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ROCHA, A.S. Efeito da adição da asolctina e fosfatidilcolina de soja em 
meio à base de gema de ovo sobre os parâmetros espermáticos e 
fertilidade de sêmen congelado de garanhões. Botucatu, 2012. 77p. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 

RESUMO 
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição da asolctina de soja 

ou da fosfatidilcolina de soja em diluente à base de gema de ovo sobre os 

parâmetros espermáticos e índices de fertilidade de sêmen congelado de 

garanhões. No Experimento I, dezenove ejaculados de três garanhões foram 

submetidos ao processo de criopreservação utilizando três diluentes de 

congelação: Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja 

(BC+Ac) e Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc), para 

posterior avaliação dos parâmetros de cinética espermática e integridade de 

membrana plasmática. No Experimento II, comparou-se a taxa de fertilidade 

referente aos três meios de congelação por meio de inseminação artificial das 

éguas com “pool” de espermatozoides dos três garanhões. Não houve 

diferença significativa no que se refere aos parâmetros espermáticos (P<0,05) 

de motilidade total (69,16±9,28; 64,63±11,05; 68,47±7,92), motilidade 

progressiva (25,00±5,43; 23,26±5,63; 26,16±5,50), integridade de membrana 

plasmática (39,37±8,82; 39,95±9,52; 41,63±9,24) e índice de concepção 

(46,7%, 13,3%, 37,5%) entre os meios BC, BC+Ac e BC+Fc, respectivamente. 

Entretanto, existiu uma tendência a maior (P>0,05) taxa de fertilidade do 

diluente Botu-Crio® quando comparado ao meio adicionado de asolctina de 

soja. Diante dos resultados encontrados, conclui-se que tanto a adição da 

asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® 

apresenta a mesma eficácia que o diluente Botu-Crio® convencional na 

criopreservação de sêmen equino. 

Palavras-chave: criopreservação, garanhão, lecitina de soja, sêmen 
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ROCHA, A.S. Effect of the addition of soybean asolectin and 
phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters 
and fertility of frozen stallion semen. Botucatu, 2012. 77p. Dissertação 
(Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 
 

ABSTRACT 
The aim of this study was to evaluate the effect of addition of soybean asolectin 

and phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters 

and fertility rates of frozen stallion semen. In Experiment I, nineteen ejaculates 

from three stallions were submitted to cryopreservation process using three 

freezing extenders: Botu-Crio™ (BC), Botu-Crio™ with soybean asolectin 

(BC+Ac) and Botu-Crio™ with soybean phosphatidylcholine (BC+Fc), for further 

evaluation of kinetic parameters and sperm plasma membrane integrity. In 

Experiment II, the fertility rates from the three freezing extenders were 

compared through artificial insemination in mares using a sperm “pool” of three 

stallions.  No significant differences were found on sperm parameters (P<0.05) 

of total motility (69.16±9.28; 64.63±11.05; 68.47±7.92); progressive motility 

(25.00±5.43; 23.26±5.63; 26.16±5.50); plasma membrane integrity (39.37±8.82; 

39.95±9.52; 41.63±9.24) and fertility rates (46.7%, 13.3%, 37.5%), for the BC, 

BC+Ac and BC+Fc groups, respectively. However, the tendency toward higher 

(P>0.05) fertility rates in Botu-Crio™ (BC) freezing extender than the freezing 

extender containing soybean asolectin (BC + Ac). Based in these results, it is 

concluded that the both addition of soybean asolectin and phosphatidylcholine 

to Botu-Crio™ freezing extender has the same effectiveness as the conventional 

Botu-Crio™ used in the cryopreservation of equine semen.    

Keywords: cryopreservation, stallion, soybean lecithin, semen 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 A equinocultura brasileira destaca-se pelo seu patrimônio genético e seu 

desempenho no cenário hípico internacional. Acompanhando a evolução deste 

setor, o desenvolvimento das biotécnicas de reprodução assistida tem 

despertado um crescente interesse entre criadores, associações e a 

comunidade científica. 

 Uma das técnicas mais antigas relacionada à reprodução é a 

criopreservação de sêmen, que visa manter a integridade estrutural e a 

viabilidade das células espermáticas após submetê-las a baixas temperaturas e 

armazená-las a -196ºC (CAVALCANTE et al., 2006). Sua descoberta ocorreu 

casualmente quando Polge et al. (1949) observaram que ao adicionar glicerol 

ao diluente de congelação, a motilidade dos espermatozoides era preservada 

após a descongelação do sêmen. O primeiro relato de prenhez com sêmen 

congelado equino foi descrito por Barker e Gandier (1957), que utilizaram 

espermatozoides provenientes do epidídimo. 

A criopreservação de sêmen é uma biotecnologia de grande impacto na 

indústria equina, uma vez que permite a maximização do potencial genético do 

reprodutor, permitindo maior número de descendentes de garanhões de alto 

valor genético, bem como o armazenamento de material genético de animais 

que não possam, temporária ou permanentemente, ser utilizados com fins 

reprodutivos; reduz os custos de transporte e aumenta o controle de doenças 

sexualmente transmissíveis (SQUIRES et al., 1999). 

 Apesar das inúmeras vantagens na utilização do sêmen congelado, seu 

uso tem sido limitado pela redução da fertilidade ocasionada durante o 

processo de congelação-descongelação do sêmen de alguns garanhões 

(SQUIRES et al., 2004), havendo diminuição na viabilidade da célula 

espermática (WATSON, 2000; ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2009). Os 

garanhões podem ser classificados como bons congeladores ou maus 

congeladores, de acordo com as características de motilidade espermática pós-

descongelação (HOFFMAN et al., 2011), podendo ocorrer variações não 

apenas entre diferentes garanhões, mas entre ejaculados de um mesmo 

reprodutor.   
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 Os fatores que afetam a fertilidade e viabilidade dos espermatozoides 

incluem o manejo inadequado do botijão de sêmen, falhas no processo de 

congelação e descongelação e a variação individual na congelabilidade. Os 

danos causados na estrutura e na funcionalidade da célula espermática 

durante o processo de criopreservação estão diretamente relacionados às 

alterações de temperatura, ao estresse tóxico e osmótico pela exposição aos 

crioprotetores e à formação e dissolução de cristais de gelo (WATSON, 2000).  

 As crioinjúrias evidenciam-se na perda seletiva de permeabilidade e 

integridade da membrana plasmática, acrossomal e função mitocondrial 

(PARKS e LYNCH, 1992), acompanhadas de prejuízo nos parâmetros de 

vitalidade, motilidade e potencial fertilizante (VIDAMENT et al., 1997; 

BLOTTNER et al., 2001). Na tentativa de minimizar os danos causados pelo 

choque térmico, formação de cristais, desidratação celular e estresse tóxico e 

osmótico e, consequentemente, maximizar a sobrevida do gameta, diversos 

protocolos de congelação vêm sendo estudados e aprimorados (JASKO, 1994; 

AMORIM, 2006).  

 Os diluidores de sêmen são constituídos por substâncias que permitem 

a preservação da integridade da membrana plasmática mediante a 

estabilização do pH do meio, a neutralização de produtos tóxicos produzidos 

pelos espermatozoides, a proteção contra o choque térmico, a manutenção do 

equilíbrio eletrolítico e osmótico, a inibição do crescimento bacteriano e o 

fornecimento de energia (FURST, 2006). Os aspectos que determinam o 

sucesso da criopreservação são a toxicidade e o estresse osmótico que as 

células espermáticas são expostas quando utilizadas altas concentrações de 

crioprotetores (ALVARENGA et al., 2005), sendo a gema de ovo, o leite e o 

glicerol os mais comumente encontrados nos meios de congelação.  

 O leite e a gema de ovo auxiliam na estabilização da membrana 

plasmática durante os ciclos de congelação e descongelação, prevenindo as 

injúrias causadas pelo choque térmico (ARIFIANTINI e YUSUF, 2010). 

Entretanto, por questões ligadas ao risco de veiculação de agentes 

contaminantes, diluidores a base de lecitina de soja tem sido testados para 

substituir os componentes de origem animal nos meios de congelação de 

sêmen e para otimizar a qualidade do mesmo. 
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Os diluentes de congelação compostos por lecitina de soja têm sido 

incluídos em experimentos realizados com sêmen de diversas espécies e os 

resultados promissores incentivam ainda mais a busca pela concentração ideal 

deste componente para minimizar os danos provocados pelo processo de 

criopreservação (HINSCH et al., 1997; GIL et al., 2003a; RICKER et al., 2006; 

FELÍCIO et al., 2007; JEYENDRAN et al., 2008; REED et al., 2009; 

FOROUZANFAR et al., 2010; PAZ et al., 2010; AKHTER et al., 2010; AKHTER 

et al., 2011; PAPA et al., 2011; KASIMANICKAM et al., 2011; KMENTA et al., 

2011). 

A busca pela concentração ideal de lecitina de soja para substituição da 

gema de ovo não é almejada apenas para atingir melhores parâmetros 

espermáticos e índices de concepção do sêmen equino congelado, mas 

também, por ser fundamental para facilitar o trânsito de material genético de 

garanhões de alto potencial sem que haja preocupação com as barreiras 

sanitárias, evitando o risco de contaminação microbiana e introdução de 

doenças exóticas na comercialização entre diferentes países. Apesar dos 

diversos estudos envolvendo diluentes livres de componentes de origem 

animal, pouco se conhece sobre a associação entre os lipídeos da lecitina de 

soja e os lipídeos da gema de ovo nos meios de congelação de sêmen equino. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Célula espermática 
 

 O espermatozoide é uma célula altamente especializada, cuja 

característica estrutural é voltada para sua atividade funcional única: asseverar 

a liberação do material genético presente no núcleo da célula espermática para 

o oócito, onde ocorre a união dos pronúcleos masculino e feminino, formando o 

zigoto (EDDY e O’BRYAN, 1994; AURICH, 2005). 

 Morfologicamente, a célula espermática é constituída por duas 

estruturas distintas: a cabeça e a cauda, ambas revestidas pela membrana 

plasmática, também denominada plasmalema (GARNIER e HAFEZ, 2003; 

COSTA e PAULA, 2003).  

A cabeça acomoda o DNA da célula e apresenta como principal função a 

liberação de uma série haploide de cromossomos para o oócito (MORTIMER et 

al., 1997). Entre a região anterior do núcleo espermático e a membrana 

plasmática encontra-se o acrossoma, estrutura de dupla parede que contém 

enzimas hidrolíticas atuantes no processo de fertilização (GARNIER e HAFEZ, 

2003; OLIVEIRA, 2007).  

A cauda ou flagelo desempenha a função de promover motilidade ao 

espermatozoide (SUTOVSKY e MANANDHAR, 2006) possibilitando sua 

migração pelo trato reprodutivo feminino e, consequentemente, sua chegada 

ao oocito (MORTIMER et al., 1997). É subdividida em quatro segmentos: colo, 

que conecta a cabeça do espermatozoide à cauda, propriamente dita; peça 

intermediária, que contém mitocôndrias em seu interior produzindo energia 

necessária à movimentação espermática; peça principal, que fornece a 

estabilidade dos elementos contráteis da cauda; e peça terminal, que contém 

apenas o axonema central recoberto pela membrana plasmática (GARNIER e 

HAFEZ, 2003; SUTOVSKY e MANANDHAR, 2006; EDDY e O’BRYAN, 1994). 

Para que ocorra a fecundação, o espermatozoide deve apresentar pelo 

menos quatro características pós-descongelação: metabolismo para a 

produção de energia; motilidade progressiva; enzimas acrossomais intactas, 

necessárias à penetração do espermatozoide por meio das estruturas que 
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circundam o oócito; e proteínas de membrana plasmática, fundamentais para a 

sobrevivência da célula espermática no trato reprodutivo da fêmea e para que 

ocorra a junção da mesma ao oócito no momento da fecundação (AMMAN e 

PICKET, 1987; PICKET e AMMAN, 1992).  

  

2.2 Membrana plasmática 
 

 A membrana plasmática envolve toda a célula espermática unindo seus 

componentes intracelulares e organelas e mantendo um gradiente químico de 

íons e outros componentes solúveis por meio de sua permeabilidade (SILVA e 

GADELLA, 2006; ALMEIDA, 2006; BRANDÃO, 2008). É heterogênea e 

consiste de cinco domínios que possuem composição e função distintas: 

acrossoma, segmento equatorial, segmento basal, domínio da peça 

intermediária e domínio da cauda (LADHA, 1998; AURICH, 2005; EDDY e 

O’BRYAN, 1994). 

 As membranas celulares são formadas por três classes de moléculas: os 

lipídeos, responsáveis pela integridade estrutural; as proteínas, responsáveis 

pelos processos dinâmicos (ALMEIDA, 2006); e os carboidratos, que 

aumentam o caráter hidrofílico e estabilização da estrutura da membrana 

(DARNELL et al., 1990; ALMEIDA, 2006).  

O modelo estrutural básico da membrana plasmática (Figura 1) é 

composto por lipídeos e proteínas organizados em uma bicamada lipídica 

contendo moléculas de fosfolipídeos polares, distribuídos assimetricamente e 

de característica anfipática, ou seja, apresentando uma extremidade hidrofílica, 

orientada para o meio externo e uma extremidade hidrofóbica, orientada para o 

meio interno (SQUIRES et al., 1999; ALBERTS et al., 2004; OLIVEIRA, 2007). 

Este arranjo forma uma barreira hidrofóbica pela qual a água e as moléculas 

nela dissolvidas passam com dificuldade. As moléculas geralmente atravessam 

ou são transportadas por meio dos canais ou poros formados pelas proteínas 

que estão intercaladas aos lipídeos (HOOGEWIJS, 2010). 

Os principais constituintes da membrana plasmática do espermatozoide 

são os fosfolipídeos, os glicolipídeos e os esteroides. Os fosfolipídeos são os 

mais abundantes, principalmente, fosfatidilcolina, esfingomielina, 
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fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (PARKS e LYNCH,1992; FURST, 2006). 

Os dois primeiros encontram-se dispostos no folheto externo da bicamada 

lipídica, enquanto os dois últimos, no folheto interno (LADHA, 1998; SILVA e 

GUERRA, 2011). O colesterol, esteroide predominante, estabiliza a membrana 

preenchendo os espaços entre as cadeias de ácidos graxos de fosfolipídeos 

(PARKS e GRAHAM, 1992; SQUIRES et al., 1999). A remoção do colesterol da 

membrana plasmática provoca sua desestabilização e, consequentemente, a 

reorganização dos componentes da bicamada, incluindo a redistribuição de 

proteínas integrais (AMMAN e GRAHAM, 1992), aumentando sua capacidade 

de fusão. Já os glicolipídeos localizam-se na superfície da membrana e 

representam menos de 10% dos lipídeos polares (PARKS e LYNCH, 1992; 

GONZALEZ, 2004). 

 

 
 

FIGURA 1: (a) Representação esquemática da membrana plasmática com seus diferentes 

componentes; (A) fosfolipídeo, (B) proteína transmembrana, (C) região hidrofóbica e (D) região 

hidrofílica em arranjo assimétrico na bicamada, e (b) as diferentes apresentações em resposta 

à refrigeração; (b1) fosfolipídeos em domínio cristalino, (b2) micela hexagonal II, e (b3) 

proteínas agregadas. 

(Adaptada de HOOGEWIJS, 2010) 

 

O arquétipo mosaico fluido da membrana é essencial ao desempenho 

adequado de suas funções (HAMMERSTEDT et al., 1990), permitindo extremo 

dinamismo a esta estrutura. Sob esta forma, as proteínas encontram-se livres 

para movimentarem-se entre os fosfolipídeos bilaterais, garantindo as 

interações lipídeo-lipídeo e lipídeo-proteína (JASKO et al., 1992). Essas 
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interações são consideradas a base para ordenar os domínios na membrana 

plasmática essenciais à funcionalidade espermática, levando a 

compartimentalização da mesma (PARKS e GRAHAM, 1992). 

Os fatores que mais interferem na fluidez da membrana são a 

temperatura, a natureza dos fosfolipídeos e a composição relativa entre 

fosfolipídeos e colesterol. Quando se reduz a temperatura, os lipídeos e 

proteínas de membrana que se encontravam em estado de fluidez 

possibilitando a livre movimentação dos componentes, passam para o estado 

gel. Isto ocorre porque as cadeias de ácidos graxos que se apresentavam 

dispostas desordenadamente organizam-se de forma paralela, constituindo 

uma estrutura rígida que torna estas áreas fracas, susceptíveis a rupturas, 

fusões e permeáveis a íons (HAMMERSTEDT et al., 1990; FURST, 2006). A 

membrana plasmática também tem sua fluidez alterada conforme a quantidade 

de colesterol, ficando menos flexível na presença de níveis mais elevados 

(AMANN e PICKET, 1987; AMANN e GRAHAM, 1992). 

 

2.3 Princípios da criopreservação 
 

A criopreservação de sêmen consiste na congelação e armazenamento 

de espermatozoides à temperatura de -196ºC, a fim de manter a integridade 

estrutural e a viabilidade da célula espermática por tempo indeterminado 

(AMORIM, 2006; CAVALCANTE et al., 2006; LORENZONI, 2010). Embora esta 

técnica tenha sido desenvolvida no final do século XVIII, sua difusão só ocorreu 

em 1949, quando Polge et al. constataram, casualmente, que as células 

espermáticas apresentavam suas características preservadas mediante 

congelação em presença de glicerol.  

O crescente interesse na utilização da inseminação artificial com sêmen 

congelado na espécie equina deve-se às diversas vantagens inerentes a esta 

biotecnologia, tais como: preservação do material genético de reprodutores de 

alto potencial por tempo ilimitado; utilização do sêmen de garanhões que não 

mais se encontram aptos à reprodução por doenças ou até mesmo após óbito; 

redução do risco de acidentes no transporte dos animais para cobertura e de 

exposição ao estresse e doenças; facilidade na aquisição e transporte do 
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sêmen entre países, favorecendo a importação e exportação do mesmo 

(GRAHAM, 1996; SQUIRES et al., 1999; MEDEIROS, 2003). 

Apesar das inúmeras vantagens na utilização do sêmen congelado, seu 

uso tem sido limitado pela redução da fertilidade ocasionada durante o 

processo de congelação-descongelação do sêmen de determinados garanhões 

(SQUIRES et al., 2004), comprovada por índices inferiores de prenhez em 

relação à monta natural e inseminação artificial com sêmen refrigerado. Este 

prejuízo é decorrente da combinação de dois fatores: perda da viabilidade 

espermática e danos na capacidade funcional dos espermatozoides 

sobreviventes (WATSON, 2000; GONZALEZ, 2004). Existem falhas no 

estabelecimento de padrões de qualidade e controle das doses de sêmen 

comercializadas, além da enorme variabilidade na qualidade do sêmen pós-

descongelação (LEIPOLD et al., 1998; SAMPER, 2001; LOOMIS, 2001; 

LOOMIS e GRAHAM, 2008; AVANZI et al., 2011). E o que dificulta ainda mais 

o uso desta biotecnologia, é a necessidade de profissionais qualificados para 

atuar desde o momento da colheita do sêmen até a criopreservação e sua 

adequada utilização nos programas de inseminação artificial. Em muitos casos, 

é preciso deslocar o garanhão até locais onde o procedimento possa ser 

realizado da maneira adequada, aumentando as despesas (GRAHAM, 1996). 

Existe um fator racial e muitas vezes individual relacionado à resistência 

espermática ao processo de congelação. Entretanto, ainda não estão 

esclarecidas as causas determinantes destas variações (MEDEIROS, 2003).  

Ejaculados de um mesmo garanhão e garanhões distintos apresentam 

diferenças no que se refere à viabilidade espermática pós-congelação (AMMAN 

e PICKET, 1987; LOOMIS e GRAHAM, 2008).  

O principal desafio da célula espermática durante o processo de 

congelação não é sua habilidade em resistir à temperatura de armazenamento 

a -196ºC, mas sim, sua capacidade de suportar alterações que ocorrem 

durante as zonas intermediárias de temperatura (19ºC a 8ºC e -15ºC a -60ºC) 

pelas quais ela passa tanto durante a fase de congelação quanto durante a 

descongelação (MAZUR, 1984; GONZALEZ, 2004). 

O protocolo da criopreservação constitui-se em: coleta de sêmen, 

diluição, centrifugação, resfriamento, desidratação celular, congelação e 

descongelação do sêmen (MEDEIROS, C. et al., 2002). Deste modo, o 
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processo de congelação do sêmen equino envolve uma série de processos 

físicos e químicos que estão diretamente relacionados à manutenção da 

integridade e viabilidade espermática e à fertilidade (GRAHAM, 1996).  As 

injúrias provocadas aos espermatozoides durante este procedimento podem 

ser ultraestruturais ou físicas, bioquímicas ou funcionais (ALMEIDA, 2006; 

GONZALEZ, 2004). 

Após a colheita do sêmen, este deve ser diluído em meio adequado e 

resfriado à temperatura ambiente, em torno de 20ºC. A faixa crítica de 

temperatura ocorre quando o resfriamento chega à 5ºC, fase em que o 

espermatozoide se torna mais susceptível aos danos causados pelo estresse 

térmico, perdendo motilidade e potencial fertilizante (WATSON, 1995), pois 

este é o momento em que a membrana plasmática está passando do estado 

líquido cristalino para o estado gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS, C. et al., 

2002). As injúrias causadas pelo choque térmico incluem lesões na membrana 

espermática, redução do metabolismo de carboidratos e perda de 

componentes (proteínas, lipídeos, enzimas) (DOBRINSKI et al., 1995). É 

possível minimizar estes danos por meio do controle da taxa de resfriamento e 

da adição de crioprotetores ao meio diluente (WATSON, 1995).  

O ponto de congelação do citoplasma celular, geralmente, ocorre em 

temperaturas abaixo de -1ºC. Entretanto, mesmo na presença de gelo, as 

células ainda não se encontram congeladas na faixa entre -10ºC e -15ºC e sim, 

super-resfriadas (AMMAN e PICKET, 1987; MEDEIROS, C. et al., 2002). Isto 

sugere que a membrana plasmática pode prevenir a propagação do gelo 

extracelular para o interior da célula super-resfriada. Sabendo-se que a 

pressão de vapor da água super-resfriada é maior que a do gelo, as células 

começam a se equilibrar por meio da desidratação e se forma uma 

concentração de eletrólitos no interior da célula. À medida que a solubilidade 

dos eletrólitos vai sendo ultrapassada, ocorre a precipitação dos solutos 

alterando o pH e, abaixo do ponto eutético do sistema (temperatura em que 

não resta nenhum líquido), todos os solutos se precipitam. Estes eventos são 

denominados efeito solução, representados por: desidratação excessiva; 

elevada concentração de solutos, solução tóxica à célula; mudança de pH 

celular alterando o metabolismo da célula (FURST, 2006). O aumento da 

concentração de soluto ocasiona uma desnaturação proteica e, 
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consequentemente, diminui a atividade enzimática dos espermatozoides 

congelados (PICKET, 1986). 

O sucesso na criopreservação do sêmen está condicionado à qualidade 

do sêmen fresco e às interações entre os diluidores, crioprotetores e curvas de 

congelação-descongelação, a fim de minimizar os danos provocados pelo 

choque térmico, formação de cristais de gelo, efeito solução e desidratação 

(PICKET e AMMAN, 1992; JASKO, 1994). 

 

2.4 Injúrias espermáticas resultantes da criopreservação 
 

 O processo de criopreservação submete a célula espermática a 

condições de estresse que acarretam injúrias comprometendo sua viabilidade. 

Dentre as causas, destacam-se: variações de temperatura e exposição a 

temperaturas não fisiológicas; estresse tóxico e osmótico pela exposição aos 

crioprotetores; formação e dissolução de cristais de gelo no meio extracelular; 

danos oxidativos pela alteração na permeabilidade da membrana do 

espermatozoide (WATSON, 2000). 

 A membrana plasmática funciona como uma barreira física ao meio 

externo e é a primeira estrutura a ser afetada pelas crioinjúrias, que incluem a 

desestabilização da membrana pelo rearranjo lateral dos lipídeos, perda de 

lipídeos pela membrana e peroxidação lipídica como resultado da formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS). Estes eventos podem afetar a motilidade 

espermática, a resposta ao estresse osmótico e as vias de sinalização e, 

consequentemente, a habilidade de atingir, se ligar e reagir com a zona 

pelúcida fica comprometida (RICKER et al., 2006). 

 Uma série de respostas biofísicas ainda não totalmente esclarecida está 

envolvida no processo de criopreservação das células e tecidos. O índice de 

sobrevivência espermática ao resfriamento, congelação e aquecimento 

depende das taxas de resfriamento e aquecimento utilizadas, do tempo em que 

a célula é mantida em cada etapa, do transporte de substâncias e da formação 

de cristais de gelo. Sendo que a resposta celular mais importante ao 

congelamento é atribuída à perda de água e à formação de cristais de gelo 

intracelular (FURST, 2006). 
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 A lesão celular que ocorre durante o processo de congelação e 

descongelação do sêmen é causada pela formação de cristais de gelo 

intracelular que afeta a estrutura da célula espermática, pela concentração de 

soluto resultante da congelação da água pura e pela interação entre estes dois 

fatores. As elevadas concentrações de sais no meio durante a congelação 

podem desidratar os espermatozoides causando deformações celulares, danos 

à estrutura da membrana, deslocamento e desnaturação das proteínas da 

membrana e desarranjo de estruturas do citoesqueleto (AMMAN E PICKET, 

1987; WATSON, 2000). 

 Com a diminuição da temperatura, a concentração de soluto no meio 

extracelular aumenta, a água sai da célula e forma cristais de gelo 

intracelulares, dependendo da curva de resfriamento (MAZUR, 1984). No 

resfriamento lento (-25 a -40ºC/min), o espermatozoide sofre desidratação 

devido à elevada concentração de solutos no meio extracelular, causando a 

migração de elevada quantidade de água para fora da célula, não havendo 

formação de grandes cristais de gelo intracelular (AMMAN e PICKET, 1987), 

entretanto, o consequente efeito solução pode prejudicar a célula espermática 

(WATSON, 1995). No caso de uma curva muito rápida de resfriamento (>-60ºC/ 

min), a célula não consegue perder água suficientemente rápido para manter o 

equilíbrio, tornando-se super-resfriada e resultando na congelação intracelular. 

A extensão dos danos causados pelo gelo no interior da célula depende do 

grau de formação do gelo e do tamanho dos cristais. Cristais grandes podem 

causar danos mecânicos às células, sendo uma das principais causas de morte 

celular durante a congelação, enquanto os pequenos cristais podem não ser 

deletérios. Todavia, durante o reaquecimento, o crescimento desses pequenos 

cristais em decorrência da recristalização pode causar sérios danos (MAZUR, 

1984). 

 Durante a descongelação do sêmen, a sobrevivência dos 

espermatozoides depende da resistência em passar novamente pela faixa 

crítica de temperatura. A curva ideal de aquecimento está diretamente 

relacionada à curva utilizada na congelação. Se a congelação for lenta, a 

descongelação também deve ser lenta para que os cristais de gelo 

extracelulares descongelem, visto que a descongelação desses cristais 

provoca a diluição dos solutos e promove a reidratação celular lentamente. 
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Deste modo, evita-se o rompimento da membrana pela rápida reconstituição do 

volume intracelular ao reidratar a célula. Por outro lado, se o sêmen for 

descongelado muito rapidamente, os cristais de gelo extracelulares 

descongelam-se na mesma velocidade e a água do meio invade bruscamente 

a célula, ocasionando danos à membrana plasmática. Caso o sêmen seja 

congelado rapidamente, os espermatozoides não sofrem desidratação, logo, 

quando o gelo extracelular derrete, não há influxo rápido de água por meio da 

membrana celular. Então, o sêmen congelado rapidamente também deve ser 

descongelado rapidamente, de modo que o gelo intracelular formado durante a 

congelação não tenha tempo de recristalizar (Figura 2) (AMMAN e PICKET, 

1987; WATSON, 1995).  

 A congelação rápida aliada à descongelação lenta ocasiona danos pela 

formação de pequenos cristais de gelo que podem se agrupar formando 

grandes cristais, que levam à ruptura da membrana (WATSON, 2000). Então, a 

curva ideal de congelação deve ser suficientemente lenta para permitir que os 

espermatozoides desidratem e rápida o bastante para evitar que os 

espermatozoides fiquem expostos por muito tempo às elevadas concentrações 

de soluto (SILVA e GUERRA, 2011). 

O choque térmico é um conjunto de alterações que ocorre na célula 

espermática submetida à refrigeração rápida a partir da temperatura corpórea 

(±38ºC) até temperaturas ao redor de 5ºC (WATSON, 2000; SILVA e GUERRA, 

2011). Provoca danos irreversíveis aos espermatozoides, evidenciados pela 

rápida queda de motilidade, movimentação circular, redução do metabolismo 

espermático, aumento da permeabilidade da membrana e perda de moléculas 

intracelulares e íons (AMMAN e PICKET, 1987; AURICH, 2005). Em 

temperaturas abaixo de -20ºC, os espermatozoides começam a apresentar 

mudanças biofísicas, especialmente na membrana plasmática e, ao atingirem 

temperaturas abaixo de -60ºC, sofrem efeitos de descompensação iônica e de 

lipídeos que também provocam choque térmico (ALMEIDA, 2006). Entre os 

garanhões ou entre ejaculados de um mesmo reprodutor podem ocorrer 

variações na sensibilidade ao choque térmico, o que pode estar relacionado às 

diferenças nas concentrações de colesterol contido na membrana plasmática 

(AURICH, 2005). 
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FIGURA 2: Comportamento biofísico das células em diferentes taxas de refrigeração. 

Observar os diferentes tamanhos de cristais de gelo nas diferentes taxas de refrigeração. A 

refrigeração lenta permite a desidratação celular e formação de cristais de gelo apenas no meio 

extracelular. Na refrigeração rápida não há tempo suficiente para a célula desidratar, deixando-

a exposta à formação de grandes cristais intracelulares. A refrigeração muito rápida não 

permite a desidratação celular e, caso haja formação de cristais de gelo, estes são pequenos e 

não causam danos.                     

  (Adaptado de CRITSER e BENSON, 2003) 

 

A velocidade da redução de temperatura durante a congelação do 

sêmen é uma das etapas mais importantes deste processo, pois variações 

inadequadas na curva de resfriamento aumentam o grau de desafio enfrentado 

pelos espermatozoides (TERRACIANO et al., 2008). Terraciano et al. (2008) 

constataram que o sistema automatizado de congelação foi mais eficiente que 

o sistema não automatizado na criopreservação de sêmen equino, uma vez 

que preservou de maneira mais competente a motilidade total e progressiva, a 

integridade e a funcionalidade dos espermatozoides. Estes resultados foram 

atribuídos à maior precisão no controle do decréscimo da temperatura obtido 

pelo sistema automatizado de congelação. 

 Os crioprotetores são essenciais à sobrevivência dos espermatozoides 

durante o processo de congelação, contudo, eles podem exercer efeitos tóxicos 

e reduzir os índices de fertilidade quando presentes em concentrações 

elevadas (WATSON, 2000). Os efeitos decorrentes da toxicidade incluem o 

aumento da permeabilidade e indução da fusão da membrana plasmática; 

inibição da atividade enzimática (FAHY, 1996), resultando na desnaturação de 
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proteínas (ALVARENGA et al., 2005) e alterações das interações de actina 

(FAHY et al., 1990); estresse osmótico (LORENZONI, 2010). O glicerol, 

crioprotetor amplamente utilizado na espécie equina, induz a mudanças nos 

eventos citoplasmáticos por aumentar a viscosidade ao penetrar a célula 

espermática; provoca alterações na polimerização da tubulina e na associação 

dos microtúbulos; afeta o balanço bioenergético, além de atuar de maneira 

direta e prejudicial na membrana plasmática, no glicocálix e nas proteínas de 

superfície celular (HAMMSTEREDT e GRAHAM, 1992). 

 A maioria dos agentes crioprotetores apresenta permeabilidade inferior à 

da água, levando a um influxo de água que acarreta aumento do volume celular 

(BALL e VO, 2001). A exposição das células a uma solução hiperosmótica é 

responsável pela remoção da água intracelular e, consequentemente, ocorre o 

encolhimento da célula e influxo de íons. Entretanto, a descongelação ocasiona 

o contrário: há influxo de água que pode resultar em ruptura de membrana 

(HOLT, 2000).  

 O limite de tolerância osmótica (OTL) que a célula espermática suporta, 

isto é, o quanto a célula pode encolher ou expandir de acordo com as 

mudanças de osmolaridade, varia entre as espécies. É possível utilizar o OTL 

como limiar para determinar a quantidade e o tempo requerido para adição e 

remoção de crioprotetor, mantendo as células dentro de sua margem de 

tolerância de volume (GONZALEZ, 2004). O espermatozoide dos mamíferos 

funciona como um osmômetro linear, havendo morte celular em caso de 

entumescimento ou encolhimento quando submetido a níveis superiores de 

tolerância espécie-específica (BALL e VO, 2001). 

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) são agentes altamente reativos 

pertencentes à classe dos radicais livres (AITKEN e FISHER, 1994). 

Desempenham importante papel na função espermática, entretanto, sua 

produção desequilibrada ou sua degradação podem causar efeitos adversos 

nos espermatozoides (BALL, 2008). Em elevadas concentrações, as ROS 

prejudicam a motilidade, a viabilidade e a função espermática por meio da 

interação com lipídeos da membrana, proteínas, DNA mitocondrial e nuclear 

(PEIXOTO et al., 2008). 

 O estresse oxidativo no sêmen resulta de um desequilíbrio entre 

produção de ROS e sua capacidade antioxidante. Os efeitos tóxicos do 
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oxigênio são resultantes da oxidação de componentes celulares como tióis, 

cofatores enzimáticos, proteínas, nucleotídeos e lipídeos, principalmente, 

ácidos graxos poli-insaturados, mediada por ROS e espécies reativas de 

nitrogênio (SILVA e GUERRA, 2011). A reação destas espécies com os ácidos 

graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares e nas 

lipoproteínas desencadeia o processo de peroxidação lipídica ou 

lipoperoxidação, que pode ser avaliado e utilizado como indicador do estresse 

oxidativo celular (WILLIAMS e FORD, 2005).  

 Os espermatozoides são muito susceptíveis a esse tipo de estresse em 

razão da grande quantidade de ácidos graxos poli-insaturados existentes em 

sua membrana (ALVAREZ e STOREY, 1992) e, diferentemente da maioria das 

células, a célula espermática perde a maior parte de seu citoplasma durante o 

período de maturação, sendo privada de uma fração dos antioxidantes 

endógenos, o que a torna mais vulnerável à ação das ROS (CARVALHO et al., 

2002). A presença de ROS é consideravelmente maior na presença de 

espermatozoides morfologicamente anormais ou que sofreram crioinjúrias, 

apresentando, principalmente, gota citoplasmática proximal ou anormalidades 

na peça intermediária. A proteção conferida pelos antioxidantes presentes no 

plasma seminal é a mais importante forma de proteção contra as ROS (BALL, 

2008; SILVA e GUERRA, 2011). 

 Danos causados nos espermatozoides durante a congelação têm sido 

associados à criocapacitação, definida por alterações que ocorrem nos 

espermatozoides semelhantes as que acontecem durante o processo de 

capacitação espermática. O aumento da produção de ROS, a reduzida 

capacidade antioxidante do espermatozoide e a desorganização da membrana 

decorrente dos processos de congelação e descongelação provocam aumento 

da permeabilidade da mesma, resultando na penetração dos íons cálcio que 

estavam no meio extracelular estimulando, assim, os eventos dependentes de 

cálcio, como a capacitação espermática (WATSON, 2000).  

 A partir do momento em que ocorre a capacitação espermática 

prematura, o espermatozoide apresenta longevidade mais curta, não é mais 

possível que ele realize a fecundação e, consequentemente, há redução da 

fertilidade (OLIVEIRA, 2007).  
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2.5 Meios diluidores e crioprotetores 
 

 Os diluidores utilizados na criopreservação de sêmen desempenham as 

funções de manutenção da atividade metabólica dos espermatozoides; 

estabilização da membrana plasmática mediante o equilíbrio do pH do meio 

(efeito tampão); neutralização de produtos tóxicos provenientes dos 

espermatozoides; proteção contra o choque térmico; manutenção do equilíbrio 

eletrolítico e osmótico; inibição do crescimento bacteriano; fornecimento de 

energia (FURST, 2006; LORENZONI, 2010). Para isso, são compostos 

basicamente por substâncias iônicas e não iônicas; fonte de lipoproteínas ou 

substâncias de alto peso molecular, tais como: leite, gema de ovo ou lecitina de 

soja; glucose ou frutose como fonte de energia; crioprotetores; outros aditivos, 

como enzimas e antibióticos (VISHWANATH e SHANNON, 2000; AIRES et al. 

2003). 

 Os crioprotetores são substâncias que se ligam à água alterando seu 

ponto de fusão e interferindo no ponto de cristalização. Removem os núcleos 

de cristalização e diminuem a faixa crítica de temperatura na qual se formam 

os cristais responsáveis pela crioinjúria (AMORIM, 2006). Para que exerçam 

um efeito eficiente, o ideal é que os crioprotetores possuam baixo peso 

molecular, alta solubilidade em água e mínima toxicidade (MEDEIROS, A. et 

al., 2002; ALVARENGA et al., 2005). Podem ser classificados em 

extracelulares (não penetrantes) ou intracelulares (penetrantes). 

 O crioprotetor penetrante mais utilizado é o glicerol, embora já tenha 

sido relatado que o etilenoglicol, o dimetilsulfóxido (DMSO) e as amidas podem 

alcançar resultados similares ou até mesmo superiores (MEDEIROS, A. et al., 

2002; SQUIRES et al., 2004; ALVARENGA et al., 2005). Os agentes 

crioprotetores penetrantes exercem ação baseada em suas propriedades 

coligativas ou propriedades de ligação com a molécula da água, modificando 

as características desta molécula durante o processo de congelação, limitando 

a formação de cristais de gelo, retardando o crescimento de cristais e 

reduzindo as concentrações de soluto nos meios extracelular e intracelular 

(DALIMATA e GRAHAM, 1997). Estes agentes se ligam à molécula de água 

por pontes de hidrogênio, alterando a orientação dos cristais de gelo e, 
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consequentemente, criando um ambiente menos nocivo à célula espermática 

(AMMAN e PICKET, 1987; DALIMATA e GRAHAM, 1997). Ainda, as ligações 

de hidrogênio à molécula de água promovem uma estabilização da 

conformação das proteínas quaternárias da membrana, preservando-a da 

desidratação (MEDEIROS, 2003). 

 Os agentes crioprotetores não penetrantes são representados por 

moléculas de alto peso molecular, como açúcares, lipoproteínas da gema de 

ovo ou lecitina de soja, proteínas do leite e alguns aminoácidos (AMMAN e 

PICKET, 1987; AIRES et al., 2003). Aumentam a osmolaridade do meio 

extracelular, ou seja, tornam o ambiente hipertônico promovendo a 

desidratação pela saída de água do interior da célula espermática e reduzindo, 

assim, a formação de cristais de gelo intracelular durante a congelação 

(AMMAN e PICKET, 1987; GONZALEZ, 2004).  

 A gema de ovo é frequentemente utilizada em protocolos de 

criopreservação de sêmen de diversas espécies conferindo proteção 

extracelular ao espermatozoide. As lipoproteínas de baixa densidade (LDL) da 

gema de ovo, particularmente os fosfolipídeos, são componentes efetivos na 

preservação e proteção dos espermatozoides contra o choque térmico.  

Possivelmente, esta proteção ocorre pela adesão das lipoproteínas de baixa 

densidade à membrana celular durante o processo de criopreservação, 

ocupando sítios específicos que tornam a membrana mais resistente 

(MOUSSA et al., 2002), além de restaurar a perda de fosfolipídeos, induzindo a 

uma alteração transitória da composição da membrana plasmática e, 

consequentemente, prevenindo a sua ruptura (FARSTARD, 1996).  

 Os fosfolipídeos provenientes da gema de ovo também evitam o 

aumento do cálcio (Ca++) intracelular durante a refrigeração do sêmen, 

prevenindo a disfunção e morte celular. Para tentar minimizar os danos 

causados pelo Ca++ no ciclo de congelação, pode-se utilizar o etileno 

diaminotetraacetato dissódico (EDTA) nos meios diluidores com o intuito de 

quelar o cálcio no meio extracelular, reduzindo seu influxo para o interior da 

célula (WATSON, 1981; AMMAN e PICKET, 1987; JASKO et al., 1992). 

 As proteínas do leite atuam na criopreservação de sêmen como tampão 

e apresentam propriedade quelante diante de metais pesados, contribuindo 

para a diminuição dos efeitos provocados pelo choque térmico (SALAMON e 
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MAXWELL, 2000). Melo et al. (2005) sugeriram que os diluentes à base de 

gema de ovo apresentam maior capacidade de preservar a membrana 

plasmática dos espermatozoides do que os meios à base de leite desnatado. 

 Problemas relacionados ao uso de produtos de origem animal nos meios 

de diluição, tais como risco de contaminação microbiana e a diferença existente 

entre os lotes motivaram a realização de pesquisas para substituir a gema de 

ovo e/ou o leite pela lecitina de soja em diluentes para criopreservação de 

sêmen (AURICH et al., 2007; ARIFIANTINI e YUSUF, 2010). Sugere-se que a 

lecitina de soja e a gema de ovo protejam os fosfolipídeos da membrana 

espermática e aumentem a tolerância à congelação (WATSON, 1981; 

FOROUZANFAR et al., 2010). 

 Os lipídeos da lecitina de soja, assim como os da gema de ovo 

presentes nos crioprotetores, se associam fortemente à superfície da 

membrana plasmática proporcionando uma barreira física aos danos causados 

pelo processo de congelação-descongelação pela adesão à superfície da 

membrana plasmática (RICKER et al., 2006). 

 A lecitina (ou fosfatidilcolina) desempenha um importante papel na 

regulação da função fisiológica das membranas celulares nos animais (ZHANG 

et al., 2009). Cerca de 10% dos lipídeos provenientes da soja são 

representados pela lecitina, a qual acredita-se ser o componente ativo das 

lipoproteínas de baixa densidade da gema de ovo, conferindo proteção à célula 

espermática contra o choque térmico e aumentando a tolerância à 

criopreservação (THUN et al., 2002; AIRES et al., 2003; JEYENDRAN et al., 

2008). Existem autores que sugerem que a lecitina de soja efetua uma 

proteção mais eficiente ao espermatozoide do que a gema de ovo (DELLAQUA 

JR. et al., 2007; ZHANG et al., 2009; KMENTA et al., 2011; ROOF et al. 2012). 

Papa et al. (2011) testaram a substituição da gema de ovo pela lecitina 

de soja utilizando como diluente base o Botu-Crio®. Foram avaliadas diversas 

concentrações de lecitina de soja e os resultados referentes aos parâmetros 

espermáticos foram similares ao diluente convencional Botu-Crio®, confirmando 

o efeito protetor da lecitina de soja sobre os espermatozoides criopreservados. 

Por outro lado, neste mesmo trabalho observou-se que as taxas de fertilidade 

foram inferiores nos meios compostos por lecitina de soja, provavelmente, por 

uma forte interação dos lipídeos da lecitina de soja com a membrana 
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plasmática dos espermatozoides criopreservados, prejudicando o processo de 

capacitação e, consequentemente, a fecundação.  

Em pesquisa realizada por Ricker et al. (2006), foi avaliado o efeito da 

substituição da gema de ovo no meio de congelação de sêmen equino 

INRA82® pela fosfatidilcolina de soja e pela fosfatidilcolina de ovo. Não houve 

diferença significativa entre os meios testados quanto aos parâmetros de 

motilidade espermática e integridade de membrana. Ainda, realizaram um 

estudo preliminar de fertilidade destes meios e também não verificaram 

desigualdade entre os meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e INRA82® 

com fosfatidilcolina de ovo. Em relação aos parâmetros espermáticos, o 

mesmo foi observado por Felício et al. (2007), que compararam a eficácia de 

um diluidor de sêmen equino livre de componentes de origem animal (Botu-Crio 

Egg Free®), a base de lecitina de soja, com um diluente convencional a base 

de gema de ovo.  

Além da espécie equina, diversas outras espécies tem sido alvo de 

estudos para avaliar a criopreservação de sêmen com meios a base de lecitina 

de soja, dentre as quais: bovina (HISNSCH et al., 1997; AIRES et al., 2003; 

DELL’AQUA JR. et al., 2007; CELEGHINI et al., 2008; FELIPE-SILVA et al., 

2011), ovina (GIL et al., 2003a; GIL et al., 2003b; FOROUZANFAR et al., 2010; 

DEL VALLE et al., 2011), caprina (BITTENCOURT et al., 2008), bubalina 

(AKHTER et al., 2010), canina (KMENTA et al., 2011), suína (ZHANG et al., 

2009) e humana (JEYENDRAN et al., 2008; REED et al., 2009), tendo 

alcançado resultados satisfatórios. 

Dell’Aqua Jr. et al. (2007) testaram a viabilidade espermática pós-

descongelação utilizando os diluidores Tris-gema de ovo e Botu-Bov Egg Free® 

na criopreservação do sêmen bovino. O meio livre de gema de ovo apresentou 

valores superiores ao Tris-gema de ovo na cinética espermática, sendo 

considerado uma alternativa para a congelação de sêmen nesta espécie. 

Também em 2007, o mesmo foi alcançado por Freitas et al., ao compararem a 

viabilidade espermática utilizando os meios anteriormente descritos em Bos 

taurus taurus e Bos taurus indicus. Em caprinos, Roof et al. (2012) compararam 

o diluente Bioexcell® com um a base de gema de ovo (Irvine TYB) na 

criopreservação de sêmen. O meio composto por lecitina de soja promoveu 
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motilidade total e progressiva significativamente maior que o meio comercial à 

base de gema de ovo.  

Em estudo realizado por Zhang et al. (2009), comparou-se o diluente à 

base de lecitina de soja em diferentes concentrações (3, 6, 9 e 12%) com 

diluente contendo 20% de gema de ovo. A concentração de 6% de lecitina de 

soja no meio de congelação obteve resultados superiores à gema de ovo e às 

concentrações maiores de lecitina de soja, nas características de motilidade 

espermática, integridade de membrana plasmática e integridade de acrossoma 

em sêmen de javali criopreservado. Akhter et al. (2011), também avaliaram 

diferentes concentrações de lecitina de soja (5%, 10% e 15%) em meio de 

congelação de sêmen de búfalo e concluíram que 10% de lecitina de soja no 

diluente melhora a motilidade, a integridade de membrana, a viabilidade e a 

fertilidade do espermatozoide comparado à 20% de gema de ovo e demais 

concentrações testadas de lecitina de soja.  

Hinsch et al. (1997) confrontaram o desempenho de um diluente a base 

de gema de ovo (Triladyl®) e um meio a base de lecitina de soja (Biociphos®) 

para criopreservação de sêmen bovino. Foram avaliados os parâmetros de 

motilidade, viabilidade celular, integridade acrossomal e fertilidade. Os 

pesquisadores não encontraram discrepância significativa entre os meios, 

levando a conclusão de que ambos os diluentes possuem qualidade 

equivalente para criopreservação de sêmen bovino. Aires et al. (2003) não 

encontraram diferenças entre os meios a base de lecitina de soja (AndroMed®) 

e a base de gema de ovo (Tris-gema) quanto as avaliações in vitro do número 

de espermatozoides ligados à zona pelúcida e capacidade de indução da 

reação acrossomal. Entretanto, a motilidade espermática pós-descongelação 

foi consideravelmente inferior no sêmen congelado com meio Tris-gema e a 

taxa de não retorno ao cio foi significativamente maior no meio AndroMed®. 

Na espécie ovina existem diversas publicações relatando a eficiência do 

uso da lecitina de soja na criopreservação de sêmen. Fukui et al. (2008) 

consideraram viável a substituição de meios compostos por gema de ovo por 

meios a base de lecitina de soja para criopreservação de sêmen de carneiros 

ao verificarem similaridade entre os diluentes testados no que se refere a taxa 

de fertilidade.  Gil et al. (2003b) chegaram a mesma conclusão ao compararem 
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a fertilidade do sêmen de carneiro congelado com um diluente convencional a 

base de leite e gema de ovo ao diluente a base de lecitina de soja, Bioexcell®. 

Nem todos os pesquisadores obtiveram sucesso utilizando a lecitina de 

soja em meios de congelação de sêmen. Celeghini et al. (2008) verificaram que 

o diluente Botu-Bov® foi mais eficaz na manutenção da motilidade espermática 

e integridade de membrana que o diluente Bioexcell® no sêmen bovino 

congelado. Ao avaliarem a eficiência do meio Tris-gema de ovo sob dois 

protocolos de congelação e do meio Biociphos-Plus® utilizando apenas um dos 

protocolos para criopreservação de sêmen bovino, Thun et al. (2002) 

verificaram divergências entre os meios testados, havendo superioridade do 

diluente Tris-gema de ovo na análise laboratorial e similaridade no teste de 

fertilidade. 

Em 2008, Bittencourt et al. realizaram um experimento no qual um dos 

objetivos era avaliar a utilização do diluente Bioexcell® na criopreservação do 

sêmen caprino. Este diluente apresentou o menor percentual de motilidade 

total e progressiva após a descongelação quando comparado aos diluentes à 

base de Tris-gema de ovo.  

 Apesar de serem essenciais à sobrevivência dos espermatozoides 

criopreservados, os crioprotetores podem provocar toxicidade em 

concentrações elevadas levando a lesões celulares, danos osmóticos e 

prejudicando as interações entre o espermatozoide e o trato reprodutivo da 

fêmea, resultando em diminuição de fertilidade (GRAHAM, 1996; WATSON, 

2000).  
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
 

Por meio deste estudo, objetivou-se verificar o efeito da adição da 

asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio®, na 

congelabilidade e fertilidade do sêmen criopreservado de garanhões. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

� Avaliar os efeitos da adição da asolctina de soja ao diluente Botu-Crio® e 

da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os parâmetros 

espermáticos do sêmen criopreservado de garanhões; 

 

� Verificar se a associação dos lipídeos da asolctina de soja ou da 

fosfatidilcolina de soja aos lipídeos da gema de ovo presentes no 

diluente Botu-Crio® confere maior proteção à membrana plasmática do 

espermatozoide equino criopreservado;  

 

� Avaliar os índices de fertilidade do sêmen criopreservado de garanhões 

com diluente Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e 

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram conduzidos 2 experimentos complementares de acordo com os 

objetivos anteriormente propostos. No Experimento I, foi verificado o efeito da 

adição da asolctina de soja1 ou da fosfatidilcolina de soja2 ao diluente Botu-

Crio® sobre os parâmetros espermáticos e integridade de membrana 

plasmática do sêmen equino congelado. No Experimento II, foram avaliados os 

índices de fertilidade do sêmen equino criopreservado com Botu-Crio®, Botu-

Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina 

de soja. 

 

4.1 Experimento I: Efeito da adição da asolctina de soja ou da fosfatidilcolina 

de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os parâmetros espermáticos e integridade 

de membrana do sêmen equino congelado. 

 
4.1.1 Animais e local da pesquisa 
 

Para as atividades referentes ao Experimento I, foram utilizados três 

garanhões das raças Puro Sangue Inglês, Mangalarga Marchador e Quarto de 

Milha, com idade de 8, 12 e 22 anos, respectivamente, submetidos a regime 

regular de colheita de sêmen. A motilidade progressiva espermática pós-

congelação dos três garanhões era inferior a 30%. Os animais eram 

pertencentes ao Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP – Botucatu, SP. 

A colheita do sêmen, análise laboratorial, processamento, congelação e 

estocagem das amostras foram conduzidos no CERAN (Centro de 

Biotecnologia e Diagnóstico em Reprodução Animal) pertencente ao 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP – Botucatu, SP. 

 
 

                                            
1 Sigma 11145 (Asolctina obtida de soja) 
2 Sigma P5638 (L-α-Phosphatidylcholine from soybean, Type II-S) 
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4.1.2 Preparação dos diluentes 
 

 Os dois diluentes de congelação foram preparados utilizando como base 

os componentes presentes no Botu-Crio®. Para isso, foi adicionado OEP 

(orvus-Es paste) à água e esta solução foi separada em 2 amostras: uma 

recebeu adição de asolctina de soja na concentração de 10g/L e outra, de 

fosfatidilcolina de soja na concentração de 10g/L. Depois do acréscimo dos 

lipídeos da soja, as amostras foram homogeneizadas, foi adicionado gema de 

ovo na concentração de 10% e a solução base  “powder” presente no Botu-

Crio®, sendo cada amostra novamente homogeneizada. Em seguida, foram 

levadas à centrífuga refrigerada (Cientec, CT-6000 R) à 5ºC por 99 minutos, foi 

retirado o sobrenadante, realizada a correção do pH e da osmolaridade, 

adicionado o crioprotetor e realizado o armazenamento à -20ºC em frascos 

contendo 100mL. 

 

4.1.3 Colheita de sêmen 
 

Previamente a colheita dos 19 ejaculados, foi realizada a higienização 

do pênis dos garanhões com água corrente para a remoção das sujidades. O 

sêmen foi colhido com a utilização de vagina artificial modelo Botucatu 

(Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil), com temperatura entre 40ºC e 

42°C, em manequim inanimado. 

 
4.1.4 Análise, processamento e criopreservação do sêmen 
 

Após a colheita, o sêmen foi imediatamente filtrado para remoção da 

fração gel e de sujidades. A concentração espermática foi avaliada com auxílio 

de uma câmara de Neubauer e microscópio óptico de contraste de fase sob 

aumento de 200x, utilizando o fator de diluição de 1 parte de sêmen para 19 

partes de água destilada. O número de espermatozoides contados foi 

multiplicado por 1000 e expresso em número de espermatozoides por milímetro 

cúbico (mm3). 
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 Os parâmetros de cinética espermática foram avaliados por análise 

computadorizada dos movimentos espermáticos - CASA (HTM-IVOS 12; 

Hamilton-Thorne Research, Danvers, MA, USA), depositando-se uma alíquota 

de 10µL de sêmen em uma câmara de Makler (Makler Counting Chamber®, 

Sefi-Medical Instruments ltd., Haifa, Israel) pré-aquecida a 37ºC. Em cada 

amostra foram avaliadas, no mínimo, 500 células.  

Para a criopreservação do ejaculado, foi empregada a técnica descrita 

por Papa et al. (2008). O sêmen foi diluído em meio diluente à base de leite 

desnatado e glicose (Botu-Sêmen®, Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil) 

em uma proporção de 1:1 (meio:sêmen) e, posteriormente, dividido em três 

alíquotas que foram centrifugadas a 600xg por 10 minutos. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e os pellets ressuspendidos para 

a concentração de 200x106 de espermatozoides viáveis/mL, sendo uma 

amostra com meio diluente de congelação Botu-Crio® (Botupharma 

Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil), uma amostra com Botu-Crio® 

acrescido de asolctina de soja e outra com Botu-Crio® acrescido de 

fosfatidilcolina de soja.  

As amostras de cada protocolo foram envasadas em palhetas francesas 

de 0,5mL previamente identificadas com o nome do garanhão, partida da 

colheita do ejaculado e protocolo de congelação. Depois de lacradas com 

álcool polivinílico, as palhetas foram distribuídas em uma grade e refrigeradas a 

5ºC durante 20 minutos em geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ltda), na taxa 

de 0,5ºC/minuto e, decorrido este período, foram destinadas a congelação na 

máquina automatizada TK® 4000C (TK Tecnologia em Congelação Ltda, 

Uberaba, Minas Gerais, Brasil) na velocidade de 15ºC/minuto entre 5ºC e -10ºC 

e velocidade de 40ºC/minuto entre -10ºC e -140ºC (MAZIERO et al., 2012). Em 

seguida, foram imersas em nitrogênio líquido e estocadas em botijão.  

 

4.1.5 Descongelação e análise do sêmen 
 

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 46ºC por 20 

segundos, seguindo a técnica descrita por Dell’Aqua Jr. et al. (2001). A análise 

de cinética espermática das amostras foi realizada por meio do método 
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computadorizado, considerando as seguintes variáveis: motilidade total (MT, 

%), representada pela soma de todas as células móveis; motilidade progressiva 

(MP, %) - porcentagem de células que apresentam movimento progressivo; 

velocidade de trajeto (VAP, μm/s) - velocidade média ininterrupta do trajeto da 

célula; velocidade linear progressiva (VSL, μm/s) - velocidade média percorrida 

em linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear 

(VCL, μm/s) - velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto 

percorrido pela célula espermática; e espermatozoides rápidos (RAP; %). 

A Integridade da Membrana Plasmática (IMP, %) foi analisada pela 

combinação das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceína, 

permeável às células com membrana íntegra, e iodeto de propídio, permeável 

às células com membrana lesada, de acordo com a técnica descrita por 

Harrison e Vickers (1990). As amostras foram analisadas entre lâmina e 

lamínula em microscópio de epifluorescência sob aumento de 400x. Foram 

contadas 100 células espermáticas, sendo consideradas íntegras as células 

emitindo fluorescência verde e, lesadas, as com fluorescência vermelho ou 

verde e vermelho. O resultado foi expresso em porcentagem de células 

íntegras.  

 

4.1.6 Análise estatística 
 

 As médias de cada variável resposta entre os grupos testados foram 

comparadas pela análise de variância (LITTELL et al., 2006; PROC MIXED, 

SAS Institute, 2009). O teste de Wilcoxon (PROC NPAR1WAY, SAS Institute, 

2009) foi utilizado para comparar a porcentagem média de espermatozoides 

rápidos entre os grupos testados devido à distribuição assimétrica. 
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4.2 Experimento II: Avaliação dos índices de fertilidade do sêmen equino 

criopreservado com Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e 

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja. 

 

4.2.1 Animais e local da pesquisa 
 

Na segunda etapa experimental, foram utilizadas 19 éguas pertencentes 

ao Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP – Botucatu, SP. 

O teste de fertilidade foi realizado no CERBEQ (Centro de Reprodução e 

Biotecnologia Equina), Campus do Lageado – FMVZ–UNESP – Botucatu - SP. 

 

4.2.2 Teste de fertilidade 
 

 As éguas foram monitoradas diariamente por palpação retal e 

ultrassonografia. Quando detectado folículo com diâmetro médio de 35mm, foi 

administrado 1mg de acetato de deslorelina por via intramuscular como indutor 

da ovulação.  

Decorridas 33 horas após a indução da ovulação, as éguas foram 

monitoradas a cada 6 horas até a constatação da ovulação e foram 

inseminadas uma única vez, até 6 horas após a ovulação, de acordo com os 

grupos a serem testados, totalizando 46 inseminações. Destas, 15 

inseminações foram com Botu-Crio®, 15 com Botu-Crio® associado à asolctina 

de soja e 16 com Botu-Crio® associado à fosfatidilcolina de soja. 

Na tentativa de excluir possíveis efeitos individuais relacionados aos 

garanhões utilizados no experimento, optou-se pela inseminação artificial com 

“pool” de espermatozoides dos três garanhões, evitando-se a influência do 

reprodutor sobre os índices de fertilidade. 

 Para a inseminação, foram descongeladas a 46ºC por 20 segundos, 

duas palhetas de cada garanhão, totalizando 600x106 de espermatozoides 

viáveis pré-congelação. Estes foram depositados na extremidade do corno 

uterino ipsilateral à ovulação através do desvio por manipulação retal da pipeta 

flexível (Minitub do Brasil Ltda). 
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 O diagnóstico de gestação foi realizado entre 12 e 15 dias após a 

ovulação, com auxílio de ultrassom modelo Falcon (Pie Medical, Holanda). 

 

4.2.3 Análise estatística 
 

O teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (PROC FREQ, SAS 

Institute, 2009) foi usado para comparar a proporção de éguas prenhes por 

grupo. O nível de significância estatística foi definido em 0,05.    
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6 RESULTADOS 
 
6.1 Experimento I: Efeito da adição da asolctina de soja ou da fosfatidilcolina 

de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os parâmetros espermáticos e integridade 

de membrana do sêmen equino congelado. 

 Os resultados encontrados para cada uma das variáveis do movimento 

espermático e integridade de membrana de acordo com o meio de diluição 

utilizado estão demonstrados na Tabela 1 e nas Figuras 3 e 4. 

 

TABELA 1: Valores médios e desvios padrão dos parâmetros espermáticos 

pós-descongelação de sêmen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-

Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de 

fosfatidilcolina de soja (BC+Fc). 

 

Variáveis BC BC + Ac BC + Fc 
MT (%) 69,16 ± 9,28 64,63 ± 11,05 68,47 ± 7,92 

MP (%) 25,00 ± 5,43 23,26 ± 5,63 26,16 ± 5,50 

VAP (μm/s) 100,89 ± 14,72 102,47 ± 13,09 101,26 ± 13,78 

VSL (μm/s) 75,16 ± 8,47 76,21 ± 8,07 76,00 ± 8,80 

VCL (μm/s) 182,74 ± 22,18 186,11 ± 19,52 182,95 ± 21,32 

RAP (%) 53,16 ± 12,77 50,00 ± 14,29 53,16 ± 13,28 

IMP (%) 39,37 ± 8,82 39,95 ± 9,52 41,63 ± 9,24 

MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, VAP: velocidade de trajeto, VSL: velocidade 

linear progressiva, VCL: velocidade curvilinear, RAP: espermatozoides rápidos, IMP: 

integridade de membrana plasmática.  

 
 Não foram observados efeitos significativos (P>0,05) entre os meios 

Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja e Botu-Crio® adicionado 

de fosfatidilcolina de soja sobre as variáveis de motilidade total (MT, %); 

motilidade progressiva (MP, %); velocidade de trajeto (VAP, μm/s); velocidade 
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linear progressiva (VSL, μm/s); velocidade curvilinear (VCL, μm/s); e 

espermatozoides rápidos (RAP; %). O mesmo foi verificado em relação à 

integridade de membrana plasmática, a qual também não diferiu 

significativamente (P>0,05) entre os meios diluentes testados. 
 

 
FIGURA 3: Comparação entre os parâmetros de motilidade total (MT; %), motilidade 

progressiva (MP; %), espermatozoides rápidos (RAP; %) e integridade de membrana 

plasmática (IMP; %) de sêmen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de 

asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc). 

 

 
FIGURA 4: Comparação entre os parâmetros de velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade 

linear progressiva (VSL; μm/s) e velocidade curvilinear (VCL; μm/s) de sêmen equino 

congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-

Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc). 
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6.2 Experimento II: Avaliação dos índices de fertilidade do sêmen equino 

criopreservado com Botu-Crio®, Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e 

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja. 

 O índice de concepção das éguas inseminadas com Botu-Crio®, Botu-

Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina 

de soja (Figura 5) foram, respectivamente: 46,7% (7/15), 13,3% (2/15) e 37,5% 

(6/16). A partir destes resultados não foi identificada diferença significativa 

(P>0,05) nas taxas de prenhez entre os grupos estudados. Entretanto, foi 

verificada uma tendência a maior taxa de fertilidade do grupo Botu-Crio® 

quando comparado ao Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja (P=0,10). 

 

 
FIGURA 5: Comparação entre os índices de fertilidade de éguas inseminadas com sêmen 

equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja (BC+Ac) e 

Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc). 
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7 DISCUSSÃO 
 

O desenvolvimento de diluentes quimicamente definidos tem despertado 

grande interesse de pesquisadores em diversos países. A maior parte dos 

meios de diluição de sêmen é composta por leite desnatado e/ou gema de ovo 

como fonte de lipoproteínas para conferir proteção às células espermáticas do 

choque térmico e outras injúrias.  

Os meios a base de lecitina de soja ou contendo lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL) foram desenvolvidos para substituir a gema de ovo e leite 

mediante o argumento de que os componentes de origem animal representam 

um potencial risco de contaminação microbiológica. Entretanto, pouco se 

conhece sobre o efeito da associação dos lipídeos da soja aos lipídeos da 

gema de ovo no sêmen equino criopreservado, propósito desta pesquisa. 

  No presente estudo, adicionou-se asolctina de soja ao diluente Botu-

Crio® e fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® com o intuito de verificar 

se a união entre os lipídeos da soja e da gema de ovo proporcionam maior 

proteção ao espermatozoide de garanhões e maior índice de fertilidade. Em 

contrapartida aos outros relatos descritos na literatura, neste trabalho a gema 

de ovo não foi substituída pela lecitina de soja, mas sim, associada à mesma.  

 Os resultados encontrados no Experimento I permitiram constatar que 

tanto a adição da asolctina de soja quanto a adição de fosfatidilcolina de soja 

ao diluente Botu-Crio® foi similarmente eficaz ao diluente convencional Botu-

Crio® no que se refere à integridade de membrana plasmática e aos 

parâmetros espermáticos de motilidade total, motilidade progressiva, 

velocidade de trajeto, velocidade linear progressiva, velocidade curvilinear e 

espermatozoides rápidos. Estes resultados corroboram com os descritos por: 

Ricker et al. (2006); Felício et al. (2007); Papa et al. (2011), que também 

trabalharam com a espécie equina. Estudos envolvendo outras espécies, 

como: bovina (HINSCH et al., 1997); bubalina (AKHTER et al., 2010); ovina 

(GIL et al., 2003a; FOROUZANFAR et al., 2010; PAZ et al., 2010; 

KASIMANICKAM et al., 2011); canina (KMENTA et al., 2011) e humana 

(JEYENDRAN et al., 2008; REED et al., 2009) obtiveram resultados similares. 

No que se refere aos parâmetros espermáticos e integridade de 

membrana, os resultados obtidos no Experimento I foram semelhantes aos 
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encontrados por Ricker et al. (2006). Tanto a presença da fosfatidilcolina de 

soja quanto da fosfatidilcolina de ovo nos meios de diluição promoveu 

diminuição dos danos causados pelo processo de congelação e descongelação 

por se associarem à superfície da membrana. No Experimento I, a associação 

entre os lipídeos da soja e da gema de ovo mantiveram esta característica 

comparada ao diluente composto apenas por gema de ovo. Papa et al. (2011) 

também concluíram que diluentes a base de lecitina de soja são tão eficientes 

quanto o meio a base de gema de ovo na criopreservação do sêmen equino ao 

compararem o Botu-Crio® com diferentes concentrações de BCLS (Botu-Crio® 

sem gema de ovo e com lecitina de soja).  

Diferente deste estudo, Dell’Aqua Jr. et al. (2007) e Zhang et al. (2009) 

observaram superioridade dos meios a base de lecitina de soja em relação aos 

meios à base de gema de ovo ao avaliarem sêmen congelado de bovinos e 

javalis, respectivamente. Entretanto, Zhang et al. (2009) verificaram que quanto 

maior a concentração da lecitina de soja utilizada nos diluentes, menor é a 

porcentagem de membrana plasmática íntegra e de motilidade espermática. 

Este achado foi atribuído ao fato da lecitina de soja ser menos viscosa que a 

gema de ovo. Conforme a concentração de lecitina de soja é elevada, a 

viscosidade aumenta, dificultando a movimentação espermática. Aires et al. 

(2003) também sugeriram que melhores resultados de motilidade no meio à 

base de lecitina de soja pode ser consequência da alta viscosidade e presença 

de debris nos diluidores compostos por gema de ovo, afetando a função 

espermática. A combinação da asolctina de soja e da fosfatidilcolina de soja 

com a gema de ovo não alterou a viscosidade do meio no presente estudo, 

uma vez que a adição de OEP (agente emulsificante) e o processo de 

centrifugação são responsáveis por diminuir a viscosidade, não havendo 

alteração na motilidade espermática. 

Discordando dos achados deste trabalho, alguns pesquisadores 

perceberam piora na qualidade do sêmen criopreservado com diluente à base 

de lecitina de soja. Wagtendonk-de Leeuw et al. (2000) afirmaram que os 

efeitos benéficos exercidos pela gema de ovo dificilmente são alcançados por 

outros agentes. Estes autores observaram motilidade superior no sêmen 

bovino congelado com meio a base de gema de ovo, provavelmente, pela 

maior viscosidade e presença de debris no meio Biociphos Plus®, o qual 
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apresentou comprometimento na fertilidade. O mesmo foi observado por Thun 

et al. (2002) ao compararem o diluidor Tris-gema com Biociphos-Plus® e por 

Celeghini et al. (2008) ao confrontarem os meios Botu-Bov® e Bioexcell®.  

Forouzanfar et al. (2010) sugerem que altas concentrações de lecitina de 

soja podem ser tóxicas ao espermatozoide, prejudicando a motilidade e 

viabilidade, enquanto elevadas concentrações de gema de ovo são 

necessárias para preservar estas características. Este efeito tóxico da lecitina 

de soja não foi observado no Experimento I. 

No Experimento II, os índices de prenhez foram semelhantes entre os 

grupos testados. A adição de asolctina de soja e de fosfatidilcolina de soja ao 

diluente Botu-Crio® não interferiu negativamente na estrutura do 

espermatozoide e, consequentemente, na capacidade de fertilização. 

Entretanto, houve uma tendência à maior taxa de fertilidade do diluente Botu-

Crio® em relação ao diluente associado à asolctina de soja. Possivelmente, a 

concentração de asolctina utilizada pode ter acarretado uma maior inibição dos 

fatores ligados à capacitação devido a um aumento na rigidez da membrana, 

como observado por Zahn et al. (2002) ao incorporarem colesterol na 

membrana de espermatozoides de equinos, prejudicando o processo de 

fertilização. Ao realizarem a inclusão do colesterol por meio da ciclodextrina na 

membrana plasmática, estes autores perceberam que a fertilidade do sêmen 

equino congelado reduziu consideravelmente. O baixo número de 

inseminações pode ter mascarado uma diferença estatística no presente 

estudo.  

Em pesquisa realizada por Zeron et al. (2002), foi constatado que a 

fosfatidilcolina de ovo (fosfolipídeo fluido) diminuiu a temperatura de transição 

lipídica da membrana espermática e reduziu, consequentemente, a 

sensibilidade ao processo de refrigeração. Entretanto, a 

dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfolipídeo sintético mais rígido que a fosfatidilcolina 

de ovo, obteve o efeito oposto por permitir menor mobilidade entre os 

constituintes da membrana. A asolctina de soja, assim como a 

dipalmitoilfosfatidilcolina, provavelmente possui uma rigidez maior que os 

lipídeos da gema de ovo, o que pode ter, discretamente, dificultado o processo 

de fertilização pela forte interação com a membrana plasmática. 
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Ricker et al. (2006) relataram semelhança estatística em estudo 

preliminar de fertilidade dos meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e 

INRA82® com fosfatidilcolina de ovo, concordando com os achados do 

Experimento II. Papa et al. (2011) também não observaram diferença nos 

índices de concepção nos meios compostos por lecitina de soja nas 

concentrações de 10g/L e 20g/L comparados com meio a base de gema de 

ovo. Entretanto, observaram índice de fertilidade inferior ao Botu-Crio® quando 

substituíram a gema de ovo por uma concentração elevada de lecitina de soja 

(45g/L), confirmando o efeito prejudicial da lecitina em concentrações muito 

altas. Isto foi atribuído a fatores como: aderência maciça dos lipídeos da 

lecitina de soja na superfície da membrana plasmática em função da alta 

concentração; modificações da composição da membrana; forte interação dos 

lipídeos da lecitina de soja com a membrana; inibição dos fatores ligados à 

capacitação pela elevada concentração de lecitina de soja. 

Os resultados obtidos no Experimento II estão em consonância com Gil 

et al. (2003b), os quais estudaram a taxa de fertilidade do sêmen congelado de 

carneiros utilizando o Bioexcell® e um outro diluente à base de leite e gema de 

ovo, não havendo diferença estatística entre os meios testados. O mesmo 

resultado foi obtido por Fukui et al. (2008), constatando que o meio a base de 

lecitina de soja Andromed® pode substituir diluentes a base de gema de ovo no 

sêmen ovino criopreservado. 

Novos estudos devem ser conduzidos para que se consiga obter uma 

concentração mínima de lecitina de soja em substituição à gema de ovo nos 

diluentes de congelação, evitando o aumento da viscosidade do meio e a 

aderência maciça na superfície da membrana plasmática dos espermatozoides 

prejudicando, consequentemente, a motilidade e fertilidade do sêmen equino 

congelado.  
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8 CONCLUSÃO 
 

 Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que: 

 

� tanto a adição da asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao 

diluente Botu-Crio® apresentaram eficácia similar ao diluente Botu-Crio® 

convencional no que se refere aos parâmetros espermáticos do sêmen 

criopreservado de garanhões; 

 

� a associação dos lipídeos da asolctina de soja à gema de ovo e da 

fosfatidilcolina de soja à gema de ovo conferiram o mesmo grau de 

proteção à membrana plasmática do espermatozoide congelado com o 

diluente convencional Botu-Crio®; 

 
� os índices de fertilidade do sêmen criopreservado de garanhões foi 

semelhante entre os diluentes Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de 

asolctina de soja e Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja. 

Entretanto, houve uma tendência a maior taxa de fertilidade do diluente 

Botu-Crio® quando comparado ao diluente associado à asolctina de soja. 
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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição da asolctina ou da 

fosfatidilcolina de soja em diluente a base de gema de ovo sobre parâmetros 

espermáticos e fertilidade de sêmen equino congelado. No Experimento I, dezenove 

ejaculados de três garanhões foram criopreservados utilizando três diluentes: Botu-

Crio® (BC), Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® 

adicionado de fosfatidilcolina de soja (BC+Fc), para avaliação dos parâmetros de 

cinética espermática e integridade de membrana plasmática. No Experimento II, 

comparou-se a taxa de fertilidade referente aos três meios de congelação por meio de 

inseminação artificial das éguas com “pool” de espermatozoides dos três garanhões. 

Não houve diferença significativa no que se refere aos parâmetros espermáticos de 

motilidade total (69,16±9,28; 64,63±11,05; 68,47±7,92), motilidade progressiva 

(25,00±5,43; 23,26±5,63; 26,16±5,50), integridade de membrana plasmática 

(39,37±8,82; 39,95±9,52; 41,63±9,24) e índice de concepção (46,7%, 13,3%, 37,5%) 

entre os meios BC, BC+Ac e BC+Fc, respectivamente. Entretanto, existiu uma 

tendência a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® quando comparado ao 

meio adicionado de asolctina de soja. Conclui-se que tanto a adição da asolctina de soja 
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quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® apresenta a mesma eficácia 

que o diluente Botu-Crio® na criopreservação de sêmen equino.  

Palavras-chave: criopreservação, garanhão, lecitina de soja, sêmen 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of addition of soybean asolectin and 

phosphatidylcholine in an egg yolk-based extender on sperm parameters and fertility of 

frozen equine semen. In Experiment I, nineteen ejaculates from three stallions were 

submitted to cryopreservation process using three freezing extenders: Botu-Crio™ (BC), 

Botu-Crio™ with soybean asolectin (BC+Ac) and Botu-Crio™ with soybean 

phosphatidylcholine (BC+Fc), for further evaluation of kinetic parameters and sperm 

plasma membrane integrity. In Experiment II, the fertility rates from the three freezing 

extenders were compared through artificial insemination in mares using a sperm “pool” 

of three stallions.  No significant differences were found on sperm parameters of total 

motility (69.16±9.28; 64.63±11.05; 68.47±7.92); progressive motility (25.00±5.43; 

23.26±5.63; 26.16±5.50); plasma membrane integrity (39.37±8.82; 39.95±9.52; 

41.63±9.24) and fertility rates (46.7%, 13.3%, 37.5%), for the BC, BC+Ac and BC+Fc 

groups, respectively. However, the tendency toward higher (P>0.05) fertility rates in 

Botu-Crio™ (BC) freezing extender than the freezing extender containing soybean 

asolectin (BC + Ac). Based in these results, it is concluded that the both addition of 

soybean asolectin and phosphatidylcholine to Botu-Crio™ freezing extender has the 

same effectiveness as the conventional Botu-Crio™ used in the cryopreservation of 

equine semen.    

Keywords: cryopreservation, stallion, soybean lecithin, semen 

 

INTRODUÇÃO 

 A criopreservação de sêmen é uma biotecnologia de grande impacto na indústria 

equina, uma vez que permite a maximização do potencial genético do reprodutor, 

permitindo maior número de descendentes de garanhões de alto valor genético, bem 

como o armazenamento de material genético de animais que não possam, temporária ou 

permanentemente, ser utilizados com fins reprodutivos; reduz os custos de transporte e 

aumenta o controle de doenças sexualmente transmissíveis (SQUIRES et al., 1999). 
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 Apesar das inúmeras vantagens na utilização do sêmen congelado, seu uso tem 

sido limitado pela redução da fertilidade ocasionada durante o processo de congelação-

descongelação do sêmen de alguns garanhões (SQUIRES et al., 2004), havendo 

diminuição na viabilidade da célula espermática (WATSON, 2000; ORTEGA-

FERRUSOLA et al., 2009). Os garanhões podem ser classificados como bons 

congeladores ou maus congeladores, de acordo com as características de motilidade 

espermática pós-descongelação (HOFFMAN et al., 2011), podendo ocorrer variações 

não apenas entre diferentes garanhões, mas entre ejaculados de um mesmo reprodutor.   

 Os diluidores de sêmen são constituídos por substâncias que permitem a 

preservação da integridade da membrana plasmática mediante a estabilização do pH do 

meio, a neutralização de produtos tóxicos produzidos pelos espermatozoides, a proteção 

contra o choque térmico, a manutenção do equilíbrio eletrolítico e osmótico, a inibição 

do crescimento bacteriano e o fornecimento de energia (FURST, 2006). Os aspectos que 

determinam o sucesso da criopreservação são a toxicidade e o estresse osmótico que as 

células espermáticas são expostas quando utilizadas altas concentrações de 

crioprotetores (ALVARENGA et al. 2005), sendo a gema de ovo, o leite e o glicerol os 

mais comumente encontrados nos meios de congelação.  

 O leite e a gema de ovo auxiliam na estabilização da membrana plasmática 

durante os ciclos de congelação e descongelação, prevenindo as injúrias causadas pelo 

choque térmico (ARIFIANTINI e YUSUF, 2010). Entretanto, por questões ligadas ao 

risco de veiculação de agentes contaminantes, diluidores a base de lecitina de soja tem 

sido testados para substituir os componentes de origem animal nos meios de congelação 

de sêmen e para otimizar a qualidade do mesmo. 

Os diluentes de congelação compostos por lecitina de soja têm sido incluídos em 

estudos realizados com sêmen de diversas espécies e os resultados promissores 

incentivam ainda mais a busca pela concentração ideal deste componente para 

minimizar os danos provocados pelo processo de criopreservação (HINSCH et al., 

1997; GIL et al., 2003a; RICKER et al., 2006; FELÍCIO et al., 2007; JEYENDRAN et 

al., 2008; REED et al., 2009; FOROUZANFAR et al., 2010; PAZ et al., 2010; 

AKHTER et al., 2010; AKHTER et al., 2011; PAPA et al., 2011; KASIMANICKAM, 

2011; KMENTA et al., 2011). 

 Apesar dos diversos estudos envolvendo diluentes livres de componentes de 

origem animal, pouco se conhece sobre a associação entre os lipídeos da lecitina de soja 

e os lipídeos da gema de ovo nos meios de congelação para criopreservação do sêmen 
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equino. Neste intuito, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição da 

asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre os 

parâmetros espermáticos e índices de fertilidade do sêmen congelado de garanhões. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

A pesquisa em questão atendeu aos requisitos impostos pela Comissão de Ética 

no uso de animais de acordo com os princípios éticos na experimentação animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP, campus Botucatu, 

recebendo o protocolo número 210/2011 – CEEA. 

Foram conduzidos 2 experimentos complementares de acordo com os objetivos 

propostos. No Experimento I, foi verificado o efeito da adição da asolctina de soja1 ou 

da fosfatidilcolina de soja2 ao diluente Botu-Crio® sobre os parâmetros espermáticos e 

integridade de membrana do sêmen equino congelado. No Experimento II, foram 

avaliados os índices de fertilidade do sêmen equino criopreservado com Botu-Crio®, 

Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de 

soja. 

Para as atividades referentes ao Experimento I, foram utilizados três garanhões 

das raças Puro Sangue Inglês, Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, submetidos a 

regime regular de colheita de sêmen, pertencentes ao Departamento de Reprodução 

Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – 

UNESP – Botucatu, SP. 

A colheita do sêmen, análise laboratorial, processamento, congelação e 

estocagem das amostras foram conduzidos no CERAN (Centro de Biotecnologia e 

Diagnóstico em Reprodução Animal) pertencente ao Departamento de Reprodução 

Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – 

UNESP – Botucatu, SP. 

Os dois diluentes de congelação foram preparados utilizando-se como base os 

componentes presentes no Botu-Crio®. Para isso, foi adicionado OEP (orvus-Es paste) à 

água e esta solução foi separada em 2 amostras: uma recebeu adição de asolctina de soja 

na concentração de 10g/L e outra, de fosfatidilcolina de soja na concentração de 10g/L. 

Depois do acréscimo dos lipídeos da soja, as amostras foram homogeneizadas e a 

                                            
1 Sigma 11145 (Asolctina obtida de soja) 
2 Sigma P5638 (L-α-Phosphatidylcholine from soybean, Type II-S) 
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solução base “powder” presente no Botu-Crio® foi adicionado a cada uma, sendo 

novamente homogeneizada. Em seguida, foram levadas à centrífuga refrigerada 

(Cientec, CT-6000 R) à 5ºC por 99 minutos, foi retirado o sobrenadante, realizada a 

correção do pH e da osmolaridade, adicionado o crioprotetor e realizado o 

armazenamento à -20ºC em frascos contendo 100mL. 

Previamente a colheita dos ejaculados, foi realizada a higienização do pênis dos 

garanhões com água corrente para a remoção das sujidades. O sêmen foi colhido com a 

utilização de vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, 

Brasil), com temperatura entre 40ºC e 42°C, em manequim inanimado. 

Após a colheita, o sêmen foi imediatamente filtrado para remoção da fração gel 

e de sujidades. A concentração espermática foi avaliada com auxílio de uma câmara de 

Neubauer e microscópio óptico de contraste de fase, sob o aumento de 200X, utilizando 

o fator de diluição de 1 parte de sêmen para 19 partes de água destilada. O número de 

espermatozoides contados foi multiplicado por 1000 e expresso em número de 

espermatozoides por milímetro cúbico (mm3). 

 Os parâmetros de cinética espermática foram avaliados por análise 

computadorizada dos movimentos espermáticos - CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-

Thorne Research, Danvers, MA, USA), depositando-se uma alíquota de 10µL de sêmen 

em uma câmara de Makler (Makler Counting Chamber®, Sefi-Medical Instruments ltd., 

Haifa, Israel) pré-aquecida a 37ºC. Em cada amostra foram avaliadas, no mínimo, 500 

células.  

Para a criopreservação do ejaculado, foi empregada a técnica descrita por Papa 

et al. (2008), na qual o sêmen foi diluído em meio diluente à base de leite desnatado e 

glicose (Botu-Sêmen®, Botupharma Botucatu/ME Ltda., SP, Brasil) em uma proporção 

de 1:1 (meio:sêmen) e, posteriormente, dividido em três alíquotas que foram 

centrifugadas a 600xg por 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado e os pellets ressuspendidos para a concentração de 200x106 de 

espermatozóides viáveis/mL, sendo uma amostra com meio diluente de congelação 

Botu-Crio® (Botupharma Botucatu/ME Ltda., Botucatu, SP, Brasil), uma amostra com 

Botu-Crio® acrescido de asolctina de soja e outra com Botu-Crio® acrescido de 

fosfatidilcolina de soja.  

As amostras de cada protocolo foram envasadas em palhetas francesas de 

0,5mL, previamente identificadas com o nome do garanhão, partida da colheita do 

ejaculado e protocolo de congelação e, em seguida, lacradas com álcool polivinílico. As 
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palhetas foram distribuídas em uma grade e refrigeradas a 5ºC durante 20 minutos em 

geladeira Minitub® (Minitub do Brasil Ltda), na taxa de 0,5ºC/minuto e, decorrido este 

período, foram destinadas a congelação na máquina automatizada TK® 4000C (TK 

Tecnologia em Congelação Ltda, Uberaba, Minas Gerais, Brasil), na velocidade de 

15ºC/minuto entre 5ºC e -10ºC e velocidade de 40ºC/minuto entre -10ºC e -140ºC. 

Após, foram imersas em nitrogênio líquido e estocadas em botijão.  

As palhetas foram descongeladas em banho-maria, a 46ºC por 20 segundos, 

segundo a técnica descrita por Dell’Aqua Jr. et al. (2001). A análise de cinética 

espermática das amostras foi realizada por meio do método computadorizado, 

considerando as seguintes variáveis: motilidade total (MT, %); motilidade progressiva 

(MP, %); velocidade de trajeto (VAP, μm/s); velocidade linear progressiva (VSL, 

μm/s); velocidade curvilinear (VCL, μm/s); e espermatozoides rápidos (RAP; %). 

A Integridade da Membrana Plasmática (IMP, %) foi analisada pela combinação 

das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceína, permeável às células com 

membrana íntegra, e iodeto de propídio, permeável às células com membrana lesada, de 

acordo com a técnica descrita por Harrison & Vickers (1990). As amostras foram 

analisadas entre lâmina e lamínula em microscópio de epifluorescência, sob aumento de 

400x. Foram contadas 100 células espermáticas, sendo consideradas íntegras as células 

emitindo fluorescência verde e, lesadas, as com fluorescência vermelho ou verde e 

vermelho. O resultado foi expresso em porcentagem de células íntegras.  

Na segunda etapa experimental, foram utilizadas 19 éguas pertencentes ao 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP – Botucatu, SP. 

O teste de fertilidade foi realizado no CERBEQ (Centro de Reprodução e 

Biotecnologia Equina), no Posto de Monta, Campus do Lageado – FMVZ – UNESP – 

Botucatu - SP. 

 As éguas foram monitoradas diariamente por palpação retal e ultrassonografia. 

Quando detectado folículo com diâmetro médio de 35mm, foi administrado 1mg de 

acetato de deslorelina, por via intramuscular, como indutor da ovulação. Decorridas 33 

horas após a indução da ovulação, as éguas foram monitoradas a cada 6 horas até a 

constatação da ovulação e, então, foram inseminadas de acordo com os grupos a serem 

testados, totalizando 46 inseminações. Destas, 15 inseminações foram com Botu-Crio®, 

15 com Botu-Crio® associado à fosfatidilcolina de soja e 16 com Botu-Crio® associado 

à asolctina de soja. 
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Na tentativa de excluir possíveis efeitos individuais relacionados aos garanhões 

utilizados no experimento, optou-se pela inseminação artificial com “pool” de 

espermatozoides dos três garanhões, evitando-se a influência do reprodutor sobre os 

índices de fertilidade. 

 Para a inseminação, foram descongeladas a 46ºC, por 20 segundos, duas palhetas 

de cada garanhão, totalizando 600x106 de espermatozoides viáveis pré-congelação. 

Estes foram depositados na extremidade do corno uterino ipsilateral à ovulação através 

do desvio por manipulação retal da pipeta flexível (Minitub do Brasil Ltda). 

 O diagnóstico de gestação foi realizado entre 12 e 15 dias após a ovulação, com 

auxílio de ultrassom modelo Falcon (Pie Medical, Holanda). 

 No Experimento I, as médias de cada variável resposta entre os grupos testados 

foram comparadas pela análise de variância (LITTELL et al., 2006; PROC MIXED, 

SAS Institute, 2009). O teste de Wilcoxon (PROC NPAR1WAY, SAS Institute, 2009) 

foi utilizado para comparar a porcentagem média de espermatozoides rápidos entre os 

grupos testados devido à distribuição assimétrica. 

No Experimento II, o teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (PROC 

FREQ, SAS Institute, 2009) foi usado para comparar a proporção de éguas prenhes por 

grupo. O nível de significância estatística foi definido em 0.05.    

 

RESULTADOS 

 Os resultados encontrados para cada uma das variáveis do movimento 

espermático e integridade de membrana de acordo com o meio de diluição utilizado 

estão demonstrados na Tab.1. 

Não foram observados efeitos significativos (P>0,05) entre a associação da 

asolctina de soja ou da fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® sobre as variáveis 

de motilidade total (MT, %); motilidade progressiva (MP, %); velocidade de trajeto 

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

μm/s); e espermatozoides rápidos (RAP; %). O mesmo foi verificado em relação à 

integridade de membrana plasmática, a qual também não diferiu significativamente 

(P>0,05) entre os meios diluentes testados. 
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Tabela 1: Valores médios e desvios padrão dos parâmetros espermáticos pós-

descongelação de sêmen equino congelado com Botu-Crio® (BC), Botu-Crio® acrescido 

de asolctina de soja (BC+Ac) e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja 

(BC+Fc). 

Variáveis BC BC + Ac BC + Fc 

MT (%) 69,16 ± 9,28 64,63 ± 11,05 68,47 ± 7,92 

MP (%) 25,00 ± 5,43 23,26 ± 5,63 26,16 ± 5,50 

VAP (μm/s) 100,89 ± 14,72 102,47 ± 13,09 101,26 ± 13,78 

VSL (μm/s) 75,16 ± 8,47 76,21 ± 8,07 76,00 ± 8,80 

VCL (μm/s) 182,74 ± 22,18 186,11 ± 19,52 182,95 ± 21,32 

RAP (%) 53,16 ± 12,77 50,00 ± 14,29 53,16 ± 13,28 

IMP (%) 39,37 ± 8,82 39,95 ± 9,52 41,63 ± 9,24 
MT: motilidade total, MP: motilidade progressiva, VAP: velocidade de trajeto, VSL: 
velocidade linear progressiva, VCL: velocidade curvilinear, RAP: espermatozoides 
rápidos, IMP: integridade de membrana plasmática.  
 
  O índice de concepção das éguas inseminadas com Botu-Crio®, Botu-

Crio® acrescido de asolctina de soja e Botu-Crio® acrescido de fosfatidilcolina de soja 

foram, respectivamente: 46,7% (7/15), 13,3% (2/15) e 37,5% (6/16). A partir destes 

resultados não foi identificada diferença significativa (P>0,05) nas taxas de prenhez 

entre os grupos estudados. Entretanto, foi verificada uma tendência a maior taxa de 

fertilidade do grupo Botu-Crio® quando comparado ao Botu-Crio® adicionado de 

asolctina de soja (P=0,10). 

 

DISCUSSÃO 

O desenvolvimento de diluentes quimicamente definidos tem despertado grande 

interesse de pesquisadores em diversos países. A maior parte dos meios de diluição de 

sêmen é composta por leite desnatado e/ou gema de ovo como fonte de lipoproteínas 

para conferir proteção às células espermáticas do choque térmico e outras injúrias. Os 

meios a base de lecitina de soja ou contendo lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

foram desenvolvidos para substituir a gema de ovo e leite mediante o argumento de que 

os componentes de origem animal representam um potencial risco de contaminação 

microbiológica. Entretanto, pouco se conhece sobre o efeito da associação dos lipídeos 
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da lecitina de soja aos lipídeos da gema de ovo no sêmen equino criopreservado, 

propósito desta pesquisa. 

  No presente estudo, adicionou-se asolctina de soja ao diluente Botu-Crio® e 

fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® com o intuito de verificar se a união 

entre os lipídeos da soja e da gema de ovo proporcionam maior proteção ao 

espermatozoide proveniente de garanhões de baixa congelabilidade e maior índice de 

fertilidade. Em contrapartida aos outros relatos descritos na literatura, neste trabalho a 

gema de ovo não foi substituída pela lecitina de soja, mas sim, associada à mesma.  

 Os resultados encontrados no Experimento I permitiram constatar que tanto a 

adição da asolctina de soja ao diluente Botu-Crio®, quanto a adição de fosfatidilcolina 

de soja a este mesmo diluente, foram similarmente eficazes ao diluente Botu-Crio® no 

que se refere à integridade de membrana plasmática e aos parâmetros espermáticos de 

motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de trajeto, velocidade linear 

progressiva, velocidade curvilinear e espermatozoides rápidos. Estes achados estão de 

acordo com os descritos por outros autores que também trabalharam com a espécie 

equina: Ricker et al. (2006); Felício et al. (2007); Papa et al. (2011) e com outras 

espécies: Hinsch et al. (1997) – bovinos; Akhter et al. (2010) – bubalinos; Gil et al. 

(2003a), Forouzanfar et al. (2010), Paz et al. (2010), Kasimanickam et al. (2011) – 

ovinos; Kmenta et al. (2011) – caninos; Jeyendran et al. (2008), Reed et al. (2009) – 

humanos. 

No que se refere aos parâmetros espermáticos e integridade de membrana, os 

resultados obtidos no Experimento I foram semelhantes aos encontrados por Ricker et 

al. (2006). Tanto a presença da fosfatidilcolina de soja quanto da fosfatidilcolina de ovo 

nos meios de diluição promoveu diminuição dos danos causados pelo processo de 

congelação e descongelação por se associarem à superfície da membrana. No 

Experimento I, a associação entre os lipídeos da soja e da gema de ovo mantiveram esta 

característica comparada ao diluente composto apenas por gema de ovo. Papa et al. 

(2011) também concluíram que diluentes a base de lecitina de soja são tão eficientes 

quanto o meio a base de gema de ovo na criopreservação do sêmen equino ao 

compararem o Botu-Crio® com diferentes concentrações de BCLS (Botu-Crio® sem 

gema de ovo e com lecitina de soja).  

Diferente deste estudo, Dell’Aqua Jr. et al. (2007) e Zhang et al. (2009) 

observaram superioridade dos meios a base de lecitina de soja em relação aos meios à 

base de gema de ovo ao avaliarem sêmen congelado de bovinos e javalis, 
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respectivamente. Entretanto, Zhang et al. (2009) verificaram que quanto maior a 

concentração da lecitina de soja utilizada nos diluentes, menor é a porcentagem de 

membrana plasmática íntegra e de motilidade espermática. Este achado foi atribuído ao 

fato da lecitina de soja ser menos viscosa que a gema de ovo, porém, conforme a 

concentração de lecitina de soja é elevada, a viscosidade aumenta, dificultando a 

movimentação espermática. Aires et al. (2003) também sugeriram que melhores 

resultados de motilidade no meio à base de lecitina de soja pode ser consequência da 

alta viscosidade e presença de debris nos diluidores compostos por gema de ovo, 

afetando a função espermática. A combinação da asolctina de soja e da fosfatidilcolina 

de soja com a gema de ovo não alterou a viscosidade do meio no presente estudo, uma 

vez que a adição de OEP (agente emulsificante) e o processo de centrifugação são 

responsáveis por diminuir a viscosidade, não havendo alteração na motilidade 

espermática. 

Por outro lado, discordando dos achados deste trabalho, alguns pesquisadores 

perceberam piora na qualidade do sêmen criopreservado com diluente à base de lecitina 

de soja. Wagtendonk-de Leeuw et al. (2000) afirmaram que os efeitos benéficos 

exercidos pela gema de ovo dificilmente são alcançados por outros agentes. Estes 

autores observaram motilidade superior no sêmen bovino congelado com meio a base 

de gema de ovo, provavelmente, pela maior viscosidade e presença de debris no meio 

Biociphos Plus®, o qual apresentou comprometimento na fertilidade. O mesmo foi 

observado por Thun et al. (2002) ao compararem o diluidor Tris-gema com Biociphos-

Plus® e por Celeghini et al. (2008) ao confrontarem os meios Botu-Bov® e Bioexcell®. 

Forouzanfar et al.(2010) sugerem que altas concentrações de lecitina de soja podem ser 

tóxicas ao espermatozoide, prejudicando a motilidade e viabilidade, enquanto elevadas 

concentrações de gema de ovo são necessárias para preservar estas características. Este 

efeito tóxico da lecitina de soja não foi observado no Experimento I. 

No Experimento II, os índices de prenhez foram estatisticamente semelhantes 

entre os grupos testados, demonstrando que a adição de asolctina de soja ou de 

fosfatidilcolina de soja ao diluente Botu-Crio® não interferiram negativamente na 

estrutura do espermatozoide e, consequentemente, na capacidade de fertilização. 

Entretanto, houve uma tendência à maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® em 

relação ao diluente associado à asolctina de soja. Possivelmente, a concentração de 

asolctina utilizada pode ter acarretado uma maior inibição dos fatores ligados à 

capacitação devido a um aumento na rigidez da membrana, como observado por Zahn et 
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al. (2002) ao incorporarem colesterol na membrana de espermatozoides de equinos, 

prejudicando o processo de fertilização. Ao realizarem a inclusão do colesterol por meio 

da ciclodextrina na membrana plasmática, estes autores perceberam que a fertilidade do 

sêmen equino congelado reduziu consideravelmente. Ainda, o baixo número de 

inseminações pode ter mascarado uma diferença estatística, efetivamente, no presente 

estudo.  

Em pesquisa realizada por Zeron et al. (2002), foi constatado que a 

fosfatidilcolina de ovo (fosfolipídeo fluido) diminuiu a temperatura de transição lipídica 

da membrana espermática e reduziu, consequentemente, a sensibilidade ao processo de 

refrigeração. Entretanto, a dipalmitoilfosfatidilcolina, fosfolipídeo sintético mais rígido 

que a fosfatidilcolina de ovo, obteve o efeito oposto por permitir menor mobilidade 

entre os constituintes da membrana. A asolctina de soja, assim como este fosfolipídeo 

sintético citado anteriormente, provavelmente possui uma rigidez maior que os lipídeos 

da gema de ovo, o que pode ter, discretamente, dificultado o processo de fertilização 

pela forte interação com a membrana plasmática. 

Ricker et al. (2006) relataram semelhança estatística em estudo preliminar de 

fertilidade dos meios INRA82® com fosfatidilcolina de soja e INRA82® com 

fosfatidilcolina de ovo, concordando com os achados do Experimento II. Papa et al. 

(2011) também não observaram diferença nos índices de concepção nos meios 

compostos por lecitina de soja nas concentrações de 10g/L e 20g/L comparados com 

meio a base de gema de ovo. Entretanto, observaram índice de fertilidade inferior ao 

Botu-Crio® quando substituíram a gema de ovo por uma concentração elevada de 

lecitina de soja (45g/L), confirmando o efeito prejudicial da lecitina em concentrações 

muito altas. Isto foi atribuído a fatores como: aderência maciça dos lipídeos da lecitina 

de soja na superfície da membrana plasmática em função da alta concentração; 

modificações da composição da membrana; forte interação dos lipídeos da lecitina de 

soja com a membrana; inibição dos fatores ligados à capacitação pela elevada 

concentração de lecitina de soja. 

Os resultados obtidos no Experimento II estão em consonância com os do 

trabalho efetuado por Gil et al. (2003b), os quais estudaram a taxa de fertilidade do 

sêmen congelado de carneiros utilizando o Bioexcell® e um outro diluente à base de 

leite e gema de ovo, não havendo diferença estatística entre os meios testados. O mesmo 

resultado foi obtido por Fukui et al. (2008), que constataram que o meio a base de 
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lecitina de soja Andromed® pode substituir diluentes a base de gema de ovo no sêmen 

ovino criopreservado. 

Novos estudos devem ser conduzidos para que se consiga obter uma 

concentração mínima de lecitina de soja em substituição à gema de ovo nos diluentes de 

congelação, sem que haja aumento da viscosidade do meio e aderência maciça na 

superfície da membrana plasmática dos espermatozoides que podem, 

consequentemente, prejudicar a motilidade e fertilidade do sêmen equino congelado.  

 

CONCLUSÃO 

 Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que: 

� tanto a adição da asolctina de soja quanto da fosfatidilcolina de soja ao diluente 

Botu-Crio® apresentaram eficácia similar ao diluente Botu-Crio® convencional 

no que se refere aos parâmetros espermáticos do sêmen criopreservado de 

garanhões; 

� a associação dos lipídeos da asolctina de soja à gema de ovo e da fosfatidilcolina 

de soja à gema de ovo conferiram o mesmo grau de proteção à membrana 

plasmática do espermatozoide congelado com o diluente convencional Botu-

Crio®; 

� os índices de fertilidade do sêmen criopreservado de garanhões foi semelhante 

entre os diluentes Botu-Crio®, Botu-Crio® adicionado de asolctina de soja e 

Botu-Crio® adicionado de fosfatidilcolina de soja. Entretanto, houve uma 

tendência a maior taxa de fertilidade do diluente Botu-Crio® quando comparado 

ao diluente associado à asolctina de soja. 
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