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RESUMO 

 

A inclusão de colesterol no diluidor tem sido reportada como uma alternativa para aumentar a 

estabilidade das membranas do espermatozóide de diversas espécies durante a criopreservação. 

No entanto, a fertilidade in vivo é reduzida em comparação ao sêmen congelado sem a inclusão 

do colesterol. Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a motilidade progressiva, a 

integridade funcional e física da membrana plasmática (teste hiposmótico e coloração de Iodeto 

de Propídeo, respectivamente), a integridade do acrossoma (coloração com FITC-PNA) e a 

capacidade do espermatozóide em sofrer a reação acrossômica (induzida com ionóforo de cálcio 

A23187), após inclusão e remoção do colesterol de suas membranas. Para tal, foi congelado um 

ejaculado de 12 garanhões. O sêmen foi submetido a quatro tratamentos: (1) congelamento 

convencional; (2) sêmen acrescido de colesterol; (3) tratamento 2 com a remoção do colesterol 

pós-descongelamento com 0,052 mg de metil-β-ciclodextrina/50 x 106 espermatozóides; (4) 

tratamento 2 com a remoção de colesterol pós-descongelamento com 0,156 mg de metil-β-

ciclodextrina/50 x 106 espermatozóides. Não foi observada diferença quanto a motilidade 

progressiva e funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozóides entre os 

tratamentos. No entanto, foi observada redução da integridade da membrana plasmática nos 

tratamentos 1, 3 e 4, quando comparados ao tratamento 2, sugerindo um efeito tóxico da 

ciclodextrina nos dois últimos tratamentos. A inclusão do colesterol aumentou a porcentagem de 

espermatozóides com acrossoma íntegro após a indução da reação acrossômica. Entretanto, não 

foi observada redução da porcentagem de espermatozóides com acrossoma íntegro quando foi 

realizada a indução de sua remoção com as duas concentrações de ciclodextrina. Visto que a 

taxa de reação acrossômica induzida in vitro pode ser indicativo da fertilidade in vivo, mais 

estudos devem ser realizados para aumentar a taxa de reação acrossômica in vitro sem que haja 

redução de integridade de membrana plasmática. 

 

Palavras-chave: eqüino, sêmen congelado, metil-β-ciclodextrina, colesterol. 
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ABSTRACT 

 

Cholesterol incorporation to the sperm membranes has been reported as an alternative to 

improve the membrane stability of several species’ spermatozoa during the cryopreservation. 

However, in vivo fertility is reduced compared to cryopreservation of control sperm (without 

cholesterol). The aim of the present study was to evaluate the progressive motility, the 

functional and physical integrity of the plasma membrane (hyposmotic swelling test and 

evaluation with Propidium iodide, respectively), the acrossomal integrity (evaluation with 

FITC-PNA) and the ability of sperm to acrosome react (induction of the acrosome reaction with 

calcium ionophore - A23187), after incorporating and removing the cholesterol from sperm 

membranes. One ejaculate of twelve stallions was collected. Semen was submitted to four 

treatments: (1) conventional cryopreservation; (2) semen treated with cholesterol; (3) treatment 

2 following removal of the cholesterol post-thawing with 0,052 mg of methyl-β-cyclodextrin/50 

x 106 sperm; (4) treatment 2 following removal of the cholesterol post-thawing with 0,156 mg 

of methyl- β-cyclodextrin/50 x 106 sperm. No differences were observed in relation to 

progressive motility and plasma membrane functionality of sperm between treatments. 

However, it was observed fewer sperm with intact plasma membrane in treatments 1, 3, and 4, 

when compared to treatment 2, suggesting a toxic effect of cyclodextrin in the last two 

treatments. Cholesterol incorporation increased the percentage of sperm with intact acrosome 

after induction of the acrosome reaction. Nevertheless, no reduction was observed in the rates of 

sperm with intact acrosome after cholesterol removal with the two different cyclodextrin 

concentrations. Since induced acrosome reaction rate in vitro can be indicative of in vivo 

fertility, more studies should be performed to enhance the acrosome reaction rate in vitro 

without reducing plasma membrane integrity. 

 

 

Key-words: equine, cryopreserved semen, methyl-β-cyclodextrin, cholesterol. 

 

 

 

 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, a aplicação de biotécnicas vem 

trazendo avanços consideráveis para a 

reprodução de diversas espécies animais. A 

inseminação artificial com sêmen 

congelado é um dos passos mais 

importantes neste avanço, pois garante um 

ganho genético muito mais rápido do que 

aquele obtido com sêmen fresco (Pickett e 

Amann, 1992; Graham, 1996). Outras 

vantagens são a continuidade da reprodução 

mesmo com o reprodutor participando de 

competições esportivas, a garantia de 

armazenamento do sêmen, excluindo 

qualquer impossibilidade por injúria ou 

morte, além da comercialização de sêmen 

independentemente de distâncias 

geográficas, sem perda da viabilidade 

espermática (Pickett e Amann, 1992; 

Graham, 1996). Entretanto, com exceção 

dos bovinos, a utilização de sêmen 

congelado não é freqüente na inseminação 

artificial de animais domésticos, pois os 

protocolos de congelamento disponíveis 

não proporcionam taxas de prenhez 

satisfatórias (Parks e Graham, 1992). Em 

eqüinos, a técnica de congelamento de 

sêmen não está totalmente otimizada, 

devido a diferenças individuais de 

congelabilidade espermática entre 

garanhões e entre ejaculados do mesmo 

indivíduo. Além disso, em média, metade 

dos espermatozóides morre durante esse 

processo e a outra metade pode apresentar 

danos, o que resulta na reduzida viabilidade 

dos espermatozóides no trato reprodutivo 

da fêmea e, conseqüentemente, baixa taxa 

de prenhez (Watson, 1995).  

 

O sucesso na criopreservação do sêmen 

depende da qualidade do sêmen fresco, de 

interações entre diluidores, crioprotetores e 

curvas de congelamento e 

descongelamento, buscando minimizar os 

danos causados pelo choque térmico, 

formação de cristais de gelo, efeito solução 

e desidratação (Pickett e Amann, 1992; 

Jasko, 1994). Além disso, alterações nos 

espermatozóides semelhantes às que 

ocorrem durante o processo da capacitação 

espermática, denominada de 

criocapacitação (Pommer e Meyers, 2002), 

têm sido associadas com danos causados 

pela criopreservação (Watson, 2000; 

Meyers et al., 2003). Uma vez ocorrendo 

capacitação espermática prematura, não é 

mais possível que o espermatozóide realize 

a fecundação e, conseqüentemente, ocorrerá 

redução da fertilidade do animal (Neild et 

al., 2002; Meyers et al., 2003). Uma das 

características da membrana plasmática que 

pode conferir uma maior sensibilidade a 

redução de temperatura é a proporção de 

colesterol:fosfolipídio. A espécie suína 

apresenta espermatozóide com a menor 
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proporção colesterol:fosfolipídio, sendo a 

mais sensível à redução de temperatura 

necessária aos processos de criopreservação 

(Amann e Pickett, 1987; Amann e Graham, 

1992). A inclusão de colesterol no diluidor 

tem sido reportada como uma alternativa 

para aumentar a estabilidade da membrana 

plasmática do espermatozóide de diversas 

espécies durante o resfriamento, 

conseqüentemente, melhorando a qualidade 

seminal (Combes et al., 2000; Purdy e 

Graham, 2004a; Purdy e Graham, 2004b; 

Moore et al., 2005a e Álvarez et al., 2006). 

No entanto, éguas inseminadas com o 

sêmen acrescido de diluidor contendo 

colesterol apresentaram fertilidade inferior 

quando comparadas às éguas do grupo 

controle (Zahn et al., 2002). 

 

 O presente trabalho teve como objetivo 

investigar o efeito crioprotetor da inclusão 

de colesterol nas membranas espermáticas 

antes do congelamento sobre a motilidade, 

integridade funcional e física da membrana 

plasmática pós-descongelamento; bem 

como o efeito da remoção do colesterol do 

sêmen descongelado sobre a capacidade do 

espermatozóide eqüino sofrer reação 

acrossômica por meio da indução desse 

processo com o ionóforo de cálcio A23187.  

 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Morfologia Espermática 

 

Os espermatozóides são células alongadas, 

consistindo de cabeça, contendo um núcleo, 

e uma cauda (Figura 1) (Eddy e O’Brien, 

1994; Hafez, 1995). A cabeça apresenta 

forma oval e achatada, contendo cromatina 

altamente compacta ou condensada que 

compreende um complexo DNA, com uma 

classe especial de proteínas denominadas 

protaminas espermáticas (Barth e Oko, 

1989; Hafez, 1995). O acrossoma é uma 

estrutura de dupla parede situada entre a 

membrana plasmática e a porção anterior do 

núcleo, derivada do Complexo de Golgi 

gerado durante a espermiogênese. O 

acrossoma possui enzimas hidrolíticas 

envolvidas no processo de fecundação e 

oferece proteção ao DNA contra choques 

mecânicos (Eddy e O’Brien, 1994; Hafez, 

1995). O colo conecta a cabeça do 

espermatozóide à cauda (flagelo), que é 

subdividida em peça intermediária, 

principal e terminal (Hafez, 1995). O colo 

ou peça de conexão forma uma placa que se 

ajusta dentro de uma depressão na 

superfície do núcleo (Eddy e O’Brien, 

1994) e é contínua com nove feixes de 

fibras que posteriormente se projetam 

através da maior parte da cauda. A peça 

intermediária, localizada entre o colo e o 

annulus, juntamente com o comprimento 

total da cauda, formam o axonema (Hafez, 
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1995). Na peça intermediária existe um 

grande número de mitocôndrias que se 

encontram dispostas em forma de hélice, 

possuindo a função de produzir a energia 

necessária para a motilidade espermática 

(Eddy e O’Brien, 1994). O axonema, uma 

estrutura complexa composta por duas 

proteínas principais, a dineína e a tubulina 

(Alberts, 2004), está envolvido no 

mecanismo de motilidade espermática. Este 

apresenta nove pares de microtúbulos 

periféricos além da presença de um par 

central. Para ação direta deste movimento a 

dineína e a tubulina  utilizam adenosina 

trifosfato (ATP), o qual é produzido através 

das mitocôndrias presentes na peça 

intermediária (Hafez, 1995). 

 

2.2 Membrana Plasmática 

 

A membrana plasmática engloba a célula, 

envolve todas as estruturas espermáticas, 

define os seus limites e mantém as 

diferenças entre o citosol e o ambiente 

extracelular (Amann e Graham, 1992; 

Alberts et al., 2004). É composta de 

moléculas lipídicas e protéicas, unidas 

principalmente por ligações não-covalentes. 

A bicamada lipídica ficou estabelecida 

definitivamente como a base universal da 

estrutura das membranas celulares.  

 

 

Figura 1. Morfologia do espermatozóide eqüino (Amann e Pickett, 1987). 
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Todas as moléculas lipídicas são 

anfipáticas, ou seja, possuem uma 

extremidade hidrofílica ou polar, voltada 

para o meio externo e uma extremidade 

hidrofóbica ou apolar, voltada para o meio 

interno (Figura 2) (Squires et al., 1999; 

Alberts et al., 2004).Os lipídios de 

membrana mais abundantes são os 

fosfolipídios, predominantemente 

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilserina e esfingomielina, compostos 

de uma cabeça polar e duas caudas de 

hidrocarboneto de característica 

hidrofóbica. As diferenças no comprimento 

e na saturação da cauda de ácidos graxos 

são importantes, pois influenciam na 

habilidade das moléculas de fosfolipídios 

em se agrupar, afetando, conseqüentemente, 

a fluidez da membrana (Alberts et al., 

2004). Os glicolipídios estão localizados na 

superfície da membrana, enquanto que o 

colesterol preenche os espaços entre as 

cadeias de ácidos graxos de fosfolipídios, 

estabilizando a membrana (Figura 2) (Parks 

e Graham, 1992; Squires et al., 1999). As 

proteínas estão entremeadas aos 

fosfolipídios (Amann e Pickett, 1987; 

Hafez, 1995), desempenhando a maioria 

das funções específicas da membrana 

(Alberts et al., 2004). Estas representam 

pouco mais de 50% do peso da maioria das 

membranas e são classificadas como 

integrais ou periféricas. As proteínas 

integrais servem como poros ou canais de 

membrana, receptores para íons e outras 

moléculas. Muitas proteínas integrais e 

periféricas contêm cadeias de carboidratos 

(Amann e Pickett, 1987; Amann e Graham, 

1992; Squires et al.,1999), sendo 

denominadas de glicoproteínas (Figura 2). 

A membrana não é estática. Geralmente 

todos os componentes estão dispostos 

aleatoriamente e são livres para 

movimentarem-se lateralmente. Isso porque 

a membrana é fluida a temperatura 

ambiente, denominado estado líquido-

cristalino (Parks e Graham, 1992; Squires et 

al., 1999). A proporção de 

colesterol:fosfolipídios, assim como a 

natureza dos fosfolipídios e a temperatura 

determinam a fluidez da membrana. Em 

geral, quanto mais colesterol presente, 

menos flexível ou menos fluida é a porção 

da membrana (Amann e Pickett, 1987; 

Amann e Graham, 1992).  

 

Devido às diferenças na composição da 

membrana plasmática, cada compartimento 

exibe propriedades físicas bastante 

diferentes (Squires et al., 1999). Existem 

dados limitados sobre a composição da 

membrana plasmática do garanhão. A 

proporção colesterol:fosfolipídio é 0,36 

(Darin-Bennett e White, 1977 e Cross, 

1998), um valor intermediário quando 

comparado com valores de varrões e touros 
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(Amann e Graham, 1992; Parks e Lynch, 

1992). 

 

2.3 Capacitação Espermática e Reação 

Acrossômica 

 

Os espermatozóides ejaculados dos 

mamíferos são incapazes de fecundar 

oócitos, sem que antes sofram algumas 

modificações no trato reprodutivo feminino 

(Amann e Graham, 1992; Delpech e 

Thibault, 1993; Bedford et al., 2003; 

Gadella e Colenbrander, 2003). Esse 

processo é denominado capacitação 

espermática (Bedford, 1983; Delpech e 

Thibault, 1993; Bazer et al., 1995; Senger, 

2003). 

 

 

Figura 2. Organização da membrana plasmática; modelo “mosaico fluido” (Zafian, 1984). 
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O principal local de capacitação parece ser 

a tuba uterina, especificamente a região do 

istmo (Bazer et al., 1995), não sendo um 

processo espécie-específico (Delpech e 

Thibault, 1993). As maiores modificações 

envolvem alterações nos componentes da 

membrana espermática, que podem ser 

modificados ou removidos por secreções do 

trato genital feminino, provocando a 

desestabilização da bicamada lipídica. 

Conseqüentemente, ocorrerá fusão da 

membrana plasmática com a membrana 

acrossômica externa, iniciando-se a reação 

acrossômica (Amann e Graham, 1992; 

Delpech e Thibault, 1993; Bazer et al., 

1995). Finalmente, ocorrem alterações na 

motilidade, resultando em hiperativação do 

espermatozóide (Bedford, 1983; Amann e 

Graham, 1992; Delpech e Thibault, 1993). 

Embora o trato genital feminino forneça 

substratos energéticos para o 

espermatozóide, o útero não é um ambiente 

ótimo. Para manter a integridade da 

membrana durante o transporte pelo trato 

genital feminino, proteínas do plasma 

seminal se aderem à membrana 

espermática, formando uma capa de 

glicoproteínas. Esse processo é denominado 

de decapacitação espermática. “In vivo”, o 

espermatozóide passa do plasma seminal 

para os fluidos do trato feminino (Figura 3) 

(Delpech e Thibault, 1993; Senger, 2003).  

 

Neste momento, essa capa glicoprotéica é 

removida ou modificada (Gadella et al., 

2001) para alterar o fluxo iônico 

transmembrana, expor sítios de receptores 

da membrana espermática e remover 

componentes que estejam cobrindo a cauda, 

podendo restringir a motilidade hiperativa 

flagelar. Mudanças similares ocorrem nas 

porções caudal e rostral da cabeça do 

espermatozóide, precedendo a reação 

acrossômica e nas peças intermediária e 

principal, antecedendo a hipermotilidade 

(Amann e Graham, 1992; Visconti e Kopf, 

1998). “In vitro”, a remoção do plasma 

seminal por centrifugação ou migração 

espontânea é uma condição sine qua non 

para o processo de capacitação. Contudo, a 

capacitação pode ser revertida, 

ressuspendendo o espermatozóide 

capacitado no plasma seminal ou nos 

diluidores de sêmen. Dessa maneira, este se 

torna decapacitado e requer tempo adicional 

para capacitação antes de reaver sua 

fertilidade (Delpech e Thibault, 1993; 

Senger, 2003).  
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Figura 3. Adesão de proteínas do plasma seminal à membrana plasmática (decapacitação espermática); 
Espermatozóide capacitado nos fluidos do trato feminino (Senger, 2003). 
 
 
Mudanças nos componentes da membrana 

espermática seguem-se progressivamente: 

perda de proteínas ou redução de seu peso 

molecular, redução da proporção de 

colesterol:fosfolipídio, aumento da 

mobilidade lateral de lipídios e proteínas 

(Delpech e Thibault, 1993; Gadella et al., 

2001). As proporções de colesterol: 

fosfolipídios na membrana plasmática e na 

membrana acrossômica externa diminuem, 

aumentando sua fluidez (Delpech e 

Thibault, 1993). O efluxo de colesterol 

ocorre devido sua transferência para 

albuminas e lipoproteínas de alta densidade 

da tuba uterina (Amann e Graham, 1992; 

Delpech e Thibault, 1993; Gadella et al., 

2001). O colesterol tem uma importante 

função na estabilização de membranas. A 

desestabilização da membrana provocada 

pela remoção do colesterol promove a 

reorganização dos componentes da 

bicamada, incluindo redistribuição de 

proteínas integrais (Amann e Graham, 

1992; Gadella et al., 2001; Gadella e 

Colenbrander, 2003). Há evidências de que 

o bicarbonato também facilite a 

desorganização da membrana 

(Colenbrander et al., 2001; Gadella et al., 

2001), principalmente na região apical da 

cabeça do espermatozóide (Gadella e 

Colenbrander, 2003). Conseqüentemente, 

foi sugerido que a capacitação das células 
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espermáticas dos mamíferos “in vivo” fosse 

dependente de bicarbonato, supostamente 

presente em níveis maiores na tuba uterina 

(20 mM) do que no fluido espermático (<1 

mM) (Flesch e Gadella, 2000; Colenbrander 

et al., 2001; Gadella e Colenbrander, 2003). 

As respostas induzidas pelo bicarbonato 

podem diferir de acordo com as regiões da 

célula espermática, como cabeça e cauda 

(Visconti e Kopf, 1998; Gadella e 

Colenbrander, 2003). O bicarbonato 

estimula uma forma solúvel de 

adenilciclase (AC), abundante nos 

espermatozóides, resultando no aumento 

dos níveis de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc)  que ativa uma proteína quinase A 

(PKA) que, por sua vez, induz a 

fosforilação de tirosina de vários substratos 

(Visconti e Kopf, 1998; Flesch e Gadella, 

2000; Gadella e Colenbrander, 2003). Em 

conseqüência, as proteínas da membrana 

plasmática, relacionadas com a ligação na 

zona pelúcida se tornam ativadas. Além 

disso, a fosfolipase C (PLC) do citosol é 

fosforilada e translocada para a membrana 

plasmática (Figura 4) (Flesch e Gadella, 

2000; Gadella et al., 2001). Estudos de 

Colenbrander et al. (2001) e Flesch et al. 

(2001) demonstraram a presença de 

colesterol pela superfície da cabeça do 

espermatozóide na ausência de bicarbonato 

e nas  regiões apical, equatorial e pós-

acrossomal, em sua presença. A 

desestabilização afeta a porção lipídica da 

membrana, alterando a permeabilidade 

iônica, particularmente do cálcio, e as 

propriedades da capacidade de fusão da 

membrana, as quais são importantes para a 

reação acrossômica (Amann e Graham, 

1992). 

 

Como todas as células sob condições 

aeróbicas, os espermatozóides são capazes 

de gerar radicais livres (Ball et al., 2002; 

Baumber et al., 2003), em sua maioria 

originados de atividade metabólica normal 

(de Lamirande et al., 1997). Radicais livres 

como ânion superóxido (O2- ), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO3), 

induzem hiperativação, capacitação e 

reação acrossômica “in vitro” (de 

Lamirande et al., 1997). Embora em altas 

concentrações sejam prejudiciais ao 

espermatozóide, em baixas concentrações 

têm um papel importante na função 

espermática, especificamente na 

fosforilação de tirosina (de Lamirande et 

al., 1997; Ball et al., 2002; Baumber et al., 

2002; Baumber et al., 2003). Esta 

fosforilação media uma variedade de 

funções celulares, como regulação do 

crescimento, controle de ciclos celulares, 

regulação de íons, formação do 

citoesqueleto, além de ser um componente 

essencial à capacitação espermática 

(Visconti e Kopf, 1998; Meyers et al., 
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2003). As enzimas responsáveis pela 

fosforilação-desfosforilação da tirosina de 

proteínas espermáticas são possíveis alvos 

para os radicais livres (de Lamirande et al., 

1997). 

 

Segundo Gadella e Colenbrander (2003) o 

bicarbonato agiria na cauda espermática 

levando a fosforilação da tirosina, 

induzindo a hipermotilidade. Esta se 

caracteriza por aumento da amplitude do 

batimento flagelar, devido a maior 

flexibilidade principalmente na peça 

intermediária, e mudança do movimento 

progressivo que se torna circular, devido a 

não rotação da cabeça do espermatozóide 

(Bedford, 1983; Delpech e Thibault, 1993). 

Os processos de hiperativação e capacitação 

espermática envolvem mecanismos 

distintos (Bedford, 1983; Amann e Graham, 

1992; Delpech e Thibault, 1993). A 

liberação de colesterol e a redistribuição de 

proteínas da membrana plasmática 

permitem a abertura dos canais de cálcio e, 

conseqüentemente, o aumento do cálcio 

intracelular. 

 

Contudo, há evidências de que a 

hiperativação esteja mais diretamente 

relacionada aos níveis de AMPc do que 

com o influxo de cálcio. Um aumento 

progressivo nos níveis de AMPc, o qual é 

cálcio dependente, precede o início da 

motilidade hiperativada (Delpech e 

Thibault, 1993). Bedford (1983) sugeriu 

que a hiperativação maximiza a chance de 

contato dos poucos espermatozóides 

presentes na ampola com o oócito e ajuda 

no transporte espermático do istmo para a 

ampola, facilitando a penetração no oócito. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.  Seqüência da capacitação espermática. (A) Bicarbonato pode entrar na célula espermática através dos 
canais iônicos. O bicarbonato intracelular estimula a AC e a simultânea produção de AMPc ativa a PKA. O efluxo de 
colesterol pode aumentar a entrada de bicarbonato e afetar a AC. (B)  A PKA induz a fosforilação da tirosina (Y) em 
vários substratos (S). (C) As proteínas espermáticas de ligação à zona pelúcida (ZP) se tornam fosforiladas. (D)  PLC 
do citosol é fosforilada e translocada para a membrana plasmática. (E) Ativação da PKA promove redistribuição e 
translocação de fosfolipídios. (F) O efluxo de colesterol está envolvido com as mudanças da membrana. (G) A 
entrada de pequenas quantidades de cálcio nas células espermáticas tem uma função importante na capacitação. (H) 
Fatores decapacitantes (DF) são removidos da superfície da célula espermática, expondo os receptores de 
progesterona (Flesch e Gadella, 2000). 
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Embora a duração do processo de 

capacitação “in vitro” tenha sido 

determinada para várias espécies, o tempo 

requerido para a capacitação “in vivo” não 

é conhecido para todas (Amann e Graham, 

1992). Acredita-se que seja dependente do 

balanço de estrógeno/progesterona 

(Delpech e Thibault, 1993).  

 

A capacitação acarreta modificações no 

acrossoma necessárias à reação acrossômica 

(Amann e Graham, 1992; Bazer et al., 

1995; Colenbrander et al., 2001; Gadella et 

al., 2001 e Gadella e Colenbrander, 2003). 

Portanto, as etapas da capacitação previnem 

a ativação prematura do acrossoma, até que 

o espermatozóide atinja o local de 

fecundação do oócito, na ampola da tuba 

uterina (Bazer et al., 1995). 

 

A heparina também é capaz de estimular a 

capacitação e a reação acrossômica, 

removendo substâncias do plasma seminal 

da superfície do espermatozóide, os fatores 

decapacitantes, sem os quais os 

espermatozóides se tornam aptos para 

sofrer o processo de capacitação 

(Yanagimachi, 1994). Outros estudos 

sugerem que a heparina ligada a superfície 

do espermatozóide aumenta as 

concentrações de cálcio e o pH intracelular, 

e ainda facilita o desligamento do 

espermatozóide da tuba uterina (Parrish et 

al., 1994). 

 

Com os receptores ZP espermáticos 

expostos, as proteínas da zona pelúcida 

(ZP) se ligam, promovendo a agregação e a 

fosforilação da tirosina. O ambiente das ZP 

contém alta concentração de progesterona, 

que pode se ligar a um receptor na 

superfície espermática. Ambos, ZP e a 

progesterona têm efeito sobre a superfície 

espermática. O pH intracelular aumenta por 

meio da proteína G e o potencial de 

membrana despolariza. Esse aumento do 

pH, juntamente com a despolarização da 

membrana, promovem maiores 

concentrações de cálcio intracelular, que 

por sua vez ativa a translocação da PLC 

para a membrana plasmática durante a 

capacitação. O aumento do cálcio 

intracelular ativa a fosfolipase A (PLA) que 

degrada os fosfolipídios em ácidos graxos 

livres e, conseqüentemente, estimulam uma 

proteína kinase C (PKC). Essas alterações 

são necessárias para a fusão da membrana 

plasmática a membrana acrossômica 

externa (reação acrossômica), que promove 

a subseqüente secreção de enzimas 

acrossômicas (Figura 5) (Flesh e Gadella, 

2000). 

 

2.4 Princípios da Criopreservação 

 

 22 



O desafio da célula espermática durante o 

processo de congelamento não é sua 

habilidade em resistir à temperatura de 

armazenamento de -196˚C, mas sim sua 

capacidade de suportar mudanças que 

ocorrem durante as zonas intermediárias de 

temperatura (+ 19˚C a + 8˚C  e -15˚C a - 

60˚C), pela qual elas devem passar duas 

vezes, durante o congelamento e o 

descongelamento (Mazur, 1984). 

No processo de criopreservação, o sêmen 

deve ser primeiramente resfriado da 

temperatura corpórea (37˚C ) à temperatura 

ambiente (20˚C). Este resfriamento 

aparentemente não causa danos aos 

espermatozóides, desde estes estejam 

diluídos em meio adequado. Existe, porém, 

uma faixa crítica de temperatura no 

processo de refrigeração, entre +19 e +8˚C, 

em que o espermatozóide pode ser 

severamente lesado (Moran, 1992). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.  Seqüência da reação acrossômica. (A) as proteínas da zona pelúcida (ZP) se ligam aos receptores 
espermáticos, promovendo a agregação e a fosforilação da tirosina. (B) O ambiente das ZP contém alta concentração 
de progesterona, que pode se ligar a um receptor na superfície espermática. Ambos, ZP e a progesterona têm efeito 
sobre a superfície espermática. (C)  pH intracelular aumenta por meio da proteína G e  (D) o potencial de membrana 
despolariza. (E) Esse aumento do pH, juntamente com a despolarização da membrana, promovem maiores 
concentrações de cálcio intracelular, que por sua vez  (F) ativa a translocação da PLC para a membrana plasmática 
durante a capacitação. (G) O aumento do cálcio intracelular ativa a fosfolipase A (PLA) que degrada os fosfolipídios 
em ácidos graxos livres e, conseqüentemente, (H) estimulam uma proteína kinase C (PKC) (Flesh e Gadella, 2000). 
 
 
Se esse resfriamento for realizado de 

maneira inadequada, ocorre um fenômeno 

chamado choque térmico (Watson, 1995; 

Watson, 2000). Este induz a prejuízos 

irreversíveis como rápida perda de 

motilidade, movimento circular, redução do 

metabolismo espermático, danos à 

membrana plasmática decorrente de 
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aumento da permeabilidade, com 

conseqüente perda de íons e moléculas 

intracelulares e danos acrossômicos 

(Amann e Pickett, 1987; Pickett e Amann, 

1992), como edemaciamento e 

irregularidades do acrossoma (Watson, 

1995). O resfriamento nesta faixa de 

temperatura (+19 e +8˚C), faz com que os 

lipídios da membrana plasmática passem 

por uma fase de transição do estado líquido-

cristalino para o estado de gel (Graham, 

1996). Quando o sêmen é resfriado abaixo 

de 5˚C , inicialmente o meio que circunda o 

espermatozóide e eles próprios permanecem 

descongelados, porque seu ponto de 

congelamento é abaixo de 0˚C, apenas 

ocorrendo um super-resfriamento (Amann e 

Pickett, 1987). De -6˚C a -15˚C, a água no 

meio começa a cristalizar e a concentração 

de soluto na fração descongelada aumenta, 

enquanto a membrana plasmática impede 

formação de cristais de gelo intracelular. A 

água dentro da célula espermática 

permanece descongelada (Hafez, 1995; 

Graham, 1996). Uma vez que as células 

alcançam a temperatura crítica (-60˚C) 

(Parks e Graham, 1992; Hafez, 1995; 

Graham, 1996), o espermatozóide é 

relativamente inerte e o sêmen pode ser 

imerso em nitrogênio líquido, para seu 

armazenamento (Graham, 1996). 

 

Quando uma solução é refrigerada abaixo 

do seu ponto de congelamento, a água pura 

se cristaliza (Graham, 1996; Neild et al, 

2002; Meyers et al., 2003) e os solutos na 

fração de água líquida remanescente 

aumentam a pressão osmótica no espaço 

extracelular (Amann e Pickett, 1987; 

Amann e Graham, 1992). Mesmo a 

temperatura de -196˚C ainda existem canais 

de água descongelada, contendo 

concentrações de sais extremamente altas. 

A concentração de sais numa solução 

fisiológica, que é em torno de 0,15M em 

temperatura ambiente, pode aumentar até 

2,6M quando a temperatura é reduzida para 

-10˚C (Mazur, 1977). Somente 

espermatozóides que residem nesses canais 

sobrevivem a criopreservação (Amann e 

Pickett, 1987).  

 

Segundo bases físico-químicas, a lesão 

celular causada durante os processos de 

congelamento e descongelamento é devida 

à formação de cristais de gelo intracelular, 

que afetam a estrutura da célula, a 

concentração de solutos resultante do 

congelamento da água pura e a interação 

destes dois fatores. As altas concentrações 

de sais no meio durante o congelamento 

podem desidratar o espermatozóide, 

levando a deformações celulares, danos à 

estrutura da membrana, deslocamento e 

desnaturação de proteínas da mesma, e 
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desarranjo de estruturas do citoesqueleto 

(Amann e Pickett, 1987; Graham, 1996; 

Watson, 2000). 

 

Com a redução da temperatura, a 

concentração de soluto no meio extracelular 

aumenta, a água sai das células e forma 

cristais de gelo intracelulares, dependendo 

da curva de resfriamento (Mazur, 1984). No 

resfriamento lento (-25 a -40˚C / min), o 

espermatozóide se desidrata devido à alta 

concentração de solutos no meio 

extracelular. Conseqüentemente, não se 

formam grandes cristais de gelo 

intracelulares (Amann e Pickett, 1987). Esta 

desidratação pode resultar em altas 

concentrações intracelulares de soluto, 

provocando o chamado efeito solução, 

prejudicial às células espermáticas (Watson, 

1995). Por outro lado, numa curva de 

resfriamento muito rápida (> -60˚C / min), 

a água não tem tempo para sair da célula e, 

em algum ponto abaixo de -10˚C, a célula 

sofrerá o congelamento interno. A extensão 

dos danos causados pelo gelo intracelular 

depende do grau de formação de gelo e do 

tamanho dos cristais. Grandes cristais 

podem causar danos mecânicos às células, 

sendo uma das principais causas de morte 

celular durante o congelamento, enquanto 

os pequenos cristais podem não ser 

deletérios. Durante o reaquecimento, 

porém, o crescimento desses pequenos 

cristais em decorrência da recristalização 

pode causar danos severos (Mazur, 1984).  

 

A curva de descongelamento depende da 

curva de congelamento. Espermatozóides 

congelados numa curva lenta requerem uma 

curva de descongelamento lenta, para 

permitir o descongelamento dos cristais de 

gelo extracelulares. O descongelamento 

desses cristais provoca a diluição dos 

solutos e lentamente ocorre a reidratação 

das células.  Se o sêmen for descongelado 

muito rapidamente, os cristais 

extracelulares descongelam-se muito 

rapidamente e a água do meio invade 

bruscamente as células, causando 

ingurgitamento e danos à membrana 

plasmática (Amann e Pickett, 1987; Holt, 

2000). As células congeladas numa curva 

rápida necessitam de uma curva rápida de 

descongelamento, de modo que o gelo 

intracelular que se formou durante o 

congelamento não tenha tempo para 

recristalizar-se (Figura 6) (Amann e Pickett, 

1987; Pickett e Amann, 1992; Graham, 

1996).  

 

Dentre os fatores que afetam o 

descongelamento estão o tipo de envase, 

espessura da parede da palheta e 

condutividade de calor, e a temperatura 

(Amann e Pickett, 1987). Temperatura alta, 

como 75 ˚C por 7 segundos (Cochran et al.,  

 25



1984; Arruda et al., 1986), seguido de 

imersão imediata em banho-maria a 37˚C 

por, no mínimo, mais 5 segundos 

promovem maior viabilidade e motilidade 

espermáticas pós-descongelamento 

comparada a temperatura e tempo utilizados 

rotineiramente (37˚C, 30 segundos) (Holt, 

2000).  

 

Para fecundar um oócito, o espermatozóide 

precisa apresentar pelo menos quatro 

atributos pós-descongelamento: 

metabolismo para a produção de energia; 

motilidade progressiva; enzimas 

acrossomais intactas, necessárias para a 

penetração do espermatozóide através das 

estruturas que circundam o oócito; e 

proteínas de membrana plasmática, 

importantes para a sobrevivência da célula 

espermática dentro do trato reprodutivo 

feminino e para a junção da mesma ao 

oócito no momento da fecundação (Amann 

e Pickett, 1987; Pickett e Amann, 1992). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representação esquemática das mudanças físicas no espermatozóide eqüino durante o 
congelamento (Amann e Pickett, 1987).  
  

  

Vários fatores afetam a fertilidade do sêmen 

congelado. Dentre eles estão o animal, o 

crioprotetor, diferentes ejaculados, 

protocolo adequado e o procedimento de 

inseminação artificial (Amann e Pickett, 

1987; Graham, 1996). 

Diferentes ejaculados do mesmo garanhão e 

diferentes garanhões apresentam diferenças 

quanto à sobrevivência espermática ao 

processo de criopreservação. Pickett e 

Amann (1992) estimaram que 25% a 30% 

dos garanhões possuem sêmen de boa 
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congelabilidade, 30% a 50% apresentam 

moderada congelabilidade e 25% a 40%, 

reduzida congelabilidade. Portanto, tem 

sido recomendado diluidores e protocolos 

específicos para cada indivíduo (Graham, 

1996). 

 

2.5 Procedimentos utilizados na 

criopreservação do sêmen eqüino 

 

O sêmen eqüino é coletado com vagina 

artificial (Amann e Pickett, 1987; Hafez, 

1995) e mantido aquecido para proteger os 

espermatozóides do choque térmico. Após a 

coleta, o sêmen é avaliado (Hafez, 1995) 

quanto às características físicas macro e 

microscópicas (motilidade total, motilidade 

progressiva, vigor, concentração 

espermática, cor, aspecto). Para a 

criopreservação, é necessário que as 

características seminais estejam dentro das 

características mínimas requeridas para a 

espécie eqüina, isto é, motilidade 

espermática progressiva maior que 50% e 

concentração maior que 60 milhões de 

espermatozóides/mL (Jasko, 1994). Após a 

adição de diluidor ao sêmen, geralmente na 

proporção de 1:1, é preconizada a 

centrifugação para reduzir o percentual de 

plasma seminal e aumentar a concentração 

espermática/mL. 

 

O plasma seminal eqüino é formado por 

secreções provenientes do epidídimo, 

ampola do ducto deferente, próstata, 

vesículas seminais e glândulas bulbo-

uretrais. Estas secreções podem ser 

divididas em diferentes frações que 

apresentam funções diversificadas na 

cópula, na preservação do sêmen, no 

metabolismo e transporte espermático para 

o trato genital feminino, além de proteções 

imunológicas (Tischner et al, 1974; Rodger, 

1975; Mann, 1975; Varner et al, 1987). 

Nestas diferentes frações, a pré-secreção 

assume a função de limpeza da uretra, 

apresentando alta concentração de cloreto 

de sódio secretados pelas glândulas bulbo-

uretrais (Mann, 1975; Aurich et al, 1997). A 

fração rica do sêmen que possui uma 

grande concentração de espermatozóides 

contém ergotionina e glicerilfosforilcolina 

(GPC), além de traços de ácido cítrico. 

Estes componentes do sêmen têm como 

função proteger os espermatozóides contra 

agentes peroxidantes, e desempenham um 

papel importante no metabolismo (Marden 

e Werthesten, 1956). A última fração, 

oriunda da vesícula, contém alta 

concentração de ácido cítrico e pequena 

concentração de espermatozóides (Mann, 

1975). O plasma seminal protege os 

espermatozóides através de processos 

oxidativos e fagocitários, diminuindo o 

crescimento de microorganismos 
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patogênicos (Katila, 1997). Neste contexto 

imunológico foi sugerido que a remoção do 

plasma seminal possibilitaria a ação de 

reações inflamatórias, uma vez que suprime 

a quimiotaxia dos neutrófilos “in vitro” 

(Troedsson, 1995). Entretanto, Kotilainen et 

al. (1994) afirmaram que não há redução do 

número de neutrófilos com a remoção do 

plasma seminal em relação à sua presença 

no sêmen eqüino. Efeitos negativos foram 

demonstrados por Lamirande et al. (1988) 

sugerindo que fatores do plasma seminal 

inibiriam a dineína ATPase, enzima 

responsável por ações metabólicas no 

axonema, bloqueando a motilidade. Além 

disso, foi determinado que altas 

concentrações de ergotionina em condições 

aeróbicas produziria níveis altos de 

peróxido de hidrogênio, o qual, atuando nas 

vias metabólicas, inibiria grupos sulfidrila 

e, conseqüentemente, bloquearia parte da 

via aeróbica (Freud, 1973; Rodger e White, 

1974; Mann, 1975; Lamirande et al., 1988). 

Entretanto, em concentrações fisiológicas a 

ergotionina protegeria os espermatozóides 

contra efeitos deletérios sobre o 

metabolismo. 

 

A remoção do plasma seminal antes do 

congelamento melhora a motilidade dos 

espermatozóides pós-descongelamento, 

pois a alta concentração de cloreto de sódio 

presente no líquido seminal pode causar 

danos aos espermatozóides preservados “in 

vitro”. Contudo, o plasma seminal pode 

conter componentes que protegem as 

membranas durante a criopreservação, cuja 

composição pode variar entre garanhões. 

Tal fato pode explicar a habilidade diferente 

dos espermatozóides de garanhões, em 

sobreviver ao processo da criopreservação 

(Moore et al., 2005b). Por outro lado, a 

permanência de 10% de plasma seminal 

pós-centrifugação exerce um efeito 

benéfico sobre a motilidade espermática 

eqüina pós-descongelamento (Amann e 

Pickett, 1987; Jasko, 1992; Pickett e 

Amann, 1992; Brinsko et al., 2000). No 

entanto, o processo de centrifugação não é 

inócuo aos espermatozóides, podendo 

reduzir sua motilidade. Estudos recentes 

demonstraram que a centrifugação pode ser 

crítica para a membrana plasmática dos 

espermatozóides, devido à indução da 

peroxidação dos lipídios (Parinaud et al., 

1997). Contudo, os efeitos deletérios desse 

procedimento podem ser minimizados com 

a utilização de força centrífuga reduzida, 

300-400g e tempo adequado, 10 a 15 

minutos (Amann e Pickett, 1987; Graham, 

1996; Heitland et al., 1996). 

 

Para o sêmen ser armazenado a baixas 

temperaturas é necessário que os 

espermatozóides sejam diluídos em 

diluidores especiais e apropriados (Amann 
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e Pickett, 1987; Holt, 2000). Os diluidores 

de sêmen possuem uma série de 

componentes básicos. Dentre esses, a água 

atua como solvente de outros componentes 

do meio; tampões e substâncias não iônicas 

atuam na manutenção da osmolaridade e pH 

do meio; macromoléculas da gema do ovo 

e/ou leite atuam na prevenção do choque 

térmico; carboidratos servem como fonte de 

energia e outras substâncias como 

antibióticos, que controlam o crescimento 

microbiano;  detergentes que emulsificam 

os lipídios presentes na gema de ovo, 

permitindo melhor interação entre esses 

componentes e a membrana plasmática; 

quelantes que se ligam ao cálcio e ao 

magnésio, limitando o movimento de íons 

bivalentes por meio da membrana, 

impedindo que os íons penetrem nas células 

espermáticas e as danifiquem durante o 

choque térmico  e crioprotetores 

penetrantes ou intracelulares (Amann e 

Pickett, 1987). 

 

A sobrevivência dos espermatozóides 

durante a criopreservação requer a presença 

de agentes crioprotetores nas etapas de 

resfriamento, congelamento e 

descongelamento. Várias substâncias são 

utilizadas como agentes crioprotetores a fim 

de manter a viabilidade das células animais, 

assim como polihidroxiálcoois, açúcares, 

cátions inorgânicos e aminoácidos. O efeito 

protetor dessas substâncias foi associado à 

redução da concentração de soluto e ao 

aumento das porções de água descongelada 

e, portanto, do tamanho dos canais de água 

(Watson, 1995). Tem sido relatado que as 

propriedades requeridas para um eficiente 

efeito do crioprotetor são: baixo peso 

molecular, habilidade para atravessar as 

membranas das células vivas, alta 

solubilidade em soluções aquosas 

eletrolíticas e possuir baixa toxicidade 

(Alvarenga et al., 2005). Os crioprotetores 

são classificados como penetrantes ou 

intracelulares, constituídos de moléculas 

pequenas requerendo maior concentração, e 

não penetrantes ou extracelulares, 

constituídos de moléculas maiores 

requerendo uma menor concentração para 

que protejam as células contra as 

crioinjúrias (Pickett e Amann, 1992; Jasko, 

1994; Graham, 1996). Em altas 

concentrações eles são tóxicos para as 

células espermáticas e resultam em baixas 

taxas de fertilidade (Graham, 1996; 

Watson, 2000). Parte dessa toxicidade é 

causada por alteração na composição 

bioquímica das membranas e estresse 

osmótico (Pickett e Amann, 1992). A 

maioria dos crioprotetores intracelulares 

atua como solvente e soluto, enquanto os 

extracelulares (proteínas, lipídios e 

açúcares) são solutos ou colóides e não 

atuam como solvente.  
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A característica mais importante de um 

crioprotetor é sua afinidade pela água. 

Dalimata e Graham (1997) afirmaram que 

os crioprotetores intracelulares possuem 

estruturas que promovem a ligação do 

hidrogênio com moléculas de água 

(propriedade coligativa) nos cristais de 

gelo, criando um ambiente menos nocivo 

para as células. A sua capacidade de reduzir 

o ponto de congelamento das soluções é 

uma de suas propriedades coligativas, ponto 

em que ocorre a formação dos primeiros 

cristais de gelo (Dalimata e Graham, 1997). 

Muitas substâncias têm sido utilizadas 

como agentes crioprotetores intracelulares. 

Existem os crioagentes do grupo dos 

álcoois: etanol, etilenoglicol, glicerol, 

metanol, polietilenoglicol e propilenoglicol; 

as amidas, como a acetamida, formamida, 

lactamida e dimetil-sulfóxido, dentre outros 

(Holt, 2000). 

 

O glicerol é o crioprotetor penetrante mais 

utilizado nos protocolos de congelamento 

(Holt, 2000), embora não apresente um 

efeito crioprotetor igualmente eficiente na 

criopreservação do sêmen de todas as 

espécies. Smith e Polge (1950) foram os 

primeiros pesquisadores a relatar o efeito 

crioprotetor do glicerol. A adição de 

glicerol ao meio de congelamento de sêmen 

induz a um aumento do volume de canais 

de solvente não congelados e uma menor 

concentração de sais nestes canais (Mazur, 

1984). 

 

O efeito do glicerol na membrana 

plasmática pode ocorrer por meio de uma 

ligação direta aos fosfolipídios da 

membrana, reduzindo sua fluidez e 

interferindo na permeabilidade celular 

(Parks e Graham, 1992). Por outro lado, os 

efeitos deletérios do glicerol incluem 

estresse osmótico, mudanças na 

organização, fluidez e permeabilidade da 

membrana, e na sua composição lipídica 

(Watson, 1995).  

 

O glicerol foi inicialmente utilizado na 

concentração de 7-10% (Smith e Polge, 

1950). Segundo Amann e Pickett (1987), a 

concentração ideal do glicerol varia de 3 a 

4%. Essas concentrações foram eficientes 

para preservar a motilidade do sêmen 

eqüino pós-descongelamento. No entanto, 

para minimizar os danos ao acrossoma, 

foram necessárias concentrações menores 

que 2% (Watson, 1995). Embora taxa de 

fertilidade similar com sêmen eqüino 

congelado utilizando-se concentrações de 

glicerol de 7% a 2% tenha sido reportada 

(Graham et al., 1978), foi demonstrado uma 

superioridade nas características de 

motilidade espermática, motilidade 

progressiva, vigor e integridade da 

membrana plasmática após o 
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descongelamento com o uso do glicerol na 

concentração de 2,5% (Vidament et al., 

2002; Vidament et al., 2005). 

 

Outros crioprotetores penetrantes como o 

etilenoglicol (3,5%) e a acetamida (5%) 

associados a metilcelulose e trealose podem 

ser utilizados como crioprotetores 

alternativos para o congelamento de sêmen 

eqüino (Henry et al., 2002; Snoeck, 2003). 

Gomes et al. (2002) constataram que a 

associação de dimetilformamida com o 

glicerol apresentou melhores resultados 

quando comparada com o glicerol apenas. 

Os autores também afirmaram que a 

dimetilformamida é capaz de preservar a 

motilidade espermática similarmente a 

metilformamida e dimetilacetamida, a 3%; 

e que ambos tiveram atividade crioprotetora 

superior ao glicerol.  

Os agentes crioprotetores extracelulares são 

grandes moléculas que não atravessam a 

membrana plasmática e podem ser 

proteínas como as presentes no leite e na 

gema do ovo, açúcares como a lactose, 

frutose, manose, rafinose e trealose, 

polímeros sintéticos como o 

polivinilpirrolidone e a metilcelulose 

(Jasko, 1994). Além dessas substâncias, a 

glicina betaína e a prolina atuam como 

potentes crioprotetores não penetrantes, 

interagindo diretamente com os lipídios e 

proteínas da membrana, mudando o 

comportamento desses componentes 

durante a fase de transição e estado de 

hidratação da célula, durante o processo de 

congelamento (Holt, 2000). Os agentes 

crioprotetores não penetrantes atuam por 

meio de efeito osmótico, facilitando a 

desidratação celular, pois tornam o meio do 

diluidor seminal hipertônico. Com isso, a 

probabilidade de formação de cristais de 

gelo no interior das células, com 

conseqüente dano físico à membrana 

espermática, é reduzida (Amann e Pickett, 

1987). 

 

A gema de ovo, o mais eficiente dos 

agentes não penetrantes na proteção de 

espermatozóides contra o choque térmico, é 

comumente incluída em diluentes para 

criopreservação, mas não apresenta a 

mesma eficiência para o sêmen de todas as 

espécies. Quando presente em meios 

diluidores, a gema de ovo permite a redução 

da concentração de glicerol (Watson, 1995). 

Foi identificado o fator protetor ativo na 

gema de ovo, que é a fração lipoprotéica de 

baixa densidade (LDL) e alto peso 

molecular (Mayer e Lasley, 1945; Parks e 

Graham, 1992; Weitze e Petzoldt, 1992 e 

Watson, 1995). Essa fração lipoprotéica de 

baixa densidade é constituída de 

fosfolipídios e agiria somente na superfície 

celular, como um filme protetor. Os 

fosfolipídios que também estão abundantes 
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no leite produzem modificações estruturais 

nas membranas das células, permitindo, 

desse modo, a adaptação do espermatozóide 

a baixas temperaturas (Watson, 1985; 

Varner et al., 1988). Com a descoberta de 

que as proteínas do plasma seminal formam 

complexos estáveis com a LDL, um novo 

mecanismo de proteção espermática pela 

LDL tem sido proposto. As lipoproteínas de 

baixa densidade poderiam oferecer proteção 

ao espermatozóide, reduzindo os efeitos 

deletérios das proteínas do plasma seminal 

sobre a membrana plasmática. Leite ou 

diluidores a base de leite são usados na 

rotina para a diluição, centrifugação, 

resfriamento e armazenamento do sêmen 

eqüino. O fracionamento do leite pelos 

diferentes métodos (microfiltração, 

ultrafiltração ou diafiltração, ou 

congelamento seco) tem permitido a 

preparação das diferentes frações 

purificadas. Entre essas, o fosfocaseinato e 

a β-lactoglobulina foram as substâncias 

protetoras mais efetivas para preservar a 

motilidade durante o resfriamento e 

estocagem dos espermatozóides eqüinos 

(Batellier et al., 2001). No leite, os agentes 

crioprotetores seriam as micelas de caseínas 

que interagiriam com as proteínas do 

plasma seminal, impedindo o efluxo de 

fosfolipídios e colesterol da membrana 

plasmática do espermatozóide (Bergeron e 

Manjunath, 2006). 

Pursel et al. (1978) verificaram que a adição 

de um detergente ao meio diluidor 

aumentou a proteção exercida pela gema de 

ovo aos espermatozóides. Foi sugerido, 

portanto, que a associação entre os 

componentes lipídicos da gema de ovo e a 

membrana celular resultava em modificação 

dos eventos da fase de transição e que a 

emulsificação aumentava essa atividade 

protetora (Watson, 1995). 

 

Dalimata e Graham (1997) sugeriram que 

açúcares e moléculas de alto peso molecular 

e não penetrantes à membrana possam agir 

em conjunto com crioprotetores 

intracelulares, como a acetamida, e garantir 

proteção aos espermatozóides durante o 

congelamento e descongelamento. A 

glicose difere de outros açúcares usados na 

preparação de diluidores pelo fato de não 

ser ionizada e de ser utilizada pelo 

espermatozóide para produção de energia, 

aumentando a longevidade espermática 

(Bogart e Mayer, 1950). 

 

A lactose parece estar envolvida na 

proteção espermática exercida pelo leite. 

Quando associada a diluidores compostos 

de caseínas, melhora a sua eficiência; 

entretanto, sozinha não é suficiente para 

proteger o espermatozóide (Bergeron e 

Manjunath, 2006). 
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2.6 Criocapacitação 

 

Os compartimentos membranosos do 

espermatozóide são os que apresentam 

maior sensibilidade à redução brusca de 

temperatura. As membranas espermáticas 

afetadas pela criopreservação incluem as 

membranas plasmática, acrossômica 

externa e mitocondrial (Watson, 1995). A 

causa primária dos danos celulares 

causados pelo congelamento é a 

desestabilização da membrana plasmática 

devido ao estresse térmico, mecânico, 

químico e osmótico (Parks e Graham, 

1992). As membranas respondem a 

alterações de temperatura através de 

transição da fase lipídica (Watson, 1995; 

Watson, 2000; Meyers et al., 2003). Com a 

redução de temperatura, os movimentos 

laterais dos fosfolipídios se tornam mais 

restritos, devido à mudança da fase fluida 

para gel, resultando em agrupamento de 

proteínas para as áreas fluidas 

remanescentes. Dessa forma, há uma 

tendência de certos fosfolipídios formarem 

a micela hexagonal II, que pode ser ou não 

reversível (Amann e Pickett, 1987; Parks e 

Graham, 1992; Watson, 1996). 

Modificações semelhantes na composição 

lipídica da membrana plasmática do 

espermatozóide são induzidas pelo 

bicarbonato presente no trato genital 

feminino, as quais foram observadas 

durante o processo de resfriamento 

(Ashworth et al., 1994). O resfriamento do  

sêmen abaixo da temperatura de transição 

da fase lipídica pode desequilibrar sistemas 

enzimáticos, tais como ATPases, da 

membrana espermática de eqüinos (Watson, 

1996; Meyers et al., 2003), touros e 

carneiros (Nauc, 1992).  

 

Além do desequilíbrio físico da membrana, 

a taxa de regulação do volume osmótico e 

as respostas a fatores de estresse da célula 

espermática são altamente dependentes da 

permeabilidade celular à água, varia de 

acordo com a espécie, temperatura 

ambiente, tipos de crioprotetores e 

formação de cristais de gelo (Pommer et al., 

2002; Meyers et al., 2003). Além disso, há 

evidências de que a permeabilidade da 

membrana plasmática seja diferente entre as 

regiões do espermatozóide (Watson, 2000; 

Meyers et al., 2003). Pommer et al. (2002) e 

Meyers et al. (2003) identificaram lesões 

sub-letais no sêmen eqüino, decorrentes de 

meio anisosmótico. Embora a aparência das 

células estivesse normal à microscopia 

óptica, e o volume celular tenha retornado 

ao normal, houve redução significativa da 

motilidade espermática. Portanto, mudanças 

na pressão osmótica da fração 

descongelada, induzidas pela formação de 

cristais de gelo, podem aumentar a 

permeabilidade celular (Watson, 2000). Da 
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mesma forma, a permeabilidade celular 

pode ser modificada durante o resfriamento 

decorrente de alteração do envoltório 

lipídico, causada por crioprotetores 

intracelulares (Watson, 2000; Meyers et al., 

2003). Durante o processo de 

criopreservação do sêmen de touros e 

carneiros, foi verificado aumento de 

permeabilidade e defeitos estruturais na 

membrana espermática (Nauc, 1992). Dessa 

maneira, foi sugerido que a sobrevivência 

das células espermáticas no trato 

reprodutivo feminino, assim como após a 

criopreservação, dependeria da qualidade 

do fluido do meio extracelular (Meyers et 

al., 2003). Além disso, a agregação de 

certos domínios da membrana poderia estar 

ligada a alterações nos sinais intracelulares 

(Watson, 1995; Watson, 2000) e parece 

estar envolvida com a capacitação 

espermática e resposta a estresses celulares 

(Meyers et al., 2003).  

 

Foi demonstrado que, após o 

descongelamento do sêmen eqüino, os 

espermatozóides apresentam aumento na 

concentração de cálcio intracelular, 

indicando uma deficiência no controle 

desse íon (Watson, 2000; Meyers et al., 

2003). Yanagimachi (1994) e Watson 

(2000) sugeriram que a desorganização da 

membrana decorrente do 

congelamento/descongelamento provoca 

aumento da permeabilidade, e os íons cálcio 

presentes no meio extracelular penetrarão 

na célula, podendo estimular os eventos 

dependentes de cálcio, como a capacitação 

espermática. Para Watson (1995), o 

espermatozóide criopreservado pode ser 

considerado parcialmente capacitado, pois 

apresenta mudanças na fluidez da 

membrana. Sua sobrevivência é, portanto, 

limitada, pois o espermatozóide capacitado 

possui longevidade mais curta, e caso seu 

encontro com o oócito não ocorra, ele 

morrerá. 

 

A fosforilação da tirosina de proteínas 

espermáticas é um importante mecanismo 

intracelular de regulação da função 

espermática e um significativo indicador de 

capacitação (Pommer e Meyers, 2002; 

Pommer et al., 2003). O desencadeamento 

da cascata de fosforilação e o aumento da 

concentração de cálcio intracelular podem 

ser induzidos por radicais livres e estresse 

osmótico devido a maior fragilidade da 

membrana (Pommer et al., 2003). Embora 

tenha sido demonstrado que uma 

conseqüência do processo de 

criopreservação seja a presença de altas 

taxas de fosforilação da tirosina na região 

da cauda do espermatozóide, tais taxas não 

foram superiores no sêmen congelado 

quando comparadas ao sêmen fresco 

(Bailey et al., 2000; Linfor et al., 2002; 
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Pommer e Meyers, 2002; Meyers et al., 

2003). Bailey et al. (2000) verificaram que 

o aumento da fosforilação de tirosina no 

sêmen congelado de bovinos ocorreu 

imediatamente após o descongelamento. No 

entanto, no sêmen eqüino, tal aumento só 

foi observado após uma hora de incubação 

com ou sem ativadores da capacitação, 

sugerindo que os espermatozóides 

criopreservados podem ser mais sensíveis 

aos indutores da capacitação, o que poderia 

explicar seu tempo de vida limitado quando 

comparado ao do sêmen fresco (Pommer et 

al., 2003). 

 

2.7 Reação Acrossômica Induzida 

 

A capacitação espermática é um fenômeno 

que não está totalmente esclarecido. Apesar 

de várias técnicas de coloração terem  sido 

utilizadas para identificar espermatozóides 

em diferentes estágios de capacitação 

(Saling a Storey, 1979; Cheng, 1996; Rathi 

et al., 2001), os resultados são controversos. 

A técnica mais comumente utilizada para 

acessar a capacitação espermática é a 

indução da reação acrossômica (Landim-

Alvarenga et al., 2004). No entanto, os 

métodos utilizados para este fim, são 

considerados não fisiológicos, já que eles 

ultrapassam os mecanismos normais de 

regulação intracelular, promovendo entrada 

de cálcio excessiva ou induzindo a um 

aumento da capacidade de fusão da 

membrana (Gadella et al., 1995). 

 

Embora a capacitação espermática ocorra 

no trato genital da fêmea, o 

desenvolvimento de sistemas “in vitro” de 

capacitação e fecundação, tornaram 

possível estudar mais detalhadamente os 

requerimentos específicos para a 

capacitação espermática e a habilidade 

fecundante de uma amostra de sêmen, 

podendo fornecer informações úteis no 

manejo reprodutivo (Landim-Alvarenga et 

al., 2004). 

 

Espermatozóides podem sofrer reação 

acrossômica espontânea quando incubados 

em qualquer meio, em taxas muito baixas. 

As características ultra-estruturais das 

células espermáticas que sofreram reação 

acrossômica espontânea são semelhantes às 

das que foram induzidas quimicamente 

(Varner et al., 1987). A indução da reação 

acrossômica é calculada através da 

diferença entre a porcentagem total dos 

espermatozóides reagidos após a indução e 

a porcentagem de espermatozóides reagidos 

espontaneamente, sendo um indicador da 

função acrossomal (Zeginiadou et al., 

2000). 

 

A indução da reação acrossômica pode ser 

realizada utilizando-se vários agentes, 
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dentre eles o ionóforo de cálcio A23187, 

heparina, dilauroylphosphatidylcholine 

(PC12) e lysophosphatidylcholine (LPC) 

(Varner et al., 1987; Christensen et al., 

1996; Landim-Alvarenga et al., 2004 e 

Gómez-Cuétara et al., 2006). A avaliação 

do acrossoma do espermatozóide eqüino é 

difícil, pois diferentes metodologias são 

empregadas para a indução e as 

comparações entre os estudos têm sido 

difíceis devido à utilização de sêmen fresco, 

ao invés do congelado, e este é o mais 

utilizado nos procedimentos de fertilização 

in vitro (Gómez-Cuétara et al., 2006).  

 

O ionóforo de cálcio A23187 tem sido 

largamente utilizado para induzir 

artificialmente a reação acrossômica em 

diversas espécies de mamíferos como 

camundongos, humanos, gatos, suínos e 

eqüinos (Tanphaichitr e Hansen, 1994; 

Francavilla et al., 1995; Long et al., 1996; 

Visconti et al., 1999 e Varner et al., 2002). 

O espermatozóide eqüino, nos estudos de 

fertilização “in vitro”, tem apresentado 

resposta melhor a indução com ionóforo de 

cálcio quando comparado a outros indutores 

da capacitação espermática (Magistrini et 

al., 1997). Visconti et al. (1999), estudando 

a indução da reação acrossômica com o 

ionóforo de cálcio A23187 em sêmen de 

camundongos, observaram que este agente 

pode induzir a exocitose do acrossoma de 

maneira não regulada, independente de 

prévia capacitação.  

 

O ionóforo de cálcio é um íon móvel 

carreador que forma um complexo 

lipofílico com o cálcio e facilita seu 

transporte através da membrana plasmática 

do espermatozóide (Talbot et al., 1976). 

Assim o ionóforo de cálcio A23187 induz a 

exocitose do acrossoma em meio contendo 

cálcio como conseqüência do aumento da 

concentração de cálcio intracelular, 

requisito para que ocorra a fusão das 

membranas associada com a reação 

acrossômica. Apesar de não ser um 

processo fisiológico, sugere-se que o 

desafio com ionóforo tenha valor na 

previsão da fertilidade (Januskauskas et al., 

2000). 

 

2.8 Funções do colesterol na 

criopreservação celular  

 

Os diferentes compartimentos da membrana 

plasmática apresentam composições e 

propriedades físicas distintas. Assim sendo, 

a distribuição do colesterol entre as 

membranas da célula espermática não é 

uniforme. A razão colesterol:fosfolipídios 

na membrana plasmática de 

espermatozóides eqüinos é cerca de 0,36 

(Darin-Bennett e White, 1977; Parks e 

Lynch, 1992 e Cross, 1998). O colesterol 
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também não está distribuído uniformemente 

nas faces interna e externa da membrana 

plasmática (Yeagle, 1985). 

Espermatozóides bovinos, ovinos e de 

cobaias apresentam a região apical da 

membrana plasmática com 

aproximadamente quatro vezes mais 

colesterol do que a região pós-acrossomal 

(Holth e North 1984).  

 

O colesterol é capaz de intercambiar entre 

as membranas e dois mecanismos poderiam 

explicar a manutenção da sua distribuição. 

O primeiro seria devido a um equilíbrio 

termodinâmico (Lange et al., 2004), no qual 

a composição da membrana, como o 

conteúdo lipídico e a natureza das 

proteínas, determinaria a quantidade 

relativa de colesterol. O outro mecanismo 

seria o fluxo de colesterol entre o local de 

síntese (fígado, intestino, córtex da adrenal 

e gônadas) e a membrana plasmática 

(Yeagle, 1985).  

 

O colesterol apresenta uma importante 

função na estabilização das membranas. A 

remoção do colesterol da membrana 

plasmática promove a sua desestabilização 

e, conseqüentemente a reorganização dos 

componentes da bicamada, incluindo 

redistribuição de proteínas integrais 

(Amann e Graham, 1992; Gadella et al., 

2001; Gadella e Colenbrander, 2003), 

aumentando sua capacidade de fusão 

(Cross, 1998). Um dos primeiros estudos 

realizados sobre os efeitos do colesterol 

demonstrou que este causa o 

desaparecimento da fase de transição da 

esfingomielina, que é um dos principais 

fosfolipídios da membrana plasmática, e 

cria um estado fluido intermediário da 

membrana, fazendo com que os lipídios 

permaneçam num estado líquido-cristalino 

ao invés de gel (Go e Wolf, 1983; Yeagle, 

1985). Além de ajudar a mantê-los num 

arranjo aleatório, o colesterol apresenta um 

pequeno efeito sobre a difusão lateral dos 

fosfolipídios, o qual se torna pronunciado 

quando as membranas são submetidas a 

temperaturas inferior a da fase de transição 

dos fosfolipídios, aumentando a taxa de 

difusão. Em condições como estas, observa-

se efeito do colesterol sobre a difusão 

lateral de certas proteínas (Davis, 1980; 

Yeagle, 1985; Delpech e Thibault, 1993; 

Gadella et al., 2001). Estudos físico-

químicos feitos em modelos de membranas 

sugerem que o colesterol é importante na 

formação de uma estrutura razoavelmente 

impermeável e coesa, particularmente na 

presença de grandes quantidades de ácidos 

graxos insaturados (Darin-Bennett e White, 

1977; White, 1993). Essa redução na 

permeabilidade da membrana é mais 

pronunciada em relação à permeabilidade 

aos cátions e ainda influencia a mobilidade 
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dos componentes e a atividade de enzimas 

ligadas à membrana (Go e Wolf, 1983; 

Yeagle, 1985). Outro modelo sob 

investigação é que a perda de colesterol 

leva a um aumento do pH intracelular, que 

é um pré-requisito para que o 

espermatozóide sofra capacitação 

espermática. Em ratos, a capacidade de o 

espermatozóide sofrer a reação acrossômica 

está associada com elevações do pH 

intracelular (Working e Meizel, 1983). Foi 

observado que  bactérias que possuíam 

baixo teor de colesterol nas membranas 

apresentavam pequena tolerância a baixas 

temperaturas (Rottem et al., 1973 citados 

por White, 1993). A partir desse fato, a 

quantidade de colesterol nas membranas 

dos espermatozóides foi relacionada com 

sua susceptibilidade ao choque térmico 

(White, 1993).  

A concentração de colesterol na membrana 

plasmática varia consideravelmente entre as 

espécies. Acredita-se que a maior parte do 

colesterol do espermatozóide seja 

proveniente do ambiente, entretanto pouco 

se conhece sobre a dinâmica dos esteróides 

nas membranas espermáticas. Em algumas 

espécies a concentração de colesterol na 

membrana plasmática do espermatozóide 

muda através do trânsito epididimário. O 

espermatozóide eqüino tem seu conteúdo de 

colesterol reduzido durante a passagem pelo 

epidídimo (Lopez e Souza, 1991; Cross, 

1998). Este fato pode ser o responsável pelo 

aumento da susceptibilidade a danos na 

manipulação “in vitro” da célula 

espermática (White, 1993). Darin-Bennett e 

White (1977) examinaram o conteúdo de 

colesterol de espermatozóides de coelhos, 

humanos, bovinos e ovinos e sua correlação 

com a susceptibilidade ao choque térmico. 

Os espermatozóides das espécies que se 

mostraram mais susceptíveis ao choque 

térmico apresentaram taxas molares 

colesterol:fosfolipídios menores que os 

espermatozóides das espécies mais 

resistentes. O espermatozóide da espécie 

suína possui a menor proporção 

colesterol:fosfolipídios - 0,26 - e é a que 

apresenta maior susceptibilidade ao choque 

térmico (Darin-Bennett e White, 1977; 

Parks e Lynch, 1992). Por outro lado, a 

concentração de colesterol na membrana 

plasmática de espermatozóides humanos 

demonstrou não ser um marcador 

representativo da resistência espermática ao 

congelamento (Meseguer et al., 2004). 

 

Visto que a maior proporção de 

colesterol:fosfolipídio na membrana 

plasmática promove maior estabilidade da 

mesma, foi sugerido que a inclusão de 

colesterol ou de lipossomas contendo 

colesterol no meio diluidor do sêmen 

poderia aumentar a viabilidade e a 

longevidade dos espermatozóides (White, 
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1993; Cross, 1998). Embora o colesterol 

promova menor fluidez da bicamada 

lipídica, em altas concentrações impede a 

aproximação das cadeias de 

hidrocarbonetos e sua cristalização. Dessa 

forma, o colesterol inibe possíveis 

transições de fase (Alberts et al., 2004), as 

quais estão associadas a mudanças na 

permeabilidade e na capacidade de fusão da 

membrana (Holth e North, 1986). 

 

Os resultados relativos à indução de 

proteção aos espermatozóides contra o 

choque térmico têm sido muito variados. 

Holt e North (1986) foram capazes de 

alterar o comportamento da fase de 

transição de membranas plasmáticas de 

espermatozóides de ovinos, elevando o 

ponto de transição através do uso de 

lipossomas de colesterol. Uma alteração 

como esta, segundo Drobnis et al. (1993), 

deveria diminuir a lesão de membrana 

durante a criopreservação. Graham e Foote 

(1987) e Butler e Roberts (1993) utilizaram 

lipossomas de colesterol e fosfatidilserina e 

relataram aumento de motilidade pós-

descongelamento em sêmen de touros e 

varrões, respectivamente. Em outro estudo, 

entretanto, Holt e North (1988) não 

encontraram vantagem na adição de 

lipossomas contendo colesterol em sêmen 

de ovino. 

 

Resultados conflitantes foram relatados 

com o tratamento de sêmen de garanhões 

com lipossomas de colesterol. Heitland et 

al. (1995) relataram aumento na motilidade, 

porém nenhum efeito sobre a fertilidade do 

sêmen resfriado, ao passo que, quando os 

lipossomas foram adicionados antes do 

congelamento, observou-se aumento de 

fertilidade, sem aumento da motilidade. 

Outros estudos não confirmaram estes 

resultados, relatando que o uso de 

lipossomas não melhorou a fertilidade do 

sêmen descongelado de garanhões 

(Wilhelm et al., 1996; Denniston et al., 

1997). 

 

Outra maneira de incorporar o colesterol na 

membrana plasmática dos espermatozóides 

é através do complexo de inclusão com 

ciclodextrinas. As ciclodextrinas podem ser 

consideradas moléculas anfifílicas e têm a 

capacidade de desempenhar vários tipos de 

interações moleculares e a habilidade de 

formar diversas espécies de complexos 

supramoleculares com interessantes 

propriedades físico-químicas e diversas 

aplicações científicas e tecnológicas, como 

encapsulamento molecular, liberação 

sustentada de fármacos, solubilização de 

materiais insolúveis em água, 

emulsificação, catálise, etc (Hall, 2004). As 

ciclodextrinas podem admitir várias 

substâncias em sua cavidade sem a 
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formação de ligações covalentes (Saenger, 

1980; Challa et al., 2005). 

 

O ramo da química dedicado ao estudo dos 

arranjos moleculares e das ligações não 

covalentes é denominado Química 

Supramolecular. Esta ciência tem como 

objetivo caracterizar, tentar prever e atribuir 

funcionalidade aos agregados das moléculas 

(Hall, 2004).  

 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos 

cíclicos, produtos da degradação do amido, 

compostos por unidades glicosídicas que 

adotam uma conformação em cadeira 

(Figuras 7 e 8). São capazes de formar 

complexos de inclusão com diversas 

moléculas que aparentemente precisam 

satisfazer apenas uma condição – devem se 

encaixar inteira ou parcialmente na 

cavidade da ciclodextrina (Challa et al., 

2005). O método utilizado para a síntese 

dos complexos depende das propriedades 

dos componentes das substâncias que são 

complexadas. Substâncias hidrossolúveis 

são dissolvidas diretamente em soluções 

aquosas e substâncias insolúveis em água 

devem ser dissolvidas em éter, clorofórmio, 

benzeno ou outro solvente orgânico 

(Saenger, 1980). 
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Figura 7.  Fórmula estrutural de uma ciclodextrina (βCD) (Challa et al., 2005). 
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Figura 8. Estrutura da ciclodextrina na forma de um cone truncado (Challa et al., 2005) 

 

Os tipos mais comuns de ciclodextrinas 

produzidas possuem 6, 7 ou 8 unidades 

glicosídicas, designadas α, β e γ 

ciclodextrinas, respectivamente (Saenger, 

1980). As β-ciclodextrinas  apresentam uma 

estrutura adequada para englobar moléculas 

naturais e sintéticas como hormônios, 

vitaminas e componentes lipídicos (Challa 

et al., 2005). Além disso, são compostos 

com uma cavidade hidrofóbica capaz de 

dissolver compostos hidrofóbicos, 

aumentando sua solubilidade em soluções 

aquosas. “In vitro”, β-ciclodextrinas têm 

alta afinidade por esteróides quando 

comparado a outros lipídios e, devido à 

relativamente alta especificidade pelo 

colesterol, tem sido sugerido que estes 

compostos podem ser efetivos na 

modificação do metabolismo do colesterol 

“in vivo” (Yancey et al., 1996). 

 

Existem também ciclodextrinas 

modificadas, sintetizadas a partir da α, β e γ 

ciclodextrinas, através da substituição dos 

grupos hidroxilas por grupos 

hidroxipropila, metila e sulfobutila. Essas 

modificações melhoram sua solubilidade e 

habilidade de dissolver esteróides em 

solução aquosa e também reduzem sua 

toxicidade (Challa et al., 2005). 

 

Existem trabalhos que demonstram a 

espontaneidade dos processos de 

complexação das ciclodextrinas com 

diversas espécies químicas, formando 

entidades comumente conhecidas como 

compostos de inclusão. A formação dos 

compostos de inclusão é regida por vários 

tipos de interações intermoleculares e sabe-

se que as moléculas de água desempenham 

um papel fundamental no fenômeno de 

complexação. Em decorrência do fato de as 
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moléculas de água presentes na cavidade 

das ciclodextrinas estarem em um estado de 

alta energia e baixa entropia, na presença de 

um terceiro componente, cuja polaridade 

seja menor do que da água, ocorre a 

formação de complexos supramoleculares, 

através da entrada de moléculas ou grupos 

funcionais de moléculas em sua cavidade, 

com subseqüente exclusão das moléculas de 

água ali presentes (Saenger, 1980). 

 

A 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina e a metil-

β-ciclodextrina constituem um método 

simples e efetivo para monitorar o fluxo de 

colesterol entre as reservas celulares e a 

membrana plasmática de células (Kilsdonk 

et al., 1995; Neufeld et al., 1996; 

Kritharides et al., 1996; Christian et al., 

1997). O uso de ciclodextrinas  para a 

incorporação de colesterol em membranas 

plasmáticas foi relatado primeiramente por 

Klein et al. (1995). Estes autores utilizaram 

metil-β-ciclodextrina para manipular o 

conteúdo de colesterol de membranas 

plasmáticas de células miometriais. 

 

A habilidade da metil-β-ciclodextrina e seu 

complexo de inclusão com colesterol em 

alterar o conteúdo desse esteróide da 

membrana plasmática é devida à formação 

de uma nova reserva contendo colesterol na 

fase aquosa. Esta reserva é rapidamente 

envolvida num equilíbrio entre o colesterol 

ligado à membrana e o colesterol 

complexado com a ciclodextrina. A 

incubação da membrana plasmática com a 

ciclodextrina isoladamente provoca a 

retirada do colesterol, com o equilíbrio 

voltado para o lado do complexo de 

inclusão (Atger et al., 1997). Inversamente, 

a incubação da membrana plasmática 

desprovida de colesterol com o complexo 

de inclusão leva à restauração do colesterol 

da membrana (Klein et al., 1995). Yancey 

et al. (1996) demonstraram que as 

ciclodextrinas são mais eficientes em retirar 

o colesterol da membrana plasmática, 

quando comparadas à lipoproteína de alta 

densidade (HDL), devido ao seu menor 

tamanho e, portanto, maior facilidade de 

acesso à membrana plasmática e por ser 

possível a transferência direta do colesterol 

para a cavidade hidrofóbica das 

ciclodextrinas.   

 

Alguns estudos demonstraram que o 

conteúdo elevado de colesterol pode ser 

prejudicial ao espermatozóide (Parks et al., 

1981) e contribuir para a infertilidade do 

sêmen de humanos e garanhões 

(Sugkraroek et al.,1991; Brinsko et al., 

2005), por induzir um estado de 

decapacitação, inibindo a reação 

acrossômica (Davis, 1978). Há evidências 

anteriores de que a capacidade fecundante 

do espermatozóide é influenciada pelos 
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níveis de colesterol na membrana 

plasmática da célula espermática e que a 

fusão da membrana é inibida pelo colesterol 

(Davis e Hungrund em 1976; Davis, 1980). 

Estudando espermatozóides humanos, 

Giraud et al. (2000) verificaram que o 

aumento exacerbado nas proporções 

colesterol:fosfolipídios resulta em uma 

redução significativa da fluidez da 

membrana plasmática em temperatura 

fisiológica, o que é prejudicial para a 

sobrevivência espermática pós-

descongelamento.  

 

Torres et al. (2006) verificaram uma 

melhora significativa tanto na motilidade 

quanto na integridade de membrana quando 

incorporaram colesterol na membrana 

espermática, estudando sêmen eqüino 

resfriado. Estudos recentes com sêmen 

congelado caprino, bovino, suíno, ovino e 

eqüídeos, além de demonstrarem melhora 

nos parâmetros de motilidade (Barrera-

Compean et al., 2005) e viabilidade 

espermáticas (Combes et al., 2000; Mocé e 

Graham, 2006; Galantino-Hommer et al., 

2006), encontraram taxas de fertilidade 

similares tanto “in vitro” quanto “in vivo”, 

quando comparados os diluidores com e 

sem colesterol (Purdy e Graham, 2004a; 

Purdy e Graham, 2004b; Morrier et al.; 

Álvarez et al. 2006 e Moore et al. 2005a). 

Os autores também observaram aumento de 

células espermáticas viáveis com acrossoma 

intacto e maior número de espermatozóides 

ligados à zona pelúcida, comprovando o 

potencial fecundante dos espermatozóides 

acrescidos de colesterol. No entanto, Zahn 

et al. (2002), com sêmen congelado eqüino, 

demonstraram taxas de fertilidade inferiores 

quando comparadas à inseminação artificial 

com o diluidor sem acréscimo de colesterol. 

Foi sugerido, portanto, que a inclusão de 

colesterol ao meio diluidor tenha inibido a 

reação acrossômica devido a um aumento 

na rigidez da membrana plasmática e, 

conseqüentemente, reduzido as taxas de 

fertilidade (Zahn et al., 2002). 

 

A incubação de espermatozóides de ratos, 

bovinos, bodes, suínos e humanos com a 

metil-β-ciclodextrina, como receptor de 

colesterol, demonstrou que a remoção desse 

esteróide pode desencadear a capacitação e 

a reação acrossômica , provavelmente 

restaurando o potencial fecundante dos 

espermatozóides congelados após a 

incorporação de colesterol em suas 

membranas (Choi e Toyoda, 1998; Cross, 

1999; Visconti et al., 1999; Iborra et al., 

2000; Funahashi, 2002; Galantino-Hommer 

et al., 2006). 
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2.9 Avaliação Espermática 

 

A avaliação do sêmen é fundamental para a 

predição do desempenho reprodutivo do 

garanhão e possui dois principais objetivos: 

predizer a fertilidade potencial de um 

determinado animal e avaliar com mais 

acurácia se o sêmen de um garanhão é 

capaz de ser submetido a procedimentos 

como o resfriamento e o congelamento 

(Magistrini, 2000). Com o objetivo de 

correlacionar os resultados de avaliações 

laboratoriais com aqueles dos testes de 

fertilidade, muitos estudos têm investigado 

as diversas características seminais. 

Historicamente, a avaliação da qualidade 

seminal tem tido como base a análise da 

motilidade espermática e das características 

morfológicas e a determinação do número 

de espermatozóides. A motilidade é a 

característica mais freqüentemente avaliada, 

embora sua correlação com a fertilidade 

seja controversa. A análise 

computadorizada da motilidade (computer 

assisted semen analysis - CASA) vem 

ganhando popularidade devido a sua 

objetividade, porém é utilizada 

principalmente em pesquisas por causa do 

alto custo do equipamento. Embora seja 

fácil a criação de uma grande quantidade de 

dados usando o CASA (Rathi et al., 2001), 

ainda não está bem claro quais das 

características de motilidade mensuradas 

são de importância fisiológica (Katila, 

2001). O espermatozóide necessita da 

motilidade para a penetração na junção 

útero-tubárica, liberação dos sítios de 

armazenamento espermático na tuba uterina 

e penetração através de células que 

circundam o ovócito (Amann, 1989; 

Magistrini, 2000; Neild, 2005). A 

motilidade espermática pode estar 

comprometida se as mitocôndrias estiverem 

afuncionais, se a membrana plasmática 

estiver lesada, se o espermatozóide tiver 

sofrido choque térmico ou se estiver 

morfologicamente anormal (Kirk, 2001; 

Neild, 2005). 

 

Outras características seminais como 

porcentagem de espermatozóides viáveis, 

com membrana plasmática e acrossômica 

íntegra têm apresentado correlação positiva 

significativa com a fertilidade 

(Januskauskas et al., 2000; García-Macías 

et al., 2006). 

 

A avaliação da funcionalidade da 

membrana é realizada pelo teste 

hiposmótico (HOST). Quando os 

espermatozóides são submetidos às 

soluções hiposmóticas, aqueles com 

membrana funcional sofrem abaulamento 

na região da cauda, demonstrando que a 

membrana plasmática está mais 

frouxamente aderida. Enquanto o 
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espermatozóide conseguir equilibrar a 

entrada e a saída de fluidos intracelular é 

sinal de que a membrana plasmática está 

funcionalmente intacta. Quando o 

espermatozóide não mais suportar o 

estresse osmótico, a membrana plasmática 

se rompe e ocorre desespiralização da cauda 

(Jeyendran et al., 1984).  

 

O teste hiposmótico foi desenvolvido para a 

avaliação do sêmen de humanos, utilizando-

se uma solução a 150 mOsm/L contendo 

citrato de sódio e lactose (Jeyendran et al., 

1984). A avaliação da funcionalidade da 

membrana plasmática do espermatozóide 

pode ser realizada com o teste hiposmótico 

utilizando como solução hiposmótica a 

água destilada (Lomeo e Giambersio, 

1991). Este teste foi modificado por 

Lagares et al. (1998) para a avaliação do 

sêmen eqüino. Nesta avaliação, uma 

alíquota de 100µL de sêmen é adicionada a 

200µL de (diluição 1:2) de água destilada, 

ambos a 37˚C, seguido de incubação em 

banho-maria a 37˚C por cinco minutos. 

Após este período, as amostras são 

analisadas em microscopia de contraste de 

fase (400x) e 200 células são avaliadas. O 

percentual de espermatozóides que 

reagiram positivamente ao teste 

hiposmótico é calculado por meio de 

observação da porcentagem de 

espermatozóides com cauda enrolada, 

subtraído do percentual existente 

anteriormente a exposição do 

espermatozóide ao meio hiposmótico. 

 

Diversos métodos foram desenvolvidos 

para avaliar a integridade física da 

membrana plasmática e do acrossoma de 

espermatozóides em preparações coradas. A 

integridade da membrana plasmática pode 

ser considerada um indicador indireto de 

viabilidade espermática (Magistrini et al., 

1997). A coloração com os corantes eosina-

nigrosina e sondas fluorescentes como 

diacetato de carboxifluoresceína (CFDA), o 

iodeto de propídio (IP) e o Hoechst 33258 

são alguns dos métodos utilizados para 

detectar a integridade de membrana celular 

(Garner et al., 1986 e Harrison e Vickers, 

1990; Smith e Murray, 1997). O maior 

benefício da utilização de sondas 

fluorescentes é o maior contraste, a menor 

variabilidade e maior especificidade quando 

comparadas às colorações clássicas (Neild, 

2005). Garner et al. (1986) utilizaram a 

combinação de duas substâncias 

fluorescentes, o CFDA e o IP, para verificar 

a integridade física da membrana de 

espermatozóides bovinos e de outras 

espécies com citometria de fluxo. A mesma 

técnica foi modificada para avaliação em 

microscopia de fluorescência por meio da 

utilização de baixas concentrações de 

formaldeído para paralisação dos 
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espermatozóides (Harrison e Vickers, 

1990). 

 

O iodeto de propídio é um corante não 

permeante à membrana plasmática, 

penetrando apenas através de membranas 

danificadas se ligando e corando o seu 

DNA. Dessa forma, o IP em solução salina 

quantifica as células mortas, promovendo 

fluorescência vermelho-brilhante (Jones e 

Senft, 1985; Harrison e Vickers, 1990). 

 

O diacetato de carboxifluoresceína é um 

composto hidrofóbico capaz de penetrar a 

membrana celular sem interferência 

fisiológica. No interior da célula o diacetato 

de carboxifluoresceína é hidrolisado por 

uma interação enzimática e é convertido 

num composto hidrofílico fluorescente – 

carboxifluoresceína, não penetrante à 

membrana plasmática, acumulando-se no 

interior da célula e tornando os 

compartimentos com membrana íntegra 

verde fluorescente quando excitados com 

luz azul (Jones e Senft, 1985; Harrison e 

Vickers, 1990; Garner e Johnson, 1995).  

 

O congelamento do sêmen afeta a 

integridade do acrossoma. Portanto, os 

danos causados às células espermáticas 

podem ser monitorados através da avaliação 

do status acrossômico (Cross e Hanks, 

1991). Vários métodos de avaliação 

acrossômica podem ser utilizados, como 

microscopia de contraste de fase, 

microscopia eletrônica, microscopia de 

fluorescência e citometria de fluxo 

(Zeginiadou et al., 2000; Neild, 2005).  

 

A microscopia de contraste de fase pode ser 

utilizada para avaliar o estatus acrossômico 

em espécies que apresentam um acrossoma 

grande, porém o acrossoma do 

espermatozóide eqüino é pequeno, 

dificultando sua avaliação por esse método 

(Talbot e Chacon, 1981; Cross e Meizel, 

1989). Em contrapartida, a microscopia 

eletrônica, embora seja um dos mais 

eficazes métodos para detectar alterações 

acrossômicas, é um método de alto custo, 

laborioso e de difícil utilização na rotina da 

maioria dos laboratórios (Zeginiadou et al., 

2000).   

 

Com o advento das técnicas de 

fluorescência, novos ensaios foram 

desenvolvidos para avaliar o status do 

acrossoma. A morfologia do acrossoma 

pode ser avaliada ligando os 

espermatozóides a lectinas (Neild, 2005), 

glicoproteínas encontradas tanto em plantas 

como em animais, que apresentam uma 

habilidade única de ligação a carboidratos 

específicos. A utilização de lectinas como 

sondas histoquímicas tem fornecido 

ferramentas úteis para o estudo de 
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alterações de carboidratos associadas à 

progressão neoplásica, de eventos 

bioquímicos na divisão celular e 

embriogênese, e da arquitetura e alterações 

das membranas celulares (Cooper, 1984; 

Cox et al., 1998). O acrossoma é uma 

estrutura rica em carboidratos, aos quais as 

lectinas se ligam (Jones et al., 1988). O 

isoticianato de fluoresceína (FITC) é a 

sonda fluorescente que tem sido conjugada 

a lectinas para avaliar o status acrossômico 

de espermatozóides de várias espécies 

(Cross e Meizel, 1989; Kirk, 2001). 

 

 As lectinas mais comumente utilizadas são 

a aglutinina de Pisum sativum (PSA) ou a 

aglutinina de Arachis hypogaea (PNA). A 

coloração com FITC-PNA tem sido 

utilizada com sucesso em espermatozóides 

de humanos, macacos, suínos, caprinos 

(Cross e Meizel, 1989) e eqüinos (Casey et 

al., 1993). O monitoramento do status 

acrossômico utilizando PSA foi confirmado 

por microscopia eletrônica (Casey et al., 

1993 e Meyers et al., 1995), no entanto, 

possui a desvantagem de se ligar em 

resíduos de açúcar da zona pelúcida 

(Skutelsy et al., 1994).  

 

A aglutinina do amendoim (PNA), isolada 

de sementes de  Arachis hypogaea, é uma 

lectina vegetal não glicolisada composta de 

quatro subunidades idênticas de 27 kDa. As 

lectinas de leguminosas, uma das famílias 

de proteínas vegetais mais estudadas, 

mostram uma ampla abrangência em suas 

especificidades por carboidratos. O 

reconhecimento específico de carboidratos 

pelas lectinas é crítico para as interações 

celulares e, por isso, tem implicações em 

diversas áreas da biologia e da medicina 

(Kumar et al., 1999). O PNA é oriundo do 

amendoim, se liga a galactose, presente na 

membrana acrossômica externa, não se 

ligando a membrana plasmática 

(Zeginiadou et al., 2000; Cheng , 1996).  

 

A coloração com FITC-PNA é utilizada em 

preparações que realizam a prévia 

permeabilização da membrana plasmática 

através do uso de substâncias como metanol 

ou etanol. Dessa forma, a sonda tem acesso 

a toda superfície da membrana acrossômica 

e apresenta fluorescência em todas as 

células não reagidas, visto que não existe a 

barreira da membrana plasmática. Diversos 

padrões de fluorescência representam a 

fusão parcial da membrana plasmática com 

a membrana acrossômica externa, 

característica de células que estão sofrendo 

a reação acrossômica. A completa fusão da 

membrana plasmática com a membrana 

acrossômica externa indica o fim do 

processo de reação acrossômica e resulta na 

perda da membrana acrossômica e, 

conseqüentemente, não haverá 
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fluorescência do espermatozóide (Cheng , 

1996; Blottner, 1998).  

 

A coloração com FITC-PNA também pode 

ser utilizada sem a permeabilização da 

membrana plasmática, tornando 

fluorescente a região acrossômica das 

células que estão sofrendo reação 

acrossômica. Uma vez que esta sonda 

conjugada não é penetrante a membrana 

plasmática, esta, somente será capaz de se 

ligar à membrana acrossômica externa 

naquelas células em que houve a formação 

de poros na membrana plasmática (Kirk, 

2001; Rathi et al., 2001). 

 

Por meio de colorações que avaliem a 

integridade física da membrana plasmática 

e do acrossoma, é possível identificar 

espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra que realmente tenham sofrido 

reação acrossômica (reação acrossômica 

verdadeira) daqueles que tiveram seu 

acrossoma destacado como conseqüência de 

morte celular (reação acrossômica falsa) e 

diferenciá-los (Cheng, 1996; Cox et al., 

1998; Smith e Murray, 1997; Rathi et al., 

2001; Casey et al., 1993).  

 

O status acrossômico com a coloração 

FITC-PNA pode ser avaliado com a 

citometria de fluxo (Graham et al., 1990; 

Merkies et al., 2000). Esta técnica permite 

detectar várias características espermáticas 

simultaneamente em milhares de 

espermatozóides em um curto período de 

tempo (Arruda et al., 1986; Zeginiadou et 

al., 2000; Rathi et al., 2001). Além do mais, 

aumenta a objetividade das mensurações 

quando comparada à contagem das células 

marcadas individualmente através de 

microscopia, apesar de não haver muitos 

estudos disponíveis correlacionando as duas 

técnicas. Devido ao alto custo da técnica, a 

citometria de fluxo ainda está limitada à 

utilização em pesquisas (Graham et al., 

1990; Merkies et al., 2000; Neild, 2005). 

 

Graham et al. (1990), Andrade et al. (2007) 

e Celeghini et al. (2007) estabeleceram uma 

correlação entre ensaios padrões de 

laboratório e com citometria de fluxo para 

avaliação da viabilidade celular, integridade 

acrossomal e funcionalidade mitocondrial 

de espermatozóides bovinos. A correlação 

não foi perfeita provavelmente devido ao 

número de células analisadas em cada 

técnica, 200 e 10.000 para microscopia e 

citometria de fluxo, respectivamente. A 

única desvantagem da citometria de fluxo é 

que os espermatozóides são classificados 

quanto ao status acrossômico em apenas 

duas categorias, reagidos ou intactos. Os 

estágios intermediários não podem ser 

diferenciados como na microscopia de 
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fluorescência (Rathi et al., 2001; García-

Macías et al., 2006). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta do sêmen 

 

Foi utilizado um ejaculado de doze 

garanhões, com idade variando entre quatro 

e doze anos, localizados na Região 

Metropolitana de Belo Horizonte – MG. Os 

animas foram selecionados de acordo com 

exames andrológicos. Para estabilização da 

produção espermática diária dos garanhões, 

quando necessário, foram realizadas coletas 

de sêmen diárias por sete dias consecutivos. 

O sêmen foi coletado através de vagina 

artificial modelo “Hannover” e 

imediatamente após a coleta, o sêmen foi 

filtrado para a retirada da fração gel e 

avaliado quanto a motilidade total e 

progressiva, vigor, concentração e 

morfologia espermáticas. 

 

3.2 Avaliação espermática do sêmen 

fresco 

 

Os dados de motilidade total (porcentagem 

de células móveis), progressiva (células 

com movimento retilíneo ou movimento 

circular aberto) e o vigor (observação da 

velocidade do movimento dos 

espermatozóides) foram computados, com 

auxílio de um microscópio de campo claro 

(100x). Somente foram congelados 

ejaculados que apresentaram motilidade 

espermática progressiva igual ou superior a 

50% e vigor igual ou superior a 2. Para se 

calcular a concentração espermática foi 

utilizada uma câmara hemocitométrica. A 

morfologia espermática de 100 

espermatozóides por ejaculado foi avaliada 

através do método de preparação úmida 

(Mies Filho, 1975) com solução de 

formolsalina em microscopia de contraste 

de fase (1000x). Só foram congelados 

ejaculados com porcentagem de 

espermatozóides morfologicamente normais 

maior ou igual a 70%.  

 

3.3 Avaliação microbiológica dos meios 

diluidores 

 

Os meios diluidores de centrifugação e 

congelamento foram submetidos ao ensaio 

microbiológico. Para a realização do ensaio 

foi utilizado o meio BHI (Brain Heart 

Infusion), 37g/L H20 destilada e os meios 

foram avaliados após 48 horas de cultivo 

em condições de anaerobiose e aerobiose. 

Nas condições de anaerobiose e aerobiose, 

o meio de centrifugação Kenney apresentou 

2 e nenhuma ufc (unidade formadora de 

colônia) e o meio de congelamento INRA 

82, 58 e 32 ufc, respectivamente. 
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3.4 Congelamento do sêmen 

 

Os ejaculados foram divididos em três 

amostras, de acordo com os tratamentos 

(Figura 9). Tratamento 1 (congelamento 

convencional): após a diluição 1:1 com 

diluidor Kenney (Anexo 1), a alíquota de 

sêmen seguiu no processo de 

criopreservação. Tratamento 2, em que foi 

realizada a diluição do sêmen no diluidor 

Tyrode modificado (TALP) (Anexo 1) de 

modo a se obter uma concentração de 120 x 

106 espermatozóides/ml e foi adicionado 

1,5 mg do complexo metil-β-ciclodextrina-

colesterol (MβCD-col) para cada 120 x 106 

espermatozóides. Essa alíquota foi 

submetida a incubação por 15 minutos em 

temperatura ambiente e, em seguida, diluída 

no meio Kenney (1:1). A terceira alíquota 

foi destinada para o controle do tratamento 

2 (TALP C-2), sendo diluída no meio 

TALP, submetida a incubação nas mesmas 

condições que o tratamento 2, porém sem a 

adição do complexo de inclusão MβCD-col, 

sendo igualmente diluída no meio Kenney.  

 

A preparação do complexo de MβCD-

colesterol foi realizada como descrito por 

Purdy e Graham (2004b). Em um tubo, 1g 

de MβCD1 foi dissolvido em 2ml de 

metanol. Em um segundo tubo, 200mg de 

colesterol2  foram  dissolvidos  em  1ml   de  

clorofórmio e uma alíquota de 450 μl dessa 

solução foi adicionada à solução de MβCD. 

A solução combinada de MβCD-col foi 

misturada vigorosamente até que se 

obtivesse uma solução clara. Os solventes 

foram removidos por “speed-vac”, 

utilizando o equipamento Univapo 100H3 e 

os cristais resultantes foram armazenados 

em temperatura ambiente até a sua 

utilização. Para incorporação do colesterol 

aos espermatozóides, foi utilizada uma 

solução trabalho de MβCD-colesterol 

adicionando-se 50mg do complexo MβCD–

colesterol a 1ml de meio Tyrode 

modificado (TALP), e incubada a 37˚C em 

banho-maria até a sua utilização.  

 

Após diluição no meio Kenney todas as 

alíquotas foram centrifugadas (500g por 10 

min), o sobrenadante foi retirado e deixado 

aproximadamente 10% do volume total do 

sêmen. O sedimento foi homogeneizado por 

agitação e ressuspendido com diluidor de 

congelamento, INRA 82 (Anexo 1) de 

forma a se obter 100 x 106 

espermatozóides/mL. 

 

O sêmen foi envasado em palhetas de 0,5 

mL e resfriado a + 5˚C (0,53 ˚C/min), em 

50 minutos.  As palhetas contendo o sêmen 

resfriado foram expostas a 3 cm de altura 

do nível de nitrogênio líquido por vinte 

minutos, seguidas de imersão no mesmo. 
1 Methyl-β-cyclodextrin, C 4555, Sigma  
2 Cholesterol, C 8503, Sigma 
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3 Uniequip ® 
 



 

Para verificar se a retirada do colesterol das 

membranas espermáticas aumentaria a 

capacidade dos espermatozóides de sofrer 

reação acrossômica induzida após o 

descongelamento do sêmen, duas 

concentrações de metil-β-ciclodextrina 

foram testadas para a remoção do colesterol 

nos tratamentos 3 e 4. No tratamento 3, a 

concentração ([MβCD 1x]) foi a mesma 

utilizada para incorporar o colesterol nas 

membranas, 0,052mg para cada 50 x 106 

espermatozóides, e no tratamento 4 a 

concentração foi três vezes maior ([MβCD 

3x]), 0,156mg  para cada 50 x 106 

espermatozóides, com o objetivo de impedir 

a ligação da metil-β-ciclodextrina aos 

lipídios do diluidor de congelamento 

utilizado. 

 
De uma solução trabalho contendo 5 mg de 

metil-β-ciclodextrina adicionada a 1 mL de 

TALP para diluir os componentes lipídicos 

do diluidor, foram retiradas alíquotas de 

10,4 μL e 31,2 μL para as concentrações 

[MβCD 1x] e [MβCD 3x] respectivamente, 

e adicionadas ao sêmen descongelado 

contendo 50 x 106 espermatozóides. As 

amostras foram incubadas por 15 minutos a 

temperatura ambiente e após o período de 

incubação, o sêmen foi avaliado quanto ao 

status do acrossoma antes e após a reação 

acrossômica induzida. 

 

 O descongelamento do sêmen foi realizado 

a temperatura de 75 ˚C por 7 segundos 

(Cochran et al. 1984; Arruda et al., 1986) e 

mantido a 37˚C por 30 segundos, quando 

foi avaliado quanto à motilidade total e 

progressiva, vigor, morfologia espermática 

(microscópio óptico), integridade funcional 

(teste hiposmótico) e física (iodeto de 

propídeo) da membrana plasmática, 

porcentagem de espermatozóides 

capacitados e reagidos antes e após a 

indução da reação acrossômica (citometria 

de fluxo). 

 

3.5 Avaliação espermática pós-

descongelamento 

 

As avaliações de motilidade total e 

progressiva, vigor e morfologia espermática 

foram realizadas como descrito 

anteriormente para o sêmen fresco. A 

motilidade progressiva foi avaliada a cada 

passo do processo de criopreservação com o 

objetivo de verificar a influência do diluidor 

utilizado em cada etapa e a eficiência do 

método/procedimento utilizado para o 

congelamento do sêmen. A porcentagem de 

espermatozóides com funcionalidade de 

membrana íntegra foi avaliada através do 

teste hiposmótico com água destilada 

(Lomeo e Giambersio, 1991) modificado 

por Lagares et al. (1998) na diluição 1:2 
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(sêmen:água destilada). Uma alíquota de 

100 µL de sêmen foi adicionada a 200 µL 

de água destilada, ambos a 37°C, seguido 

de incubação em banho-maria a 37°C por 

cinco minutos. Após este período, as 

amostras foram analisadas em microscopia 

de contraste de fase (400x). 
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Figura 9. Esquema representativo do experimento.  
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Foram avaliadas 100 células por amostra e 

calculado o percentual de espermatozóides 

que reagiram positivamente ao teste 

hiposmótico com cauda enrolada. A 

avaliação da morfologia dos 

espermatozóides pós-descongelamento foi 

realizada através de preparação úmida e a 

porcentagem de espermatozóides com 

cauda enrolada foi computado. Esses foram 

subtraídos do percentual de 

espermatozóides que reagiram ao teste 

hiposmótico. 

 

As avaliações de integridade de membrana 

plasmática e acrossoma dos 

espermatozóides foram realizadas 

utilizando-se as colorações Iodeto de 

Propídeo (IP) e FITC-PNA. As amostras de 

sêmen descongeladas foram diluídas 1:20 

em PBS (250 μL de sêmen:5 mL de PBS) . 

Uma alíquota de 200 μL dessa suspensão 

foi diluída novamente acrescentando-se 1 

mL de PBS.  Após a diluição, foram 

coradas com FITC –PNA4 (1,125 g/mL) e 

incubadas por 10 minutos em banho-maria 

a 37˚C. Em seguida foram coradas com IP5 

(1,5 mM) e incubadas por mais 10 minutos 

em temperatura ambiente (Anexo 2). Logo, 

as amostras foram submetidas a leitura no 

citômetro de fluxo (FACScalibur6). Dez mil 

eventos, a uma taxa de 500 células por 

segundo, foram analisados por amostra.  

Os dados correspondentes à fluorescência 

vermelha (IP - FL3 fotodetector) e verde 

(FITC-PNA - FL1 Fotodetector) das 

partículas foram contabilizados.  Os 

espermatozóides que fluoresceram de 

vermelho foram classificados como não 

viáveis e os que fluoresceram de verde, os 

que sofreram a reação acrossômica. 

 

3.6 Indução da Reação Acrossômica 

(RAI) 

 

Para avaliar a capacidade fecundante “in 

vitro” do espermatozóide eqüino pós-

descongelamento, foi realizado a indução 

da reação acrossômica (RAI), com ionóforo 

de cálcio A231877, no sêmen de todos os 

tratamentos.  

 

Após diluir o ionóforo de cálcio em DMSO 

(Dimetilsulfóxido) (0,5 mg/mL), foi 

adicionado 5μL dessa solução a uma 

alíquota de 0,5mL da amostra de sêmen 

descongelado (50 x 106 espermatozóides), 

sendo a concentração final de 9,5μM 

(Anexo 3). Após o período de 30 minutos 

de incubação, as amostras foram 

reavaliadas quanto ao estatus do acrossoma 

por meio de citometria de fluxo como 

descrito anteriormente. 

 

 

 

4 Conjugado de Lectina de Arachis Hypogaea L 7381, Sigma 
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5 PI, P 4170, Sigma 
6 Becton Dickinson®  
7 Cálcio ionóforo A23187, Alomone Labs 
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3.7 Análises Estatísticas 

 

O delineamento experimental utilizado foi 

em blocos ao acaso, considerando o 

garanhão como bloco. Os cálculos de 

média, desvio padrão e análise de variância 

foram realizados conforme Sampaio (2002).  
 

Posteriormente, as médias obtidas para os 

diferentes parâmetros (motilidade total e 

progressiva, vigor, integridade funcional da 

membrana, viabilidade espermática, 

integridade estrutural do acrossoma dos 

espermatozóides) foram comparadas pelo 

teste Student-Newman-Keuls (SNK).  

 

Os dados que não apresentaram distribuição 

normal e homocedasticidade foram 

transformados em arco-seno da raiz 

quadrada. 

 

Para a comparação da taxa de reação 

acrossômica, dos espermatozóides com 

membrana plasmática íntegra e acrossoma 

lesado, antes e depois da indução da reação 

acrossômica foi utilizado o teste t de 

student pareado. O nível de significância 

dos testes realizados foi de 95% (p < 0,05). 

Na análise estatística foi utilizado o 

programa estatístico Statystical Analysis 

System (SAS). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

As características de avaliação do sêmen 

fresco dos ejaculados dos doze garanhões 

utilizados no experimento estão descritos na 

Tabela 1.  

 

A motilidade total do sêmen fresco variou 

de 50 a 85%, a motilidade progressiva de 

50 a 80%, enquanto que o vigor 

espermático foi observado de 2 a 4 entre os 

garanhões avaliados, estando dentro do 

valor mínimo necessário para avaliação 

quanto a sua congelabilidade. A 

concentração espermática/mL apresentou 

uma variação de 60 a 570 x 106 

espermatozóides, enquanto o número total 

de espermatozóides no ejaculado variou de 

3,2 x 109 a 11,5 x 109. O número de 

espermatozóides morfologicamente normais 

no ejaculado (76 a 93%) apresentou-se 

dentro da normalidade para o sêmen fresco 

eqüino.  

 

 

 

 

 



Tabela 1. Características de avaliação do sêmen fresco (n=12). 
 

GARANHÃO 

MT 

(%) 

MP 

(%) 

VIGOR 

(1-5) 

CONC. ESP./mL (x 

106) 

VOLUME 

(mL) 

NTE 

(x 109) 

MORF. NORMAIS 

(%) 

1 60 55 3 280 15 4,2 88 

2 70 65 4 165 42 6,9 92 

3 65 60 3 60 100 6,0 85 

4 85 80 3-4 115 100 11,5 82 

5 70 65 3 95 90 8,5 76 

6 60 55 3 155 41 6,3 84 

7 50 50 2-3 145 22 3,2 91 

8 70 60 3 175 40 7,0 80 

9 70 60 3 70 70 4,9 77 

10 70 60 3 570 9 5,1 81 

11 70 60 3 295 27 7,9 93 

12 75 70 3-4 60 190 11,4 93 

MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva; CONC. ESP/mL: concentração espermática/mL; MORF. NORMAIS: 
porcentagem de espermatozóides morfologicamente normais; NTE: número total de espermatozóides no ejaculado.  
 
 
Na Tabela 2 estão demonstrados os valores 

percentuais médios e o desvio-padrão da 

motilidade progressiva espermática em cada 

etapa do processo de congelamento. 

Embora a motilidade progressiva 

espermática tenha sido inferior após a 

incubação do sêmen no meio TALP (TALP 

C-2, controle do tratamento 2), comparado 

ao tratamento no qual houve adição do 

complexo metil-β-ciclodextrina-colesterol , 

MβCD-colesterol (TALP + COL – 

tratamento 2), não foi observada diferença 

quanto a motilidade progressiva após a 

diluição e ressuspensão com os diluidores 

Kenney e INRA 82. Quando da 

ressuspensão com o meio INRA 82, as 

motilidades progressivas foram semelhantes 

em todos os tratamentos. É provável que 

este fato se deva a ausência de lipídios, 

como substrato energético na composição 

do meio TALP, o qual foi suprido pela 

ressuspensão com o diluidor INRA 82, bem 

como a incorporação do colesterol da gema 

de ovo deste diluidor pelos 

espermatozóides. No entanto, pós-

descongelamento, foi observada redução 

significativa (p < 0,05) da porcentagem de 

espermatozóides móveis no tratamento 

TALP C-2, comparado ao adicionado de 

colesterol (tratamento 2) e ao convencional 

(tratamento 1). Portanto, a adição do 

colesterol no meio diluidor TALP 

preservou a motilidade progressiva 

espermática do sêmen eqüino, sendo 

semelhante ao congelamento convencional 

e superior as amostras diluídas no meio 

TALP, indicando o efeito protetor do 

colesterol. 

 55



Tabela 2. Motilidade progressiva durante as etapas do processo de congelamento, nos diferentes 
tratamentos (média ± desvio-padrão).   

 Motilidade Progressiva (%) 

 

Tratamento 

  

 

Pós-diluição 

TALP 

 Pós-

incubação  

(15 min) 

 Pós-

diluição 

Kenney 

 Pós-diluição 

INRA 82 

  

Pós-Descongelamento 

1) Convencional  ----  ----  66,3 ± 7,7 a  62,9 ± 5,4 a  20,4 ± 13,7 a  

2) TALP + COL  60,0 ± 7,7   60,0 ± 8,3 a  62,5 ± 7,8 b  63,8 ± 7,1 a  20,0 ± 10,0 a 

TALP (C-2)  60,0 ± 7,7   55,8 ± 10,6 b  60,4 ± 8,1 b  59,6 ± 9,6 a  9,2 ± 4,7 b 

Tratamento (1): Diluição Kenney (1:1) + centrifugação + ressuspensão INRA 82; (2) Diluição TALP + MβCD-col (15’) + 
tratamento (1); Talp (C-2): Controle do tratamento 2, diluição TALP (15’) + tratamento (1). MβCD-col: complexo metil-β-
ciclodextrina-colesterol; COL: colesterol. Letras diferentes  na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). 

 
 

O percentual de espermatozóides com 

motilidade progressiva, vigor, viabilidade 

espermática e membrana plasmática 

funcional após o descongelamento estão 

demonstrados na Tabela 3. Visto que o 

tratamento TALP C-2 apresentou 

motilidade progressiva espermática muito 

baixa, optou-se por não se avaliar os outros 

parâmetros seminais. 

 

No presente experimento, não foram 

observadas diferenças significativas entre as 

amostras incubadas em diluente sem 

colesterol e aquelas incubadas em diluente 

contendo colesterol no parâmetro 

motilidade progressiva pós-

descongelamento, sugerindo que o possível 

efeito protetor do colesterol, que promove 

maior estabilidade de membrana, não tem 

influência sobre a motilidade progressiva 

dos espermatozóides. Esses resultados 

foram semelhantes aos relatados em 

trabalhos com sêmen congelado de eqüino 

(Zahn et al., 2002; Moore et al., 2005a) e 

bovino (Mocé e Graham, 2006). Contudo, 

outros estudos com sêmen congelado de 

eqüídeos (Combes et al., 2000; Álvarez et 

al., 2006) e bovinos (Purdy e Graham, 

2004a, b) verificaram um aumento na 

motilidade pós-descongelamento quando 

foi realizada a incorporação do colesterol 

com a metil-β-ciclodextrina. Quando foi 

incorporado colesterol com ciclodextrina 

(Kirk, 2001 e Torres et al., 2006) e 

lipossomas (Heitland et al., 1995) no sêmen 

refrigerado eqüino, foi observado aumento 

da motilidade espermática até 72h a + 5˚C, 

comparado às amostras sem colesterol. No 

entanto, quando adicionado o colesterol por 

meio de lipossomas no sêmen congelado 

eqüino (Heitland et al. 1995), essa melhora 

não foi observada pós-descongelamento, ao 

contrário do verificado no sêmen congelado 

bovino (Graham e Foote, 1987).  No 

presente experimento, foi utilizada a mesma 

técnica de incorporação do colesterol ao 
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espermatozóide eqüino descrita para 

bovinos (Purdy e Graham, 2004 a, b) e 

eqüinos (Moore et al., 2005a). A variação 

dos resultados desses estudos pode ser 

decorrente da diferença de tamanho, forma, 

composição lipídica (Parks e Lynch, 1992; 

Parks et al., 1981) e permeabilidade de 

membrana dos espermatozóides eqüino e 

bovino (Guthrie et al., 2002). 

 

 O efeito do colesterol sobre a motilidade 

espermática ainda é controverso, já que 

relatos de literatura são conflitantes. Além 

disso, comparações diretas entre os vários 

estudos se tornam difíceis, visto que 

diversos procedimentos são utilizados para 

a incorporação do colesterol na membrana 

plasmática do espermatozóide, vários meios 

são utilizados, diferentes métodos de 

criopreservação são realizados com 

espermatozóides de diferentes espécies. 

 
Tabela 3. Médias (±DP) da motilidade progressiva, vigor e membranas plasmáticas íntegras (citometria 

de fluxo e HOST) de espermatozóides criopreservados. 
 

Tratamento 

 MP  

(%) 

 VIGOR  

(1-5) 

 IP –  

(%) 

 

 

HOST +  

(%) 

1  20,4 ± 13,7 a  2,3  ± 1,0 b  23,2 ± 9,3 b  26,3 ± 13,1 a 

2  20,0 ± 10,0 a  2,6 ± 0,5 a  32,9 ± 10,3 a  29,1 ± 12,2 a 

3  21,3 ± 8,3 a  2,8 ± 0,4 a  26,3 ± 12,7 b  24,8 ± 8,3 a 

4  23,8 ± 9,1 a  2,8 ± 0,5 a  23,4 ± 10,3 b  24,8 ± 6,2 a 

Tratamento (1): Diluição Kenney (1:1) + centrifugação + ressuspensão INRA 82; (2): Diluição TALP + MβCD-col (15’) + 
tratamento 1; (3): tratamento 2 +  [MβCD 1x] pós-descongelamento; (4): tratamento 2 + [MβCD 3x] pós-descongelamento. MβCD-
col: complexo metil-β-ciclodextrina-colesterol. MP: motilidade progressiva; IP-: espermatozóides viáveis avaliados com a coloração 
Iodeto de Propídeo; HOST +: espermatozóides com membrana plasmática funcional, positivos ao teste hiposmótico. Letras diferentes 
na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). 

 

O vigor espermático foi superior (p < 0,05)  

nos tratamentos que receberam o colesterol 

(tratamentos 2, 3 e 4), comparado ao 

tratamento 1. Foi provado que o colesterol é 

incorporado em todas as membranas, se 

localizando em maior concentração nas 

membranas acrossômicas e mitocondriais 

(Moore et al., 2005a). Embora Zahn et al. 

(2002), trabalhando com sêmen congelado 

eqüino não tenha observado diferença de 

vigor entre os tratamentos que receberam 

colesterol e o controle, no presente 

experimento, é possível que a incorporação 

do colesterol na membrana mitocondrial 

tenha beneficiado a produção de energia 

dos espermatozóides móveis.  

 

A adição de colesterol através do complexo 

com MβCD-colesterol ao sêmen fresco 

resultou em maior porcentagem de 

espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra pós-descongelamento, comparado 
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aos tratamentos 1, 3 e 4, quando avaliados 

com a coloração vital Iodeto de Propídeo 

(IP) (Tabela 3). O colesterol é incorporado 

por todos os espermatozóides e em todas as 

membranas celulares (Moore et al., 2005a). 

Portanto, no presente trabalho, a 

incorporação de colesterol às membranas 

espermáticas foi suficiente para proteger o 

espermatozóide contra os efeitos deletérios 

do congelamento sobre a integridade física 

da membrana plasmática (Amann e Pickett, 

1987). Estudos com sêmen congelado 

bovino (Purdy e Graham, 2004a, b; Mocé e 

Graham, 2006) e eqüino (Combes et al., 

2000; Zahn et al., 2002; Moore et al., 

2005a) e sêmen resfriado suíno (Galantino-

Hommer et al., 2006) verificaram aumento 

similar da porcentagem de espermatozóides 

viáveis quando o colesterol foi incorporado 

nas membranas.  Ao contrário, quando foi 

adicionado lipossomas contendo colesterol 

e fosfatidilserina em diferentes meio 

diluidores, não houve efeito sobre a 

porcentagem de células espermáticas com 

membrana plasmática íntegra após o 

descongelamento do sêmen eqüino 

(Wilhelm et al., 1996).  

 

Um estudo sobre a função do colesterol nas 

membranas celulares sugeriu que o rápido 

movimento do colesterol através da 

membrana poderia auxiliar nas alterações 

morfológicas as quais as células são 

submetidas. Dessa forma, a quantidade 

relativa de material de cada lado da 

membrana plasmática sofre pequenas 

mudanças para acomodar um desbalanço de 

volume. O rápido movimento do colesterol 

pela membrana poderia satisfazer as 

modificações de volume necessárias, 

mantendo a integridade da membrana 

plasmática (Yeagle, 1985). 

 

O exato mecanismo de proteção das 

membranas espermáticas exercido pelo 

colesterol não está esclarecido. Espécies 

com alta proporção de 

colesterol:fosfolipídios (coelhos e 

humanos) são mais resistentes ao choque 

térmico. Pelo menos parte dos prejuízos 

espermáticos induzidos pelo choque 

térmico é devido à fase de transição dos 

lipídios, a qual a membrana espermática é 

submetida durante o processo de 

congelamento. Nos espermatozóides 

humanos uma fase de transição lipídica não 

é detectada quando são resfriados (Drobnis 

et al., 1993). Alta concentração de 

colesterol estabiliza as membranas durante 

o resfriamento. O conteúdo de colesterol 

nas membranas espermáticas de bovinos  e 

eqüinos aumentou de 2 a 3 vezes 

comparado ao tratamento controle após a 

adição do complexo MβCD-colesterol 

(Purdy e Graham, 2004b; Moore et al., 

2005a) e permaneceu maior após o 
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descongelamento, impedindo que as células 

espermáticas sofressem capacitação 

espermática prematura (Moore et al., 

2005a). Os autores relataram um aumento 

da proporção colesterol:fosfolipídios no 

sêmen bovino de 0,45 (Darin-Bennett e 

White, 1977) para 0,9 (Purdy e Graham, 

2004b), e no eqüino de 0,36 (Darin-Bennett 

e White, 1977; Parks e Lynch, 1992 e 

Cross, 1998) para 0,89 (Moore et al., 

2005a) tornando os valores similares 

àqueles de espermatozóides de coelho 

(0,88) e do homem (0,99) (Watson, 1981). 

Foi sugerido que a fase de transição dos 

lipídios tenha sido eliminada ou a 

temperatura na qual ela ocorre seja menor 

para sêmen bovino e eqüino tratado com 

colesterol comparado ao controle. Com as 

duas concentrações de metil-β-ciclodextrina 

utilizadas no presente trabalho, foi 

observada uma redução de viabilidade 

comparada ao tratamento 2 (Tabela 3). Há 

relatos de efeitos deletérios da metil-β-

ciclodextrina sobre a viabilidade 

espermática (Visconti et al., 1999). Estudos 

in vitro demonstraram que a exposição de 

fibroblastos a ciclodextrinas pode causar 

toxicidade celular (Kilsdonk et al., 1995).  

Não existem trabalhos na literatura que 

tenham retirado o colesterol da membrana 

plasmática de espermatozóides após sua 

incorporação através da complexação com a 

MβCD. A técnica utilizada para retirar o 

colesterol foi à mesma utilizada para 

incorporá-lo na membrana plasmática 

espermática antes do congelamento. Devido 

a composição do meio diluidor de 

congelamento (INRA82), rica em lipídios, a 

concentração de MβCD utilizada para 

incorpora o colesterol poderia não ser 

suficiente. Portanto, foi testada uma 

concentração três vezes superior a essa. Foi 

destacado por Purdy e Graham (2004a, b) 

que um aspecto muito importante quando se 

utiliza o complexo MβCD-colesterol para 

incorporar o colesterol na membrana 

plasmática, é que o complexo deve ser 

incubado com o espermatozóide diluído 

num meio desprovido de lipídios. Estudos 

desses autores (não publicados) indicaram 

que o complexo adicionado ao sêmen 

previamente diluído em um meio contendo 

gema de ovo, não beneficia a sobrevivência 

da célula espermática pós-

descongelamento, pois a maioria dos 

lipídios da solução seria proveniente da 

gema do ovo e não do espermatozóide. A 

maior parte do colesterol complexado com 

a MβCD seria transferida preferencialmente 

para as gotas lipídicas da gema de ovo ao 

invés das membranas do espermatozóide. 

Combes et al. (2000) observaram que os 

espermatozóides incubados no meio TALP 

juntamente com o complexo MβCD-

colesterol incorporaram maior quantidade 

de colesterol em suas membranas, devido a 
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indisponibilidade de colesterol adicional 

nesse diluidor, comparada ao meio Kenney 

modificado. Por outro lado, o efeito da 

inclusão de colesterol foi o mesmo em 

todos os diluentes utilizados por Zahn et al. 

(2002), inclusive naquele em que havia 

gema de ovo, sem haver interação entre o 

tratamento com colesterol e os diluentes 

(Zahn et al., 2002). 

 

A porcentagem de espermatozóides com 

membrana plasmática funcional, avaliada 

por meio do teste hiposmótico (HOST), foi 

semelhante em todos os tratamentos. O 

colesterol poderia diminuir os danos 

osmóticos, visto que o tratamento com o 

complexo MβCD-colesterol  aumentaria a 

tolerância osmótica do espermatozóide 

eqüino (Moore et al., 2005b). Tal fato é 

muito importante uma vez que o 

espermatozóide é submetido a grandes 

mudanças de volume quando os 

crioprotetores são adicionados ou 

removidos, e as membranas espermáticas 

podem ser prejudicadas durante esses 

processos (Graham, 1996). Ao contrário do 

observado no presente experimento, com 

sêmen resfriado eqüino (Torres et al., 2006) 

e congelado de jumento (Álvarez et al., 

2006), foi observada maior porcentagem de 

espermatozóides com membrana plasmática 

funcional nos tratamentos nos quais o 

colesterol foi adicionado. Embora no 

presente trabalho tenha sido realizado o 

congelamento do sêmen eqüino e Torres et 

al. (2006) o tenham resfriado, é possível 

que a maior concentração de MβCD-

colesterol (2,5 mg/120 x 106 de 

espermatozóides) utilizada por estes autores 

tenha promovido uma maior proteção a 

funcionalidade da membrana plasmática do 

espermatozóide eqüino, em comparação à 

utilizada no presente experimento (1,5 

mg/120 x 106 de espermatozóides). Por 

outro lado, quando o sêmen de jumento foi 

congelado, parece que a concentração de 

1,5 mg/120 x 106 de espermatozóides foi 

suficiente para aumentar a porcentagem de 

espermatozóides com membrana plasmática 

funcional, comparada ao controle (Álvarez 

et al., 2006).  

 

Visto que em alguns trabalhos (Visconti et 

al., 1999; Kirk, 2001; Gadella e Harrison, 

2002; Leschner, 2006) foi proposto uma 

ação tóxica do ionóforo de cálcio A23187 

sobre a viabilidade do espermatozóide 

durante a indução da reação acrossômica 

(RAI), no presente experimento foi avaliada 

com a coloração vital IP a porcentagem de 

espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra pós-descongelamento e pós-RAI 

com o ionóforo de cálcio A23187(Tabela 

4). 

 



Tabela 4. Porcentagens de espermatozóides com membrana plasmática íntegra pós-descongelamento e 
pós-RAI (média ± desvio-padrão). 

  Espermatozóides com membrana plasmática íntegra IP - (%) 

Tratamento  Pós-descongelamento  Pós-RAI 

1  23,2 ± 9,3 bA  20,7 ± 8,1 aA 

2  32,9 ± 10,3 aA  28,7 ± 11,4 aB 

3  26,3 ± 12,7 bA  26,4 ± 12,7 aA 

4  23,4 ± 10,3 bA  21,6 ± 10,5 aA 

Tratamento (1): Diluição Kenney (1:1) + centrifugação + ressuspensão INRA 82; (2): Diluição TALP + MβCD-col (15’) + 
tratamento 1; (3): tratamento 2 + [MβCD 1x] pós-descongelamento; (4): tratamento 2 + [MβCD 3x] pós-descongelamento. MβCD-
col: complexo metil-β-ciclodextrina-colesterol.  RAI: reação acrossômica induzida. IP: iodeto de propídeo. a, b: letras diferentes na 
mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). A, B: letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05). 
 

Conforme já descrito anteriormente, a 

maior porcentagem de espermatozóides 

com membrana plasmática íntegra pós-

descongelamento foi observada no 

tratamento 2, no qual as amostras foram 

incubadas no diluente contendo colesterol. 

No entanto, após a indução da reação 

acrossômica, houve redução do percentual 

de células espermáticas com membrana 

plasmática íntegra, suportando a hipótese de 

que o tratamento com ionóforo de cálcio 

pode ter induzido a morte celular. Contudo, 

nos tratamentos 1 e nos quais houve a 

retirada do colesterol (tratamentos 3 e 4), 

não foi observada redução do número de 

espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra após a RAI.  

 

Em células somáticas e no espermatozóide, 

a enzima cálcio-ATPase, localizada na 

membrana plasmática, é importante para a 

manutenção da concentração de cálcio 

intracelular, através do bombeamento desse 

íon para o meio extracelular (Schatzmann, 

1985). A toxicidade do cálcio foi explicada 

por Landim-Alvarenga et al. (2004) que 

sugeriu que uma excessiva entrada de cálcio 

no interior do espermatozóide impediria a 

manutenção da concentração normal de 

cálcio intracelular, e esse aumento poderia 

induzir alterações semelhantes às do 

processo de capacitação espermática, 

conseqüentemente, diminuindo a sua 

longevidade.  Por algum mecanismo não 

conhecido, a maior concentração de 

colesterol no tratamento 2 pode ter 

favorecido este fato. Além disso, é possível 

que o colesterol tenha interagido com o 

cálcio e outros componentes do diluidor de 

congelamento, alterando a concentração de 

solutos na fração de água não congelada 

durante a criopreservação, reduzindo a 

viabilidade espermática (Watson, 1981). 

 

Na Tabela 5, está apresentada a 

porcentagem de espermatozóides com 

membrana plasmática e acrossoma íntegros, 

com acrossoma lesado pós-

 61



descongelamento e após a indução da 

reação acrossômica com ionóforo de cálcio 

A23187, avaliada com as colorações IP e 

FITC-PNA, respectivamente, nos diferentes 

tratamentos.  

 

O ionóforo de cálcio A23187 pode induzir a 

reação do acrossoma mesmo em 

espermatozóides que não foram capacitados 

(Visconti et al., 1999). Essa substância, 

utilizada para induzir a reação do 

acrossoma em muitas espécies de 

mamíferos, induziu com sucesso a reação 

acrossômica em espermatozóides eqüinos 

(Varner et al., 1987). 

 
Tabela 5. Porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática íntegra e acrossoma íntegro, com 

acrossoma lesado pós-descongelamento e com acrossoma lesado pós-RAI com o ionóforo 
de cálcio A23187, do número total de espermatozóides (média ± desvio-padrão). 

Pós-descongelamento  Pós-RAI  

Tratamento 

 

 

Espermatozóides com 
membrana plasmática 

íntegra e acrossoma 
intacto 

 Espermatozóides com membrana 
plasmática íntegra e com 

acrossoma lesado 

 Espermatozóides com 
membrana plasmática 

íntegra e com acrossoma 
lesado 

1  22,2 ± 9,2 b  1,0 ± 1,1 aA  3,5 ± 3,2 aB 

2  31,9 ± 10,1 a  0,9 ± 0,6 aA  2,5 ± 1,8 aB 

3  25,5 ± 12,8 b  0,8 ± 0,7 aA  3,0 ± 2,5 aB 

4  22,6 ± 10,3 b  0,7 ± 0,5 aA  2,5 ± 2,6 aB 

  Tratamento (1): Diluição Kenney (1:1) + centrifugação + ressuspensão INRA 82; (2): Diluição TALP + MβCD-col (15’) + 
tratamento 1; (3): tratamento 2 + [MβCD 1x] pós-descongelamento; (4): tratamento 2 + [MβCD 3x] pós-descongelamento. MβCD-
col: complexo metil-β-ciclodextrina-colesterol. RAI: reação acrossômica induzida; RA: reação acrossômica. a, b: letras diferentes 
na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). A, B: letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05). 

 
 

A figura 10 mostra a quantidade de 

fluorescência emitida pelas células 

espermáticas. O quadrante superior 

esquerdo demonstra os espermatozóides 

emitindo fluorescência vermelha, com 

membrana plasmática lesada e acrossoma 

intacto; o quadrante inferior esquerdo 

representa os espermatozóides que não 

emitiram fluorescência, ou seja, possuíam 

membrana plasmática íntegra e acrossoma 

intacto; já o quadrante superior direito 

mostra as células que emitiram 

fluorescência vermelha e verde, isto é, com 

membrana plasmática e acrossoma lesados; 

por fim, o quadrante inferior direito 

representa os espermatozóides que somente 

emitiram fluorescência verde, 

demonstrando os espermatozóides com 

membrana plasmática íntegra e acrossoma 

lesado. 

 

A maior porcentagem de espermatozóides 

com membrana plasmática íntegra e 

acrossoma intacto pós-descongelamento 

avaliados com a coloração IP e FITC-PNA, 

respectivamente, através da citometria de 
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fluxo foi observada no tratamento 2. Com a 

possível remoção do colesterol (tratamentos 

3 e 4), verificou-se que os espermatozóides 

apresentaram porcentagens semelhantes às 

do tratamento 1 (sem adição de colesterol) e 

inferior ao tratamento 2, sugerindo um 

efeito tóxico da ciclodextrina, como 

discutido anteriormente. 

 

Quando foram avaliadas as porcentagens de 

espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra e acrossoma lesado pós-

descongelamento e após a indução da 

reação acrossômica entre a população total 

de espermatozóides, não houve diferença 

entre os tratamentos, contrariando os relatos 

de que o colesterol reduziria a reação 

acrossômica (Cross, 1996; Davis, 1980; 

Zahn et al., 2002) (Tabela 5). 

 

 A B 

 IP+/PNA+IP+/PNA-
 

 

 

 

 IP-/PNA- IP-/PNA+
 

 

 

 

 

 

Figura 10. Quantidade de fluorescência emitida pela sonda FITC-PNA detectada pelo fotodetector FL-1 

está indicada no eixo X, enquanto a quantidade de fluorescência emitida pela coloração vital IP e 

detectada pelo fotodetector FL-3 está indicada no eixo Y. (A) Pós-descongelamento e (B) Pós-RAI. 
 

Estes resultados confirmam os observados 

no espermatozóide bovino pós-

descongelamento, embora no sêmen fresco  

 

o colesterol tenha reduzido a porcentagem 

de reação acrossômica (Purdy e Graham, 

2004a). Zahn et al. (2002) avaliaram a 
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porcentagem de espermatozóides que 

sofreram a reação acrossômica após a 

indução com o ionóforo de cálcio A23187 

depois do descongelamento do sêmen 

eqüino, contabilizando os espermatozóides 

viáveis e mortos que haviam reagido. Visto 

que a verdadeira reação acrossômica ocorre 

apenas nos espermatozóides vivos (Didion 

et al., 1989), no presente estudo somente 

estes foram considerados reagidos. 

Conseqüentemente, a taxa de reação 

acrossômica foi inferior à relatada naquele 

trabalho.  

 

Taxas superiores de reação acrossômica 

foram relatadas com sêmen fresco eqüino e 

com tempos de incubação superiores ao 

utilizado no presente experimento  (30 min 

x 1 a 3h) (Varner et al., 1987; Christensen 

et al., 1996; Varner et al., 2002). É relatado 

que há grande variação nas taxas de reação 

acrossômica induzida com o ionóforo de 

cálcio A23187 entre os garanhões, 

resultando em alto desvio-padrão para as 

médias (Landim-Alvarenga et al., 2004). 

Entretanto, quando a avaliação da taxa de 

reação acrossômica foi calculada sobre a 

porcentagem de espermatozóides com 

membrana plasmática íntegra, esta sofreu 

uma redução significativa no tratamento 2 

após a indução da reação acrossômica  

(Tabela 6). O colesterol pode ter interferido 

no processo de reação acrossômica induzida 

pelo tratamento com ionóforo de cálcio 

A23187. Possivelmente, o colesterol tornou 

a membrana plasmática mais estável, 

dificultando a entrada do cálcio, levando a 

uma redução da taxa de reação acrossômica 

no tratamento 2. Essa estabilidade da 

membrana plasmática poderia explicar a 

menor fertilidade do grupo de éguas 

inseminadas com sêmen congelado 

adicionado de colesterol (25%) comparado 

ao grupo de éguas inseminadas com sêmen 

congelado convencionalmente (75%), 

descrito por Zahn et al. (2002). Entretanto, 

em bovinos não foi observada diferença 

quanto à taxa de fertilidade in vivo e in vitro 

quando houve adição de colesterol ao 

sêmen, comparado ao controle (Purdy e 

Graham, 2004a). Outros trabalhos relataram 

que o colesterol reduz a taxa de reação 

acrossômica espontânea (Cross, 1996; 

Davis, 1980), o que não foi observado no 

presente experimento. 
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Tabela 6. Porcentagens de espermatozóides com acrossoma lesado do número de espermatozóides com 
membrana plasmática íntegra pós-descongelamento e pós-RAI (média ± desvio-padrão). 

                     Taxa de espermatozóides com acrossoma lesado / espermatozóides com membrana plasmática 

íntegra (%) 

Tratamento  Pós-descongelamento  Pós-RAI 

1  4,3 ± 4,9 aA  16,5 ± 11,0 aB 

2  3,2 ± 1,9 aA  9,3 ± 5,9 bB 

3  4,7 ± 6,7 aA  11,3 ± 7,1 abB 

4  4,2 ± 4,7 aA  11,8 ± 9,9 abB 

Tratamento (1): Diluição Kenney (1:1) + centrifugação + ressuspensão INRA 82; (2): Diluição TALP + MβCD-col (15’) + 
tratamento 1; (3): tratamento 2 + [MβCD 1x] pós-descongelamento; (4): tratamento 2 + [MβCD 3x] pós-descongelamento. MβCD-
col: complexo metil-β-ciclodextrina-colesterol. RAI: reação acrossômica induzida. RA: reação acrossômica a, b: letras diferentes na 
mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05). A, B: letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05). 

 
 
Em humanos (Sugkraroek et al., 1991) e 

eqüinos  (Brinsko et al., 2007), foi sugerido 

que alta proporção de 

colesterol:fosfolipídios na membrana 

plasmática dos espermatozóides poderiam  

contribuir para a infertilidade . A razão 

colesterol:fosfolipídios nas células 

espermáticas de pacientes com infertilidade 

idiopática é aproximadamente o dobro 

daquela encontrada em doadores férteis 

(Sugkraroek et al., 1991). Espermatozóides 

de homens normospérmicos e de garanhões 

subférteis não foram capazes de fecundar 

oócitos in vitro e de sofrer reação 

acrossômica induzida pelo ionóforo de 

cálcio A23187, respectivamente. Estes 

apresentavam um conteúdo anormalmente 

alto de colesterol ou uma perda 

excessivamente lenta (Benoff et al., 1993; 

Brinsko et al., 2007). A remoção do 

colesterol é fundamental para a capacitação 

e embora a função do colesterol no 

processo de capacitação espermática in vivo 

não esteja totalmente compreendida, ela 

está fortemente relacionada à capacitação in 

vitro (Visconti et al., 1999). 

 

O colesterol causa uma diminuição seletiva 

na permeabilidade da membrana plasmática 

aos cátions (Yeagle, 1985), concordando 

com a sugestão de que a remoção do 

colesterol da membrana plasmática dos 

espermatozóides poderia aumentar a 

permeabilidade do espermatozóide a certos 

íons como o cálcio, que é capaz de 

estimular a adenilciclase espermática 

(Visconti et al., 1999). Uma vez retirado o 

colesterol inserido antes do congelamento, 

uma possível indução da capacitação 

espermática e de reação acrossômica 

poderia se iniciar.   

 

Possivelmente, as duas concentrações de 

MβCD utilizadas para a remoção do 

colesterol da membrana plasmática dos 

espermatozóides, tenham sido suficientes 
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para que a porcentagem de espermatozóides 

que reagiram a indução da reação 

acrossômica com o ionóforo de cálcio 

A23187 não diferissem do tratamento 1 

(Tabela 6). Por outro lado, não foi o 

suficiente para diferir do tratamento 2, em 

que não houve a remoção do colesterol pós-

descongelamento.  

 

Foi sugerido que dificilmente se 

estabeleceria um protocolo capaz de retirar 

apenas a quantidade adicional de colesterol, 

restaurando as concentrações fisiológicas 

(Zahn et al., 2002). No entanto, em trabalho 

realizado com células miometriais, foi 

possível retirar o colesterol das membranas 

plasmáticas e, posteriormente, adicioná-lo, 

restaurando os níveis fisiológicos (Klein et 

al., 1995).  

 

Possivelmente, a concentração de colesterol 

remanescente na membrana plasmática 

pode não ter sido inferior a fisiológica, pois 

maiores concentrações de metil-β-

ciclodextrina poderiam retirar uma maior 

quantidade de colesterol da membrana 

plasmática, promovendo um aumento da 

taxa de reação acrossômica nos 

espermatozóides pós-RAI com ionóforo de 

cálcio A23187, comparada ao tratamento 1. 

Por outro lado, poderia reduzir ainda mais a 

viabilidade espermática (Visconti et al., 

1999). Outra alternativa, seria prolongar o 

tempo de incubação da metil-β-

ciclodextrina com o sêmen descongelado, 

promovendo maior taxa de remoção do 

colesterol da membrana plasmática, com o 

equilíbrio voltado para o lado do complexo 

de inclusão MβCD-colesterol (Atger et al., 

1997). Todavia, um aumento do tempo 

entre o descongelamento do sêmen e a 

inseminação artificial poderia prejudicar a 

viabilidade espermática, visto ser um fator 

fundamental para o sucesso da utilização do 

sêmen criopreservado (Watson, 2000). 

 

A incorporação de colesterol na membrana 

plasmática do espermatozóide eqüino 

aumentou a viabilidade dos 

espermatozóides pós-descongelamento. No 

entanto, reduziu as taxas de reação do 

acrossoma. Visto que a taxa de reação 

acrossômica induzida in vitro pode ser 

indicativo da fertilidade in vivo (Landim-

Alvarenga et al., 2004; Brinsko et al., 

2007), mais estudos devem ser realizados 

para aumentar a taxa de reação acrossômica 

in vitro sem que haja redução da viabilidade 

espermática. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Nas condições em que se realizou o 

presente experimento e com base nos 

resultados obtidos, foi possível concluir 

que: 
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1. A inclusão de colesterol nas 

membranas dos espermatozóides 

eqüinos promove o aumento da 

integridade da membrana 

plasmática pós-descongelamento; 

 

2. A incorporação de colesterol na 

membrana mitocondrial beneficiou 

a produção de energia dos 

espermatozóides móveis; 

 

3. A adição de colesterol no meio 

diluidor reduz a capacidade de 

reação do acrossoma das células 

espermáticas descongeladas, após 

indução com ionóforo de cálcio.  

 

4. A ciclodextrina exerce um efeito 

tóxico sobre a viabilidade 

espermática; 

 

5. A indução da remoção do colesterol 

da membrana plasmática, da 

maneira como foi realizada, não 

melhora a qualidade do sêmen 

eqüino congelado adicionado de 

colesterol. 
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7. ANEXOS 
 
Anexo 1 

MEIOS DILUIDORES 
 
Meio Kenney - Kenney et al. (1975) 

Componente Quantidade 
Glicose 49g 
Leite em Pó (desnatado) 24g 
Penicilina 1.5x106 UI 
Estreptomicina 1.5g 
pH 6,8 
Osmolaridade 392 mOsm 
Volume final (1 litro)  

 
Meio INRA 82 - Vidament et al. (1997) 

Componente Quantidade 
Leite desnatado UHT 500ml 
Glicose 25g 
Lactose 1.5g 
Rafinose 1.5g 
Citrato de Sódio 0.25 
Citrato de Potássio o.41g 
Hepes 4.76g 
Gema de ovo 20 ml (0,2%) 
Glicerol 25 ml (2,5 % ) 
Sulfato de gentamicina 50 mg 
Penicilina G 50.000 UI 
pH 6,64 
Osmolaridade 356 mOsm 
Volume final (1 litro)  

 
Meio TALP – Bavister e Yanagamachi (1977) modificado por Christensen (1996) 

Componente Quantidade 
NaCl 5,844 g/L 
KCl 0,2 g/L 
NaHCO3 0,84 g/L 
NaH2PO4 0,048 g/L 
Na-lactato syrup 2,802 g/L 
MgCl2 (anidro) 0,047 g/L 
HEPES 6 g/L 
Glicose 1,087 g/L 
Na-Piruvato 10 ml 
BSA 6 g/L 
Água destilada 1000 ml 
pH 7,2 
Osmolaridade 280 mOsm 
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Anexo 2 
FICHA DO EXPERIMENTO 

 
Dados da propriedade/proprietário 
Nome:                                                                    Telefone: 
Endereço: 
Nome da propriedade: 
 
Dados do animal 
Data da coleta:                                                                       Hora da coleta: 
Nome:                                                 Raça:                                        Idade: 
 
Características Físicas do sêmen: 
Volume:                                                 Volume sem gel: 
Motilidade Total:                                   Motilidade Progressiva: 
Vigor:                                                     Concentração: 
Morfologia: 
 
T1: Tratamento Convencional (Kenney); massinha verde. 
T2: Tratamento Colesterol (com colesterol); massinha vermelha. 
C-2: Tratamento Controle (sem colesterol); massinha azul. 
 

Motilidade / Vigor Avaliação após... 
T1 (Conv.) T2 (Col.) C-2 (Cont.) 

Diluição em Kenney    
Diluição em TALP ---------------------   
Incubação em TALP/CLC ---------------------   
Centrifugação/diluição  INRA 82    
 
Concentração após centrifugação (1700 rpm x 10min):  
Número de palhetas congeladas por tratamento: (T1: T2: C-2:) 
 
Análises Laboratoriais: 

ANÁLISES T1 
(Convencional) 

T2  
(Colesterol) 

T3  
([MβCD1x]) 

T4 
([MβCD3x]) 

Motilidade     
Morfologia     

Integridade funcional 
da membrana (HOST) 

    

Viabilidade (IP)     

Integridade do 
acrossoma (PNA) 

    

Indução da reação 
acrossômica (RAI) - 

Ca ionóforo 

    

Observações: 
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Anexo 3 
 

PROTOCOLO FITC-PNA/IP – CITOMETRIA DE FLUXO 
 

• Descongelar a amostra de sêmen a  75˚C por 7 segundos, seguido de imersão em banho-
maria 37˚C por mais 30 segundos; 

 
• Diluir  1:20 em PBS filtrado (0,22 μm) -  250 μL sêmen em 5 mL PBS a 37˚C; 
 
• Misturar 200 μL da suspensão + 15 μL (Conc. final 1,125 μg/mL) da solução trabalho 

de FITC-PNA diluída 1:2; 
 
• Incubar 10 minutos em temperatura ambiente (22˚C); 

 
• Adicionar 1 mL PBS + 30 μL PI e incubar por mais 10 minutos (1,5 mM); 
 
• Fazer a leitura no citômetro de fluxo. 

 
Solução Estoque 
 
1500 μg/mL 
 
Solução Trabalho 
 
100 μL da solução estoque + 1 mL PBS (150 μg/mL) 
 
Acrescentar + 1 mL de PBS e pipetar 15 μL nas amostras (75 μg/mL). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 83



 84 

Anexo 4 
 
 

PROTOCOLO DE REAÇÃO ACROSSÔMICA INDUZIDA (RAI) 
 

 
 
• Descongelar a amostra de sêmen (1 palheta) a 75˚C por 7 segundos, seguido de imersão 

em banho-maria 37˚C por mais 30 segundos; 
 
• Adicionar 5 μL (conc. final 25 nM) da solução trabalho (5μM/mL) em 50 x 106 sptz (1 

palheta); 
 
• Incubar por dois minutos; 

 
• Fazer a leitura com FITC-PNA/PI no citômetro de fluxo. 

 
 
 
Solução Estoque 
 
Misturar 1 mg de cálcio ionóforo + 2mL DMSO  (Concentração: 0,00095 M). 
 
Solução Trabalho 
 
Misturar 5,26 μL + 994,7 μL DMSO (Concentração: 5μM/mL). 
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