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RESUMO 

 

OLIVEIRA, S.N. EFEITO DO GLICEROL E AMIDAS EM DIFERENTES CURVAS 

DE REFRIGERAÇÃO SOBRE A QUALIDADE DO SÊMEN CONGELADO 

EQUINO. Botucatu – SP. 2020, p.90. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”. 

 

Durante o processo de criopreservação os espermatozoides de garanhões sofrem danos 

osmóticos que são irreversíveis. Mesmo utilizando-se as melhores técnicas de 

criopreservação, este processo ainda é prejudicial às células espermáticas sendo em média 

a taxa de sobrevivência espermática em torno de 50%. Além disso, ainda há uma 

porcentagem de espermatozoides sobreviventes portadores de danos subletais, fazendo 

com que seja limitada a capacidade de sobrevivência das células espermáticas após a 

descongelação e como consequência existe uma queda na fertilidade. Está bem 

estabelecido que os espermatozoides de diferentes garanhões domésticos variam 

significativamente em criosensibilidade, este fato pode estar relacionado com o efeito do 

crioprotetor, assim como pode ter relação com o tamanho molecular do crioprotetor 

penetrante e curva de refrigeração utilizada. Enquanto o glicerol continua a ser o 

crioprotetor mais comum para espermatozoides, existem fatores limitantes pelo seu uso, 

incluindo danos na membrana através de um efeito osmótico, sendo assim, as amidas têm 

sido estudas com o objetivo de minimizar os efeitos causados pelo glicerol durante o 

processo de criopreservação, por apresentarem melhor crioproteção da membrana das 

células espermáticas. Sendo assim, a proposta desse trabalho foi avaliar diferentes 

crioprotetores em diferentes curvas de refrigeração sobre a qualidade do sêmen equino. 

Para tanto, o estudo foi realizado para avaliar o efeito dos crioprotetores glicerol, 

metilformamida, dimetilformamida e dimetilacetamida em concentração a 5% em quatro 

curvas de refrigeração: 1°C/min-1, 0,25°C/min-1, 4°C/min-1 com estabilização à 5°C de 

15min e 75min em refrigeração automática através da Mini-Digitcool ZH 400. Como 

resultado, o glicerol foi o crioprotetor que possibilitou melhor motilidade progressiva 

assim como alto potencial mitocondrial, apesar disso, esse crioprotetor provocou mais 

lesões a membrana plasmática. Por outro lado, a dimetilformamida foi o crioprotetor que 

melhor protegeu a membrana das células espermáticas pós-descongelação. A curva que 

possibilitou melhor viabilidade espermática em associação da cinética, potencial 

mitocondrial e integridade da membrana foi a curva de 1°C/min-1.   

 

Palavras-chave: criopreservação, taxa de refrigeração, garanhão, espermatozoide, 

crioprotetores. 
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ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, S.N. EFFECT OF GLYCEROL AND AMIDES ON DIFFERENT 

COOLING RATES ON THE QUALITY OF FROZEN EQUINE SPERM. Botucatu – 

SP. 2020 p.90. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 

 

During the cryopreservation process, sperm from stallions suffer osmotic damage that is 

irreversible. Even using the best cryopreservation techniques, this process is still harmful 

to sperm cells, with an average sperm survival rate of around 50%. In addition, there is 

still a percentage of surviving sperm with sublethal damage, causing the sperm cells' 

ability to survive after thawing to be limited and as a consequence there is a fall in fertility. 

It is well established that sperm from different domestic stallions vary significantly in 

cryosensitivity, this fact may be related to the effect of the cryoprotectant, as well as it 

may be related to the molecular size of the penetrating cryoprotectant and the cooling 

curve used. While glycerol remains the most common cryoprotectant for sperm, there are 

limiting factors for its use, including damage to the membrane through an osmotic effect, 

so amides have been studied with the aim of minimizing the effects caused by glycerol 

during cryopreservation process, as they present better cryoprotection of the sperm cell 

membrane. Thus, the purpose of this work was to evaluate different cryoprotectants in 

different refrigeration curves on the quality of equine semen. To this end, the study was 

carried out to evaluate the effect of cryoprotectants glycerol, methylformamide, 

dimethylformamide and dimethylacetamide in concentration at 5% in four refrigeration 

curves: 1°C/min-1, 0.25°C/min-1, 4°C/min-1 with stabilization at 5°C for 15min and 75min 

in automatic refrigeration through Mini-Digitcool ZH 400. As a result, glycerol was the 

cryoprotectant that enabled better progressive motility as well as high mitochondrial 

potential. cryoprotectant caused more damage to the plasma membrane. On the other 

hand, dimethylformamide was the cryoprotectant that best protected the membrane of 

sperm cells after thawing. The curve that enabled better sperm viability in association 

with kinetics, mitochondrial potential and membrane integrity was the 1°C/min-1 curve. 

 

Key-words: cryopreservation, cooling rate, stallion, sperm, cryoprotectants. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O transporte do sêmen congelado é utilizado como uma alternativa para longas 

distâncias de forma prática e confiável (LOOMIS; GRAHAM, 2008), além de ser um 

banco seguro do material genético permitindo o uso dos garanhões após a morte (MOORE 

et al., 2005). Em relação à fertilidade, o sêmen congelado possui uma fertilidade reduzida 

em comparação ao sêmen fresco e o refrigerado (MOORE et al., 2005; LOOMIS; 

GRAHAM, 2008), sendo este um dos entraves da utilização do sêmen congelado por 

parte dos proprietários de cavalos (MOORE et al., 2005; AVANZI et al., 2015). A sua 

utilização gera maiores custos (LOOMIS; GRAHAM, 2008) e necessita de um 

acompanhamento mais preciso do ciclo da égua até o momento da ovulação (AVANZI et 

al., 2015).  

A existência de uma variação individual na fertilidade do sêmen congelado entre 

garanhões (MANN; LUTWAK-MANN, 1981; BRINSKO et al., 2000; AKCAY et al., 

2006; KARESKOSKI et al., 2010), demonstra a necessidade de investigar quais fatores 

estão relacionados com a melhora da viabilidade, nesse grupo de indivíduos que possuem 

baixa fertilidade após a criopreservação (KARESKOSKI, 2011; OLIVEIRA, 2016).  

Tal fato pode estar relacionado à resistência da membrana espermática durante a 

congelação e descongelação. Em diferentes espécies os crioprotetores apresentam 

diferentes resultados pós-descongelação, entretanto na espécie bovina o glicerol (GLY) é 

o crioprotetor que confere uma melhor crioproteção espermática (PRIEN; IACOVIDES, 

2016). Embora o GLY seja usado quase que universalmente para criopreservação de 

espermatozoides de garanhões (GRAHAM, 1996; ALVARENGA et al., 2005; MOORE 

et al., 2005; STZEIN et al., 2018), outros crioprotetores também têm sido utilizados, 

dentre eles: metilformamida (MF), dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida (DMA), 

mostrando resultados superiores durante a criopreservação (SQUIRES et al., 2004; 

GOMES et al., 2002; ALVARENGA et al., 2005; PUKAZHENTHI et al., 2014; 

OLDENHOF et al., 2017). 

Os espermatozoides de diferentes garanhões variam significativamente a 

criosensibilidade (VIDAMENT et al., 1997; LOOMIS, 2001; RODRIGUEZ et al., 2011; 

PUKAZHENTHI et al., 2014; OLIVEIRA, 2016). Esse fato, pode estar relacionado a 

menor resistência a criopreservação em algumas raças de equino (GOMES et al., 2002; 

MEDEIROS, 2003; ALVARENGA et al., 2005; FREITAS, 2015), possivelmente 
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relacionado a composição do fosfolipídio da membrana plasmática nesse grupo de 

animais (CABRERA et al., 2018). 

O desafio principal na criopreservação dos gametas masculino em todas as 

espécies, inclusive em equinos, está relacionado ao fator tóxico desencadeado pelos 

crioprotetores durante a remoção da água da célula e minimizar o efeito do choque 

osmótico para os espermatozoides (BALL; VO, 2001; MEYERS, 2005; GLAZAR et al., 

2009; PUKAZHENTHI et al., 2014). 

Por outro lado, apesar do GLY ser o crioprotetor mais utilizado na criopreservação 

espermática, existem relatos da limitação do seu uso por causar danos à membrana através 

do efeito osmótico (GARCÍA et al., 2012). A busca por alternativas de agentes 

crioprotetores como as amidas (MF, DMF e DMA) estão sendo estudadas, ao longo de 

muitos anos (SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005; PUKAZHENTHI et al., 

2014) estes agentes possuem estrutura molecular menores que a estrutura molecular do 

GLY, possivelmente, estas possam facilitar e acelerar a permeabilização da membrana 

espermática, permanecendo a célula exposta por um curto intervalo pré-refrigeração e 

diminuir assim o efeito tóxico aos espermatozoides (PUKAZHENTHI et al., 2014). 

Entretanto, não foram encontrados estudos para determinar qual a melhor taxa de 

refrigeração para os diferentes crioprotetores (GLY, MF, DMF e DMA). Sendo assim, 

faz-se necessário esclarecer qual seria a melhor curva de refrigeração e como cada um 

deles se comportariam em termos de cinética e viabilidade espermática durante o processo 

de congelação de espermatozoides equinos. Sendo assim, essa revisão tem por objetivo 

entender os princípios da criopreservação e os principais fatores que podem prejudicar as 

células espermáticas durante esse processo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Histórico da criopreservação do sêmen  

 

O primeiro relato sobre criopreservação de sêmen e inseminação artificial foi 

realizado na especie canina, pelo padre e filosofo italiano Spallanzani (1776) descrito por 

Sztein et al. (2018). Os espermatozoides foram as primeiras células em mamíferos a serem 

criopreservadas com sucesso a temperatura de -79°C, demonstrando a propriedade 

crioprotetora do GLY (SMITH, 1946 descrito por SZTEIN et al. (2018)). Anos depois foi 

relatado o nascimento do primeiro bezerro resultante da inseminação com sêmen 
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congelado segundo metodologia de Smith e Polge (POLGE; ROWSON, 1952). Após 

esses acontecimentos, tornou-se possivel a criopreservação de sêmen em mamiferos. Nos 

equinos, a primeira prenhez relatada, utilizando sêmen congelado aconteceu no ano de 

1957 (BARKER; GANDIER, 1957). No entanto, muitos aspectos sobre a congelação do 

sêmen equino ainda permanecem desconhecidos (KÚTVÖLGYI, 2012).  

Paolo Mantegazza (1831-1910), um médico, cientista, antropólogo, político e 

intusiasta, teve seu principal feito ao resfriar espermatozoides de humano e rã a 

temperatura de -14 e -17°C (SZTEIN et al., 2018). Paolo Mantegazza em 1986 foi um 

visionário quando pensou na possibilidade de existência de um banco de sêmen, desta 

forma, ele chegou a seguinte conclusão: “se o sêmen do humano conseguiu permanescer 

inalterado por quatro dias em gelo, isso pode ser um grande passo para a ciência futura, 

no sentido de se melhorar as raças de bovinos e equinos, sem que esses animais sejam 

tansportados, assim, poderá ser possível a realização da inseminação com o sêmen 

congelado desses animais”(SZTEIN et al., 2018). 

Um importante filósofo e cientista Irlandês de nome Robert Boyle, publicou em 

1662 o que entendemos hoje sobre a lei de Boyle, a qual demonstra que um gás estando 

em um recipiente adequado, quando recebe uma pressão maior o seu volume diminui 

proporcionalmente a pressão aplicada, revisado por Sztein et al. (2018), esta observação 

então foi extrapolada para a criopreservação de células (LEIBO, 2004). Desta forma, em 

dias atuais sabe-se que os crioprotetores, classificados unicamente como polialcois na 

concentrção de 1 a 1,5 Mol em uma solução, tem a capacidade de proteger as células 

durante a refrigeração, graças ao deslocamento da água do meio intracelular para o 

extracelular, evitando-se assim formação de cristais de gelo (MAZUR, 1963; MAZUR et 

al., 1972; SZTEIN et al., 2018). Para entendimento de forma mais compreensível, os 

crioprotetores possuem uma osmolaridade de ~1200mOsm/Kg H2O, as células possuem 

uma osmolaridade de ~300mOsm/Kg H2O, desta forma, para equilibrar a pressão externa, 

as células liberam água para o meio externo e incorpora os crioprotetores para equilibrar 

a pressão osmótica, consequentemente a célula reduz o seu volume ou encolhe (SZTEIN 

et al., 2018). 

A primeira vez em que o GLY foi descrito como crioprotetor, assim como outros 

grandes achados da ciência aconteceu por acaso (POLGE et al., 1949). Tudo começou 

com uma garrafa rotulada erroneamente com laevulose (frutose) a qual, preservou a 

motilidade do sêmen de galos após mantida em freezer a -79°C. Ao desconfiar do real 

conteúdo da garrafa realizou-se uma análise na qual foi evidenciado a presença de 10% 
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de GLY e 1% de albumina, essa nada mais era que a solução de albumina de Meyer usada 

para fixar esfregaço antes da coloração (POLGE et al., 1949; SZTEIN et al., 2018). Essa 

descoberta marca o inicio de uma nova era na criopreservação, graças à adição do GLY 

é possivel criopreservar espermatozoides de quase todas as espécies (SZTEIN et al., 

2018). 

As amidas foram mensionadas como sendo moleculas que tinham a 

capacidade de crioproteção das células biológicas em 1966 (NASH, 1966). A partir dai 

Nagase et al. (1972), utilizaram a formamida para criorpeservação de 

espermatozoides de touros e concluiram uma boa criopreservação das células 

espermáticas. A acetamida demonstrou resultados eficientes na criopreservação de 

sêmen de coelhos (HANADA; NAGASE, 1980; DALIMATA; GRAHAM, 1997). 

Em garanhões as amidas foram usadas como agente crioprotetor em comparação ao 

glicerol pela primeira vez por Keith (1998), posteriormente o seu uso promoveu 

resultados satisfatórios na criopreservação dos gametas masculinos nesta espécie 

(ALVARENGA et al., 2000, ALVARENGA et al., 2002; PAPA et al., 2002; 

MEDEIROS et al., 2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005). 
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Conclusão  681 

 682 

Como conclusão, o glicerol foi o crioprotetor que apresentou a melhor motilidade 683 

progressiva e mais alto potencial mitocondrial independente da curva utilizada. A 684 

metilformamida apresentou resultados intermediários de motilidade progressiva, alto 685 

potencial mitocondrial e estabilidade da membrana plasmática. A dimetilformamida 686 

mostrou ser o crioprotetor que conferiu maior proteção a membrana plasmática dos 687 

espermatozoides. A melhor curva para criopreservação foi 1°C/min-1, preservando assim 688 

a velocidade da cinética, estabilidade da membrana plasmática e o alto potencial 689 

mitocondrial independente do crioprotetor utilizado. Em adição, mais pesquisas com a 690 

criopreservação do sêmen de garanhões com a associação entre o crioprotetor com que 691 

confere mais alta velocidade de cinética e alto potencial mitocondrial com o crioprotetor 692 

que melhor protege a membrana das células na curva de refrigeração de 1°C/min-1. 693 
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