry. With respect to the 57 

CASA parameters, it can be seen that the A1 group, with the colloid centrifuged, had superior 58 

result in LIN and WOB variables, compared to the E1 group. The variables, RAP, VCL, 59 

VAP, ALH and BCF, had lower results when centrifuged with colloid, A1 group than in the 60 

group E1. With respect to the integrity of plasma and acrosomal membrane, it can be seen that 61 

A1 and A3 groups were centrifuged with colloid, they had superior result to E1 and E3 62 

groups, which were centrifuged without the colloid. The use of colloid improved integrity of 63 

plasma and acrosomal membranes probably avoided the process of sperm hyperactivation and 64 

provided lower production of ROS. Greater in vivo studies are needed to prove this technique. 65 

 66 

Keywords: cryopreservation, equine reproduction, fluorescent probes, CASA, Flow 67 

Cytometry. 68 

 69 

Introdução 70 

A inseminação artificial é a biotecnia da reprodução mais importante e mais utilizada 71 

para melhoramento genético animal, teve início em 1957 com a primeira gestação equina 72 

gerada por espermatozóides criopreservados (OLIVEIRA et al., 2013). A inseminação 73 

artificial associada a criopreservação do sêmen  maximizam o potencial genético do 74 

reprodutor, permitindo o maior número de descendentes de animais de alto mérito genético; 75 

melhoria do controle de doenças sexualmente transmissíveis (FÜRST et al., 2012); redução de 76 
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custos e estresse do transporte; utilização do sêmen de garanhões em competição ou se 77 

recuperando de alguma afecção e armazenamento e possibilidade de uso do sêmen mesmo 78 

após a morte do garanhão (PIMENTEL; CARNEIRO, 2008). 79 

 O uso do sêmen congelado equino ainda é restrito na rotina do campo, pois essa 80 

biotecnologia necessita de controle rigoroso da atividade ovariana, indução da ovulação, 81 

inseminação realizada no momento mais próximo possível da ovulação e ainda apresenta 82 

índices reprodutivos menores que os resultados obtidos com uso do sêmen fresco ou resfriado 83 

(SQUIRES et al., 2000).  84 

            Após vários estudos, sabe-se que grande parte dos garanhões possui características 85 

peculiares de sêmen pós-descongelação (motilidade espermática e integridade de membrana 86 

celular) que podem ser inadequadas para o seu uso (SQUIRES et al, 1999), havendo até 87 

denominação: “bad freezers” e “good freezers”, para animais que congelam mal e bem, 88 

respectivamente.  Isso se deve ao fato da espécie equina ter sido selecionada por fenótipo e 89 

desempenho, e a fertilidade do garanhão, normalmente é ignorada nos programas de 90 

melhoramento genético (MACÍAS GARCÍA et al., 2009). 91 

O processo de criopreservação causa danos à integridade estrutural, bioquímica e 92 

biofísica da membrana plasmática (MP) do espermatozoide, resultando em menor fertilidade 93 

do sêmen após a descongelação, pois ocorre uma perda de aproximadamente 50% dos 94 

espermatozoides  (FÜRST et al., 2012). 95 

  Vários protocolos são desenvolvidos e testados na tentativa de maximizar a utilização 96 

do sêmen equino congelado, procurando minimizar os danos causados pelo processo de 97 

criopreservação, melhorando assim as taxas de fertilidade.  98 

Apesar de o glicerol ser o crioprotetor mais utilizado, recentes pesquisas, utilizaram 99 

crioprotetores alternativos como o etilenoglicol, metilformamida, dimetilformamida e 100 
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dimetilsulfóxido, e obtiveram resultados similares ou superiores ao glicerol (ALVARENGA 101 

et al., 2005). 102 

 Um método de centrifugação conhecido como centrifugação em camada única (Single 103 

Layer Centrifugation - SLC) tem sido usado para melhorar a qualidade do sêmen de 104 

garanhões. Essa centrifugação é feita depositando o sêmen em uma única camada de sílica 105 

coloidal, com uma formulação específica da espécie Equina (AndroColl® Equine). 106 

(MORREL et al., 2013). Segundo Morrel e Rodriguez-Martinez (2009), a SLC seleciona 107 

espermatozoides com boa motilidade, morfologia normal, as membranas intactas e boa 108 

integridade da cromatina. 109 

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da centrifugação em coloide de camada 110 

única: AndroColl® Equine e três diluentes de congelamento: Botucrio®, EquiPlus Freeze® + 111 

3% glicerol e EquiPlus Freeze® + 3% DMSO sobre a qualidade do sêmen equino e relacionar  112 

seus efeitos sobre os parâmetros da cinética espermática e sobre a integridade da membrana 113 

plasmática e acrossomal. 114 

 115 

Material e métodos 116 

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados após aprovação pela 117 

Comissão de Ética para Experimentação Animal da Universidade Federal Rural de 118 

Pernambuco (UFRPE), licença nº 057/2015 CEUA/UFRPE. 119 

 120 

Desenho Experimental 121 

  Foram utilizados 5 garanhões da raça Quarto de Milha, com idade entre 7 e 20 anos, 122 

sob regime regular de colheita de sêmen, todos mantidos em um mesmo manejo, pertencentes 123 

ao Haras Monte Verde, localizado no município de Sairé, PE, Brasil (8°19'42''S e 124 

35°41'23''W). 125 
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Após exame clínico-andrológico, foram colhidos 3 ejaculados de cada garanhão 126 

(n=15) por meio da utilização de vagina artificial (modelo Botucatu) e auxílio de fêmea como 127 

manequim. Imediatamente após a colheita, a fração gel foi separada e desprezada. As 128 

amostras foram submetidas à avaliação subjetiva em microscópio óptico com contraste de 129 

fase (Olympus, Tokyo, Japan; 100 x) para motilidade e vigor. Foram utilizadas as amostras 130 

que se apresentaram dentro dos padrões mínimos recomendados pelo CBRA (2013) para o 131 

sêmen equino (motilidade ≥ 60% e vigor ≥ 3). 132 

A concentração espermática foi determinada utilizando Câmara de Neubauer. O sêmen 133 

foi diluído em meio à base de leite desnatado e a concentração mantida em 100 a 150 x 106 134 

espermatozoides/mL.  135 

Posteriormente, o sêmen foi dividido em dois grupos, Grupo E (centrifugado sem 136 

colóide) e Grupo A (centrifugado com colóide). No Grupo E, o sêmen foi subdividido em 3 137 

tubos Falcon de 60 mL e centrifugados à 676g por 15 minutos. Após a centrifugação, o 138 

sobrenadante foi desprezado e cada um dos tubos receberam um diluente diferente: Diluente 1 139 

(Botucrio®; Botupharma), Diluente 2 (EquiPlus Freeze®; Minitub + 3% glicerol) e Diluente 3 140 

(EquiPlus Freeze®; Minitub + 3% DMSO). No Grupo A, 15 mL do coloide foram 141 

acrescentados em 3  tubos Falcon de 60 mL. Em cada tubo, 15 mL do sêmen diluído foi 142 

depositado lentamente sobre o colóide, com o auxílio de uma pipeta. Para deposição do sêmen 143 

sobre o coloide, o tubo foi mantido num ângulo de aproximadamente 45º. Após a correta 144 

deposição, pode-se observar uma interface definida entre as soluções. As amostras foram 145 

centrifugadas à 314g por 20 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi aspirado com 146 

o auxílio de uma pipeta e desprezado, e em seguida, cada um dos tubos recebeu um diluente 147 

diferente: Diluente 1 (Botucrio®; Biotech Ltda/ME, Botucatu, Brasil), Diluente 2 (EquiPlus 148 

Freeze®; Minitub + 3% glicerol) e Diluente 3 (EquiPlus Freeze®; Minitub + 3% DMSO).  149 
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  A concentração foi mantida em 10 x 106 espermatozoides por mL,  envasadas em 150 

palhetas de 0,5 mL e lacradas com álcool polivinílico, que foram levadas ao congelamento em 151 

máquina programável portátil (TK3000®, TK Tecnologia em Congelação LTDA, Uberaba, 152 

MG, Brasil) com curvas de resfriamento -0,25ºC/min e de congelação -10ºC/min até -80ºC e -153 

5ºC/min, até atingir -120ºC, quando as palhetas foram mergulhadas em N2 líquido (-196ºC) e 154 

armazenadas em botijões criogênicos. 155 

 156 

Análise da cinética espermática  157 

Os parâmetros de cinética espermática foram avaliados pelo Sistema de Análise 158 

Espermática Computadorizada (CASA; SCATM, Microptics, S.L., Version 5.1, Barcelona, 159 

Spain) utilizando os seguintes sttings: magnificação 100 x; número de imagens; imagens por 160 

segundo 24; área de cabeça 4 a 75 µm2; VAP; lento 10 µm/s < médios 45 µm/s < rápidos 90 161 

µm/s; progressividade 75% STR; circular 50% LIN. 162 

Para realizar essas análises, foram utilizadas amostras do sêmen descongeladas à 163 

temperatura de 37 °C por 30 segundos, sem nenhuma diluição posterior. Para cada amostra 164 

analisada, uma alíquota de 5 µL de sêmen foi colocada sobre lâmina e coberta com lamínula 165 

(18x18 mm), ambas pré-aquecida a 37 °C e avaliadas em microscopia de contraste de fase 166 

(Eclipse 50i, Nikon, Japan). Para cada amostra, pelo menos 500 espermatozoides foram 167 

registrados em cinco campos aleatórios não consecutivos, pelo mesmo operador. 168 

Na análise de cinética espermática pelo CASA, foram consideradas as seguintes 169 

variáveis, de acordo com Verstegen et al. (2002): motilidade total (MT, %), motilidade 170 

progressiva (MP, %), velocidade ao longo de uma trajetória média (VAP, μm/s), velocidade 171 

progressiva (VSL, μm/s), velocidade curvilinear (VCL, μm/s), deslocamento lateral da cabeça 172 

(ALH, μm), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), espermatozoides rápidos (RAP, 173 

%), freqüência de batimentos (BCF, Hz) e índice de oscilação ou wobble (WOB, %). 174 
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Análise de integridade de membranas plasmática e acrossomal 175 

Para a técnica de associações das sondas PI e FITC-PNA, utilizou-se uma amostra de 176 

50µL de sêmen, adicionada a 1,5mL de solução PBS (Fosfato Salino Tamponado) e 177 

centrifugada a 600g durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento foi 178 

ressuspendido com 35µL de PBS, logo após foi adicionado a amostra 1µL de PNA, 2µL de IP 179 

e 5µL de Glutaraldeído a 4%.  180 

 Para análise de integridade das membranas plasmática e acrossomal (iPAM), as 181 

amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos com 1 µL de FITC-conjugada ao Peanut 182 

aglutinin (FITC-PNA; 200 µg/mL) e 2 µL de iodeto de propídeo (IP; 0,5 mg/mL) em PBS. 183 

Após coloração, os espermatozóides foram fixados com 5,0 µL de paraformaldeído a 4%, 184 

incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente e avaliados. 185 

 Os espermatozóides foram classificados como portadores de: membramas plasmática e 186 

acrossomal íntegras (IP-/PNA-), membranas plasmática íntegra e acrossomal danificada (IP-187 

/PNA+), membranas plasmática danificada e acrossomal íntegra (IP+/PNA-) e membranas 188 

plasmática e acrossomal danificadas (IP+/PNA+). 189 

 Todas as análises foram realizadas utilizando o citômetro de fluxo 190 

AmnisImageStream®x Mark II (EMD Millipore Corp.), equipado com microscópio com 191 

objetiva de 60x, com taxa de imagem de 5000 células/segundo. O tamanho das células e a 192 

velocidade do fluxo foi de 7,0 µm e 44 mm/seg., respectivamente. A aquisição das imagens 193 

brutas foi obtida através do software INSPIRE®. As análises das imagens brutas foram 194 

realizadas através do software IDEAS® (versão 6.0). 195 

 Um laser de excitação de 488 nm com intensidade definida para 55,0 mV (PNA/IP) foi 196 

utilizado. Aproximadamente 5000 eventos foram colhidos por amostra. FITC-PNA coletados 197 

no canal 2 (505-560nm) e IP foi coletado no canal 5 (640-745 nm). 198 

 199 
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Análise Estatística 200 

As análises dos dados foram realizadas utilizando o software GraphPad InStat versão 201 

3.10. Os dados foram testados para distribuição normal usando o teste Kolmogorov-Smirnov. 202 

Quando necessário, os dados foram transformados por meio do log ou raiz quadrada para 203 

obter normalidade de distribuição. As variáveis expressas em porcentagem foram 204 

transformadas por arco seno (arco seno √P/100). 205 

A influência do coloide e dos diluentes sobre as variáveis de qualidade seminal foram 206 

testadas por análise de variância (ANOVA) para mensurações repetidas, seguidas pelo teste 207 

de comparação múltipla de Tukey-Kramer. As diferenças foram consideradas significativas 208 

quando P < 0,05. 209 

 210 

Resultados 211 

Os resultados relacionados às variáveis de cinética espermática computadorizada 212 

(CASA) e integridade das membranas plasmática e acrossomal (sondas fluorescentes 213 

associado ao Citômetro de Fluxo) pós-descongelamento estão expostos na Tab. 1. 214 

Com relação aos parâmetros do CASA, pode-se observar que o grupo A1, 215 

centrifugado com o coloide, teve resultado superior nas variáveis LIN e WOB, comparadas 216 

com o grupo E1. Já as variáveis, RAP, VCL, VAP, ALH e BCF, tiveram resultados inferiores 217 

quando centrifugadas com o colóide, grupo A1 em relação ao grupo E1. 218 

 Com relação à integridade de membrana plasmática e acrossomal, pode-se observar 219 

que os grupos A1 e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior 220 

aos grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o coloide. Já no grupo A2, centrifugado 221 

com colóide, comparado com grupo E2, centrifugado sem o colóide, não houve diferença 222 

significativa nos valores.  223 

 224 
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Discussão 225 

       Houve influência da centrifugação com coloide sobre os resultados dos diluente 1 e 3. 226 

No diluente 1, houveram diferenças nos resultados dos parâmetros de cinética espermática e 227 

da integridade das membranas plasmática e acrossomal, já o diluente 3  houveram diferenças 228 

somente na integridade das membranas plasmática e acrossomal. 229 

Pode-se observar que o grupo A1, centrifugado com o coloide, teve resultado superior 230 

nas variáveis LIN e WOB, comparadas com o grupo E1. Já as variáveis, RAP, VCL, VAP, 231 

ALH e BCF, tiveram resultados inferiores quando centrifugadas com o colóide, grupo A1 em 232 

relação ao grupo E1. 233 

Com relação à integridade de membrana plasmática e acrossomal, pode-se observar 234 

que os grupos A1 e A3, que foram centrifugados com o coloide, tiveram resultado superior 235 

aos grupos E1 e E3, que foram centrifugados sem o coloide.  236 

No presente estudo, os resultados de integridade de membranas foram semelhantes aos 237 

observados por Macías García et al. (2009). Porém, nos resultados de cinética, Macías García 238 

et al. (2009) observaram uma melhoria significativa nos parâmetros VAP, VCL, VSL, MP, 239 

que foram diferentes do presente estudo. Uma diferença na metodologia foi que Macías 240 

García et al. (2009) realizaram a centrifugação pós-descongelamento. 241 

Guimarães et al. (2015) estudaram o efeito da SLC antes da criopreservação sobre a 242 

cinética espermática após o descongelamento. Eles relatam que a SLC com o uso do 243 

Androcoll-E encontraram uma discreta melhoria da cinética espermática em amostras SLC, 244 

um aumento de 5% do STR, o que provavelmente não tem implicações práticas. A 245 

centrifugação do presente estudo também foi realizada antes da criopreservação, porém os 246 

resultados encontrados por Guimarães et al. (2015) foram diferentes. No presente estudo a 247 

variável STR não apresentou diferença após o uso do coloide. 248 
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Geralmente ocorrem quedas esperadas nos valores de integridade da membrana plasmática do 249 

espermatozoide após a criopreservação, que são provocadas por formação de cristais de gelo e 250 

mudanças intracelulares, provocando desidratação e morte celular (FRANCISCO JÚNIOR et 251 

al., 2015). Porém, pode-se observar aumento no número de espermatozoides com membranas 252 

íntegras após uso do coloide, comprovando que sua função foi eficaz. 253 

Segundo Gutiérrez-Cepeda et al. (2012) a centrifugação coloidal pré-criopreservação 254 

pode aumentar o número de espermatozoides com morfologia normal pós-descongelamento, 255 

assim como melhorar a motilidade, a integridade da membrana e viabilidade espermática. De 256 

acordo com os resultados do atual estudo, a centrifugação coloidal pré-criopreservação foi 257 

capaz de aumentar o número de espermatozóides com membranas plasmática e acrossomal 258 

integrais.  259 

Roca et al. (2016) analisaram amostras de sêmen criopreservadas com uso do coloide 260 

pré-criopreservação e pós-criopreservação. Observaram que as amostras que passaram pela 261 

centrifugação com o coloide antes da criopreservação tiveram melhor motilidade e 262 

viabilidade, e menor produção de ROS (espécies reativas de oxigênio). 263 

Alguns autores realizaram a centrifugação com coloide pós-criopreservação e outros 264 

pré-criopreservação, porém de acordo com Roca et al. (2016) a remoção de espermatozóides 265 

mortos deve ser feito o mais rápido possível, logo após a ejaculação, tanto para 266 

armazenamento por refrigeração como para criopreservação, pois os espermatozóides mortos 267 

exercem efeitos nocivos sobre os espermatozóides viáveis. 268 

Analisando os parâmetros obtidos no grupo E1, que não foi centrifugado com coloide, os 269 

resultados sugerem que possa ter ocorrido uma possível hiperativação espermática, que é um 270 

processo que ocorre durante seu progresso pelo oviduto da fêmea, sendo descrito como um 271 

movimento vigoroso, não progressivo, não linear e está relacionado com o processo de 272 

capacitação e fertilização. Durante esse processo, o padrão e o vigor da trajetória do 273 
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espermatozóide são alterados, passando a ser caracterizados por uma larga amplitude do 274 

batimento flagelar, aumento médio do movimento lateral da cabeça e cauda do 275 

espermatozóide associados também com uma motilidade lenta ou não progressiva de baixa 276 

freqüência de batimento flagelar (VERTESGEN et al., 2002). 277 

De acordo com Vertesgen et al. (2002), a falha da fertilização tem sido correlacionada com 278 

algumas populações de espermatozoides que perderam a sua motilidade vigorosa pela 279 

hiperativação por causa de uma incubação prolongada in vitro. No presente estudo, caso tenha 280 

ocorrido hiperativação espermática no grupo E1, que não foi centrifugado com coloide, 281 

implica em diminuição da taxa de fertilidade, já que a hiperativação é um processo fisiológico 282 

que ocorre no oviduto da fêmea e não deveria ocorrer no sêmen in vitro. 283 

Vários estudos têm sugerido que a hiperativação faça que os espermatozóides saiam do 284 

reservatório do oviduto e tenham um maior impulso para a penetração do cumulus, auxiliando 285 

na penetração através da zona pelúcida oócito. Nos seres humanos, os espermatozóides não 286 

capacitados apresentam cerca de 0,4% de hiperatividade, atingindo cerca de 22% em 287 

ejaculados férteis, demonstrando que a hiperatividade espermática está relacionada com altas 288 

taxas de fertilidade do sêmen. No sêmen humano, o espermatozóide hiperativado é aquele que 289 

apresenta: VCL ≥ 70µm/s, ALH ≥ 7µm, LIN ≥ 30% e VSL ≥ 30 µm (VERTESGEN et al., 290 

2002). 291 

 292 

Conclusão 293 

O uso do coloide na SLC proporcionou resultados de membrana plasmática intacta e 294 

acrossomo intacto estatisticamente superiores nos diluentes 1 e 3, em relação aos mesmos 295 

diluentes sem o uso do coloide, indicando que o coloide foi eficaz para preservar a integridade 296 

das membranas plasmática e acrossomal nesses grupos. Caso a hipótese de ter ocorrido 297 

hiperativação espermática no grupo E1, que não foi centrifugado com coloide, o coloide 298 
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evitou o processo da hiperativação espermática, o que possivelmente implicará que essas 299 

amostras tenham uma maior taxa de fertilização. 300 

De acordo com outros estudos, pode-se sugerir também que o sêmen centrifugado com 301 

o coloide pré-criopreservação terá uma menor produção de ROS, consequentemente, uma 302 

melhor qualidade espermática pós-descongelação e consequente maior taxa de fertlização.  303 
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Ilustrações 372 

Tabela 1. Resultados das análises pós-descongelamento referentes à cinética espermática e a 373 

integridade das membranas plasmática e acrossomal 374 

Variável Tratamentos 

Grupo A Grupo E 

  A1 A2 A3 E1 E2 E3 

MT 43,6 ± 12,2 Aa 12,0 ± 7,1 Ab 19,0 ± 9,8 Ab 38,4 ± 13,4 Aa 16,4 ± 12,2 Ab 13,6 ± 9,8 Ab 

MP 21,8 ± 8,0 Aa 3,2 ± 2,7 Ab 5,2 ± 3,5 Ab 20,2 ± 7,7 Aa 4,3 ± 5,4 Ab 4,1 ± 4,3 Ab 

RAP 4,6 ± 3,9 Ba 0,3 ± 0,5 Ab 0,8 ± 0,8 Ab 7,5 ± 3,4 Aa 0,7 ± 0,7 Ab 1,2 ± 1,4 Ab 

VCL 60,1 ± 12,9 Ba 46,1 ± 10,6 Ab 45,7 ± 10,1 Ab 77,8 ± 10,8 Aa 48,1 ± 8,2 Ab 54,0 ± 11,1 Ab 

VSL 44,4 ± 6,6 Aa 29,2 ± 6,2 Ab 30,1 ± 8,3 Ab 50,5 ± 4,9 Aa 28,5 ± 6,8 Ab 31,4 ± 7,9 Ab 

VAP 50,7 ± 8,7 Ba 35,1 ± 7,1 Ab 35,9 ± 9,0 Ab 60,2 ± 5,5 Aa 35,8 ± 7,4 Ab 40,1 ± 8,1 Ab 

LIN 74,9 ± 6,4 Aa 64,1 ± 8,4 Ab 65,3 ± 6,9 Ab 65,8 ± 9,0 Ba 59,0 ± 8,5 Aa 58,4 ± 11,6 Aa 

STR 87,9 ± 2,8 Aa 83,2 ± 4,1 Aa 83,2 ± 4,4 Aa 83,9 ± 5,2 Aa 79,2 ± 6,4 Aab 77,6 ± 7,7 Ab 

WOB 85,2 ± 5,1 Aa 77,0 ± 8,3 Ab 78,3 ± 4,7 Ab 78,0 ± 6,5 Ba 74,2 ± 6,5 Aa 74,7 ± 8,4 Aa 

ALH 1,9 ± 0,5 Ba 1,7 ± 0,7 Aa 1,9 ± 0,5 Aa 2,6 ± 0,4 Aa 1,8 ± 0,6 Ab 1,9 ± 0,5 Ab 

BCF 9,5 ± 1,7 Ba 8,0 ± 2,8 Aa 9,2 ± 2,1 Aa 11,9 ± 1,4 Aa 8,5 ± 3,0 Ab 8,8 ± 2,4 Ab 

PNA-/IP- 41,0 ± 8,2 Aa 22,2 ± 8,8 Ab 32,4 ± 7,0 Ac 28,3 ± 11,2 Ba 16,5 ± 8,7 Ab 20,3 ± 9,5 Bb 

Grupo A: centrifugado com coloide (AndroColl®-E), Grupo E: centrifugado sem coloide 375 

(AndroColl®-E), A1: diluente 1 (Botucrio®), A2: diluente 2 (EquiPlus® Freeze + 3% glicerol), 376 

A3: diluente 3 (EquiPlus® Freeze + 3% DMSO), E1: diluente 1 (Botucrio®), E2: diluente 2 377 

(EquiPlus® Freeze + 3% glicerol), E3: diluente 3 (EquiPlus® Freeze + 3% DMSO). Letras 378 

maiúsculas diferentes (A, B) indicam comparação entre Grupo A (centrifugado com colóide 379 

AndroColl) com Grupo E (centrifugado sem colóide AndroColl). Letras minúsculas diferentes 380 

(a, b, c) indicam comparação entre as diferentes diluentes, dentro do mesmo grupo. O nível de 381 

significância de 5% considerado no teste de Tukey foi de 5,0%. 382 

 


