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RESUMO 

 

MOREIRA, Amanda Rezende Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho 

de 2016. Criopreservação de sêmen de garanhões da raça MangalargaMarchador 

em diluidores com diferentes meios crioprotetores associados ou não à antocianina. 

Orientador: José Domingos Guimarães.Co-orientadores: Maria Verônica de Souza e 

Leandro Licursi de Oliveira. 

 

O presente estudo teve como objetivo a avaliação comparativa dos crioprotetores 

glicerol, etilenoglicol e dimetilformamida, além da adição de antocianina ao meio base 

de congelamento, como tentativa de minimizar os danos celulares oriundos do processo 

de criopreservação.  Foram utilizados seis garanhões da raça Mangalarga Marchador, 

maturos sexualmente, hígidos e aprovados para reprodução por meio de exame 

andrológico. As coletas de sêmen foram realizadas com intervalos de dois dias pelo 

método da vagina artificial com auxílio de uma fêmea em estro natural ou induzido ou 

manequim, totalizando cinco ejaculados por garanhão. A primeira etapa do estudo teve 

por finalidade determinar a melhor concentração destes crioprotetores e aditivo para que 

fosse usada na etapa seguinte. Para este fim foram realizadas análises de motilidade 

espermática progressiva total e vigor espermático. Verificou-se que as concentrações de 

4, 5 e 6 % de etilenoglicol e dimetilformamida utilizadas isoladamente nos diluentes de 

criopreservação não tiveram diferença (P>0,05) sobre os parâmetros de motilidade 

espermática progressiva total e vigor espermático. Os mesmos crioprotetores utilizados 

em associação podem ser feitos nas proporções 1:4 e 2:3 % (etilenoglicol : 

dimetilformamida) sem proporcionar diferenças nos parâmetros físicos do sêmen 

espermatozoides. Na segunda etapa, as amostras de sêmen criopreservadasforam 

submetidas às análises físicas convencionais (motilidade espermática progressiva total e 

vigor espermático), teste de termo- resistência e a análise do grau de integridade das 

células espermáticas utilizando sondas fluorescentes e analisados por meio da citometria 

de fluxo. Os tratamentos experimentais foram assim constituídos: Controle Botucrio 

(B); Etilenoglicol 4% (E); Dimetilformamida 5% (D); Etilenoglicol + 
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Dimetilformamida (ED) ou associados com antocianina (BA, EA, DA e EDA) na 

verificou-se os piores valores médios em todos os testes, enquanto nos tratamentos D e 

DA se mostraram menos agressivos às membranas plasmática e acrossomal. Os valores 

médios de motilidade espermática progressiva total e vigor espermático foram 

semelhantes em todos os tratamentos, exceto nos tratamentos E e EA, que foram 

inferiores. No entanto, os tratamentos empregando o diluente a base de 

dimetilformamida caíram aproximadamente 50 % nos valores de motilidade 

espermática nos primeiros 30 minutos do teste de termorresistência quando comparados 

ao tratamento controle (B) ou acrescido de antioxidante (BA). Resultado condizente 

com os valores percentuais de células com o potencial de membrana mitocondrial 

íntegro quantificados por meio de citometria de fluxo. A antocianina parece ter efeito 

neutralizador de radicais livres produzidos por células inviáveis, podendo ser utilizada 

como antioxidante não penetrante na criopreservação do sêmen de equinos da raça 

Mangalarga Marchador. 
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ABSTRACT 

 

MOREIRA, Amanda Rezende Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 

2016. Semen cryopreservation of MangalargaMarchador stallions using diluent 

with different cryoprotectantsassociated or not with anthocyanin. Adviser:José 

Domingos Guimarães.Co-advisers: Maria Verônica de Souza and Leandro Licursi de 

Oliveira. 

 
 

The present study aimed at comparative assessment of glycerol, ethyleneglycol and 

dimethylformamide as cryoprotectants, and the addition of an anthocyanin in the 

extander base of freezing, as an attempt to minimize cell damage arising from the 

cryopreservation process. Six stallions MangalargaMarchador breed, sexually mature, 

healthy and approved for breeding by breeding soundness evaluationwere used. Semen 

was collected in intervals of two days by artificial vagina method with the aid of a 

female in natural or induced estrus or manikin, totalizing five ejaculates per 

stallion.Thefirst stage of the study aimed to determine the best concentration of these 

cryoprotectants and additive to be used onthe following stage. For this purpose were 

conducted analysis of spermaticprogressive motilityand spermatic vigor. As results the 

concentrations of 4, 5 and 6% ethyleneglycol and dimethylformamide used alone had no 

differences ( P>0.05 ) on the spermatic progressive motilityand spermatic vigor. The 

same cryoprotectants can be used in association in the proportions 1:4and 2:3% 

(ethyleneglycol: dimethylformamide) without differences in the physical parameters of 

criopreservaited semen. The anthocyanin may be used in concentrations of 0.5 and 3 µL 

/ 100 million of espermatozoa, but not on the concentration of 9 µL / 100 million of 

espermatozoa. At the second stage, the semen criopreservated samples were subjected 

to conventional physical analysis (total spermatic motility and spermatic vigor), thermal 

resistance test, and analysis of the level of integrity of sperm cells using fluorescent 

probes by flow cytometery. The treatments were constituted as follows: Control 

Botucrio (B); 4 % Ethyleneglycol (E); Dimethylformamide 5 % (D); Ethyleneglycol + 

Dimethylformamide (ED) orassociated with anthocyanin (BA, EA, DA, and EDA) at 

0.5 µL / 100 million spermatozoaconcentration. For E and EA treatments, there were 

verified the worst average valuesfor all tests, meanwhile D and DA treatments showed 

to be less aggressive to the plasma and acrosome membranes. The mean values of 
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spermatic progressive motility and spermatic vigorwere similar for all treatments, 

except for the treatments E and EA, witch presented inferior results. Even though, 

diluents Dimethylformamide-based treatments droppedalmost 50 % in the spermatic 

motility values at the first 30 minutes of the thermal resistance test compared to control 

treatment (B) or with anthocyaninadded (BA). This result was consistent with the 

percentual values of cells with intact mitochondrial membrane potential quantified by 

flow cytometery. Anthocyanin seems to have a scavenger effect over free radicals 

produced by unviable cells and can be used as non-penetrating antioxidant for 

cryopreservation in equine semen of MangalargaMarchadorbreed stallions. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A inseminação artificial revolucionou a forma de lidar com a reprodução dos 

rebanhos, uma vez que aumentou significativamente o número de fêmeas cobertas por 

um mesmo macho em um espaço de tempo reduzido. O intercâmbio de material 

genético tem facilitado a evolução das raças puras no Brasil e internacionalmente. No 

entanto, a técnica tornou-se potencialmente problemática ao se deparar com a 

dificuldade de armazenamento do ejaculado. Ainda há a dificuldade no que diz respeito 

à criopreservação desse material para transporte, aqui ressaltando a qualidadedo sêmen 

congelado para inseminação artificial em equinos, tendo taxas de fertilidade reduzidas 

quando comparadas ao uso de sêmen in natura ou resfriado (Jobim et al., 2011). 

Ao passar pelo processo de congelamento, os espermatozoides sofrem danos 

causados pela temperatura, pela desidratação celular excessiva e pelo acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), provenientes do metabolismo espermático (Holt, 

2000; Aurich, 2005). O estresse oxidativo pelo excesso de radicais livres causa danos ao 

DNA, motilidade espermática e interfere no processo de peroxidação da membrana 

lipídica (Guthrie&Welch, 2012). Diante do exposto, existe uma busca contínua por 

crioprotetores que possam ser utilizados isoladamente ou em associações, bem como de 

aditivos aos diluentes de congelamento, tais como os antioxidantes, como uma tentativa 

de melhorar a viabilidade espermática pós-descongelamento e, consequentemente, 

aumentar os índices de fertilidade. O glicerol é o crioprotetor mais utilizado para este 

fim, no entanto, estudos mostram seus efeitos nocivos e até deletérios às células 

espermáticas (Alvarenga, 2005; Hoffman, 2011). Por este propósito foi conduzido o 

presente estudo, avaliando as condições in vitro da viabilidade do sêmen criopreservado 

de garanhões da raçaMangalarga Marchador em resposta a diferentes crioprotetores 

associados ou não a um antioxidante. 

Os crioprotetores escolhidos tiveram por competência substituir totalmente o 

glicerol utilizado nos diluentes comerciais, principalmente para a raça 

MangalargaMarchador que conhecidamente não demonstra bons resultados com uso 

deste crioprotetor no congelamento de sêmen de garanhões (Alvarenga, 2007). A 

antocianina foi escolhida neste contexto pela sua capacidade antioxidante, como 

tentativa de minimizar os danos oxidativosocasionados durante o processo de 

criopreservação (Volp, 2008). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

O Brasil possui o maior rebanho equino da América Latina e terceiro do mundo. 

A equideocultura nacional tem papel importante na cadeia social e econômica do país, 

são 800 mil empregos diretos e 3,5 milhões indiretos, movimentando R$ 13 bilhões por 

ano no país, segundo dados de 2014 da Sociedade nacional de Agricultura.  Além disso, 

a expansão dos eventos equestres como cavalgadas, concursos de marcha, vaquejadas e 

feiras têm demonstrado o grande valor cultural do equino no país.  

A raça Mangalarga Marchador (MM) conta com a maior associação de criadores 

da América Latina (ABCCMM, 2013) e é a raça que mais cresce no Brasil e no mundo 

desde 2012. A Associação conta com mais de 490.000 indivíduos registrados e 8700 

sócios ativos, ocupando a terceira posição no mundo, segundo dados da ABCCMM em 

2014.  

Existem no Brasil cerca de 26 raças de cavalos de sela e tração e 6 Raças de 

pônei (Cintra, 2012) e sabe-se da grande variedade de padrões seminais entre elas 

(Jobim, 2011; Oliveira, 2014; Santos, 2015). Contudo, estudos com sêmen congelado 

nessa espécie foram negligenciados por anos, devido principalmente à grande 

resistência das associações em aceitar o uso desta biotécnica. 

 

2.1. Parâmetros seminais de garanhão 

A avaliação microscópica do sêmen tem sido um procedimento muito utilizado 

na rotina de campo pelos profissionais que trabalham com reprodução equina. Amann 

(1981) e Alvarenga(2005) afirmam que as avaliações dos órgãos reprodutores e 

laboratorial do sêmen são as melhores maneiras de mensurar ou predizer a fertilidade de 

garanhões.  

As glândulas sexuais acessórias do garanhão são constituídas por um par de 

ampolas dos ductos deferentes, uma próstata bilobulada, duasglândulas vesiculares e um 

par de glândulas bulbo uretrais. O ejaculado apresenta de 5 a 10 jatos e três frações, 

sendo asprimeiras de maior concentração espermática. A última fração éconstituída 

majoritariamente por gel, que funciona como tampão, evitando refluxo de sêmen pela 

vagina (CBRA, 2013). 
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OColégio Brasileiro de Reprodução Animal(CBRA, 2013) publicou parâmetros 

mínimos aceitáveis, de acordo com a apresentação do sêmen, para garanhão em 

programas de inseminação artificial, sendo eles: 

 Sêmen fresco: 5 bilhões de espermatozoides totais e mínimo de 60% 

destes com motilidade progressiva (MP); 

 Sêmen resfriado: 200 a 500 milhões de espermatozoides com MP no 

momento da inseminação; 

 Sêmen congelado: 400 milhões de espermatozoidescom MP ao 

descongelamento. 

A motilidade espermática progressiva, no entanto, não é o único parâmetro que 

deve ser considerado em uma amostra seminal. A morfologia espermática é 

correlacionada à fertilidade (Jaskoet al., 1992). Varneret al. (2013) afirmam que a 

porcentagem de espermatozoides normais é mais importante para a fertilidade que o tipo 

e quantidade de defeitos morfológicos. Contudo, existe certa controvérsia ao 

correlacionar os parâmetros seminais laboratoriais com a fertilidade a campo. Love 

(2011) mostrou que esta relação está abaixo de 50%, quando são avaliadas apenas 

motilidade espermática progressiva e morfologia espermática. Isto porque vários outros 

fatores influenciam na viabilidade embrionária e consolidação da prenhez, como 

manejo,  fatores inerentes à fêmea e nutrição (Varneret al., 2013). 

 

2.2. Criopreservação do sêmen equino 

A criopreservação é definida como a preparação de uma suspensão de células para 

estocagem por meio de congelamento (em temperaturas inferiores a -80ºC), que 

posteriormente retornam a temperaturas próximas à do organismo. Esta técnica pode 

acarretar prejuízos à função espermática ou até mesmo levar a morte celular (Jobim et 

al., 2011). 

Durante o processo de congelamento/descongelamento, danos devido a baixas 

temperaturas podem ocorrer aos espermatozoides, como a formação de cristais de gelo 

intracelulares e aumento da concentração intracelular de solutos, resultantes da 

desidratação celular durante o processo de congelamento. As lesões podem ocorrer de 

forma direta, afetando estruturas celulares, como o rompimento da membrana, ou 

indireta, alterando a função metabólica das células (Holt, 2000). Tais afecções ocorrem 

principalmente durante o processo de resfriamento, quando os lipídeos sofrem mudança 

do estado fluido para gel, reduzindo a fluidez da membrana (Amann& Graham, 1992). 
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 Entre as temperaturas de 37 e 20°C, as células sofrem poucos efeitos nocivos se 

diluídas em meio adequado (Kayseret al.,1992; Keith, 1998). As maiores injúrias 

ocorrem entre 19 e 8°C (Watson, 1995) respeitando curvas de resfriamento e 

congelamento. Um processo de queda de temperatura muito rápido contribui para a 

formação de cristais de gelo no interior das células, levando a lesões de membrana e 

danos ou fragmentação do DNA (Senger, 1986). Por outro lado, congelamento muito 

lento expõe a célula a uma solução supersaturada, gerando estresse osmótico que pode 

levar à morte celular (Watson, 1995) Portanto, a refrigeração prévia é essencial para o 

sucesso do congelamento (Fürstet al., 2005).  

 A centrifugação pode ser outro ponto crítico quando feita de maneira 

inadequada, ocasionando danos aos espermatozoides, além das perdas de até 25% na 

população espermática, sendo esta eliminada no sobrenadante (Loomis, 2005). O 

protocolo de centrifugação mais aceito hoje, foi proposto por Barrier-Battutet al. (2010) 

e preconiza 600 G por 10 min, em diluição 1:1 (diluente:sêmen). 

Para que seja considerada satisfatória, a criopreservação depende da curva de 

resfriamento, diluidor e crioprotetores utilizados, bem como da forma de 

descongelamento (Andrabi, 2007; Clulowet al., 2008). Ao descongelamento, é 

necessário que as células mantenham a integridade de suas membranas plasmática e 

acrossomal, motilidade espermática progressiva, DNA e proteínas essenciais, além de 

energia metabólica suficiente para alcançar o ovócito (Lemma, 2011).  

 

2.3. Crioprotetores 

Os crioprotetores são utilizados com o intuito de melhorar as condições do 

ambiente aosquais os espermatozoides estão expostos, minimizando os danos às 

membranas e impedindo a ativação prematura dos mecanismos de capacitação 

espermática e de reação acrossômica (Loomis, 2005). Uma das principais funções dos 

crioprotetores é proporcionar a formação de canalículos não congelados entre os cristais 

de gelo onde as células espermáticas ficarão alojadas (Holt, 2000). 

Os agentes crioprotetores são classificados em permeáveis e não permeáveis 

(Rowe, 1966). Os não permeáveis são representados por macromoléculas com alto peso 

molecular, tais como os açúcares, lipoproteínas da gema do ovo, proteínas do leite e 

alguns aminoácidos, substâncias responsáveis por um mecanismo de proteção no meio 

extracelular (Aman&Pickett, 1987). Por serem solutos e não solventes, proporcionam a 

desidratação celular pelo aumento da osmolaridade do meio, dificultando a formação de 
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cristais de gelo no interior da célula (Graham, 1998). Os crioprotetores permeáveis 

agem tanto no meio interno quanto no externo limitando a expansão e retardando a 

formação dos cristais de gelo, além de reduzir as concentrações de soluto no meio extra 

e intracelular (Nash, 1966). São eles: álcoois (glicerol, etileno-glicol, metanol, entre 

outros) e as amidas (metilformamidas e dimetilformamidas).   

  Além da busca por crioprotetores alternativos, existe o desafio de determinar a 

concentração ideal destes a ser utilizada nos meios de congelamento. A quantidade de 

crioprotetor e de qualquer outra substância a ser acrescentada e misturada ao sêmen 

influencia diretamente a resposta das células ao processo de criopreservação 

(Amann&Picket, 1987; Leboeufet al., 2000; Watson, 2000).  

O glicerol é o crioprotetor mais estudado e o mais utilizado na espécie equina, 

variando nas concentrações de 2 a 5% (Keith, 1998; Vidamentet al., 2000; Loomis& 

Graham, 2008). Em outras espécies essa concentração tende a serpouco mais elevada: 7 

a 10 % em bovinos, 2 a 10 % em cães e de 5 a 10 % em humanos (Farstad, 1996).  

O etilenoglicol tem sido uma alternativa para substituição do glicerol em 

diversas espécies, podendo ser utilizado sozinho ou em associação a outros 

crioprotetores em concentrações que variam de 2 a 10 % (Bessa et al., 2006; Kim et al., 

2012). 

As amidas vêm sendo testadas nas concentrações de 2 a 11%, tanto isoladamente 

quanto em associação, apresentando bons resultados em peixes (Varela et al., 2012), 

bovinos e equinos (Medeiros, 2003; Gibb et al., 2013; Freitas et al., 2015). A 

superioridade da dimetilformamida em substituição total ao glicerol tem sido relatada 

por pesquisadores com sucesso em concentrações acima de 5% (Medeiros, 2003; 

Vidamentet al., 2005), sendo que valores inferiores a isso podem não causar o mesmo 

efeito. Squireset al.(2004) observaram que aumentando-se a concentração de 

dimetilformamida de 4 para 5%, há melhoras na motilidade do sêmen quando 

comparadas a amostras contendo as mesmas concentrações de glicerol.  

Hoffman et al. (2011) avaliaram diferentes concentrações dos crioprotetores 

glicerol, etilenoglicol, metilformamida e dimetilformamida em diluentes para 

congelamento de sêmen de garanhões, obtendo os melhores valores de motilidade 

espermática nas concentrações de 2 e 3% para todos os crioprotetores, sendo que 

crioprotetor no diluente para congelamento. 
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O emprego da antocianina no congelamento de sêmen é recente, não havendo 

ainda resultados satisfatórios quanto às concentrações do flavonoide no diluente de 

congelamento, ou mesmo qualquer ação benéfica do mesmo. Mas há trabalhos 

mostrando efeito positivo com uso de antioxidantes no diluente (Ramos et al., 2012). 

2.3.1. Glicerol 

O glicerol foi o primeiro crioprotetor utilizado com sucesso (Polgeet al.,1949) e 

ainda é o agente mais utilizado para o congelamento de sêmen da maioria das espécies, 

incluindo a equina (Alvarenga et al., 2005). 

 Trata-se de um crioprotetorpermeável com forte capacidade de ligação com a 

água, oferecendo seis sítios de ligação (Silva et al., 2003). Quando comparado a outros 

crioprotetores, possui baixa permeabilidade, ou seja, atravessa a membrana plasmática 

com maior dificuldade e por isso, mais devagar (Glazaret al., 2009), mesmo assim é 

considerado eficiente por tornar mais lenta a desidratação celular, contribuindo para a 

formação de canalículos não congelados (Doebbler, 1966). 

Lovelock e colaboradores (1954) propuseram que o glicerol atue protegendo as 

células espermáticas dos efeitos nocivos da solução supersaturada durante o processo de 

congelamento, devido ao seu mecanismo de ação: propriedades coligativas, depressão 

do ponto de congelamento e a consequente queda da concentração de eletrólitos das 

frações não congelada da solução. No entanto, já foi provado (Watson, 1995; Hoffman, 

2011) que essa substância causa efeitos deletérios sobre a fluidez e organização da 

membrana lipídica. 

Em equinos, o uso do glicerol no congelamento de sêmen tem sido associado à 

baixa motilidade espermática pós-descongelamento e reduzida fertilidade (Gomes et al., 

2002). Em 2003, Medeiros mostrou que garanhões da raça MangalargaMarchador, em 

sua maioria, apresentam baixa congelabilidade com o uso do glicerol. 

 

2.3.2. Etilenoglicol 

O etilenoglicol é um álcool com propriedades bem semelhantes às do glicerol, 

porém com menor peso molecular e pode entrar na célula com maior facilidade que o 

glicerol(Phelpset al., 1999), proporcionando menores danos às membranas plasmática e 

acrossomal, por diminuir o estresse osmótico  (Gilmoreet al., 1995; Oliveira et al., 

2010).  Tem a possibilidade de ligação com átomos de hidrogênio em quatro sítios, 

podendo também efetuar ligações de hidrogênio na membrana plasmática dos 

espermatozoides (Kunduet al., 2000). 
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Alguns pesquisadores testaram a eficiência do etilenoglicol em comparação ao 

glicerol na criopreservação de sêmen equino (Mercante et al., 1995; Chenier, 1998; 

Arruda, 2000; Alvarenga, 2003 e Oliveira et al.,2010) e constataram semelhante 

atividade crioprotetora entre os dois álcoois e nenhuma diferença nos valores de 

motilidade espermática progressiva e vigor espermático ao descongelamento, apesar de 

tendência a melhores parâmetros com o emprego do etilenoglicol como crioprotetor. 

Oliveira et al. (2010) não registraram diferenças entre os dois tratamentos isoladamente 

(5 % etilenoglicol e 5 % glicerol), mas em associação ( 2 % glicerol + 3 % etlenoglicol) 

obteve melhores resultados. Neves et al. (2005) avaliaram ainda o percentual de 

gestação de éguas utilizando glicerol em comparação ao etilenoglicolno diluente de 

congelação e também não obteve diferenças apesar de observada diferença percentual 

que favorecia o etilenoglicol.Madeira et al. (2013) ao compararem o etilenoglicol com 

glicerol no congelamento de sêmen de touros, observaram melhores resultados de 

morfologia e integridade de membrana plasmática em espermatozoides expostos ao 

etilenoglicol.  

 

2.3.3. Amidas 

Apesar das amidas apresentarem somente três sítios de ligação de hidrogênio 

com a molécula de água, metade em comparação ao glicerol, elas possuem menores 

viscosidade e solubilidade em água em relação ao glicerol, o que permite maior 

permeabilidade de membrana (Nash, 1966;Ball &Vo, 2001), diminuindo a possibilidade 

de danos celulares por estresse osmótico (Ball, 2001). 

As amidas quando comparadas ao glicerol, podem conferir maior proteção 

estrutural às células espermáticas, além de apresentarem melhores resultados no 

congelamento de sêmen de garanhões classificados como s  

(Alvarenga et al., 2005).  

Apesar de a formamida não apresentar bons resultados na criopreservação de 

sêmen equino (Squireset al., 2004), a adição de grupos metil em moléculas como a 

acetamida e a formamida tornaram melhores os efeitos crioprotetores dessas moléculas, 

uma vez que aumenta a permeabilidade à membrana (Bianchi et al., 2008). 

Ao comparar glicerol com dimetilacetamida, metilformamida e 

dimetilformamida, Medeiros (2003) obteve resultados melhores para a 

dimetilformamida, embora todas as amidas tenham sido superiores ao glicerol, no 

congelamento de sêmen de garanhões. Resultado semelhante foi obtido porGomes et al. 
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(2002) ao congelarem sêmen de garanhões da raça MangalargaMarchador, verificando 

superioridade pós-descongelamento nos tratamentos com dimetilformamida e 

metilformamida em comparação ao glicerol e dimetilacetamida. 

 

2.4. Antioxidantes 

Diz-se por ROS todos os radicais e não radicais derivados do oxigênio. Seus 

efeitos nocivos às células espermáticas foram citados por Halliwell &Gutteridge (1999) 

quando da exposição de espermatozoide humano a altas concentrações de oxigênio, 

diminuindo rapidamente a motilidade dessas células. A membrana plasmática das 

células espermáticas possui grande quantidade de gordura insaturada e por esse motivo 

é tão sensível ao estresse oxidativo (Aurich, 2005). 

A produção de ROS, é um processo fisiológico das células espermáticas, sendo 

essencial para a capacitação (Baumberet al., 2003; Aurich, 2005), contudo, quando a 

produção é excessiva, acarreta danos à membrana plasmática, ao DNA e à motilidade 

espermática, instalando-se um estresse oxidativo que diminui a chance de fertilização 

(Dona et al., 2011; Guthrie&Welch, 2012) e produção de embriões normais (Aitkenet 

al., 2010).  

O ânion superóxido (O2 ) é a principal ROS produzida pelos espermatozoides 

equinos, tendo efeito deletério à célula ao ser convertido via enzimática a peróxido de 

hidrogênio em condições acima da capacidade de defesa antioxidante do sêmen 

(Burnaugh, 2007). 

O plasma seminal possui grande poder antioxidante por meio das enzimas 

catalases (CAT), superóxido dismutases (SOD) e glutationaperoxidase (GPx) 

(Bustamante et al., 2006; Stradioliet al., 2006). Além destas, outros componentes do 

plasma seminal atuam de forma a degradar as ROS, tais como: albumina, tocoferol, 

taurina, hipotaurina, lactato, ergotionina e ácido ascórbico (Ball, 2011). No entanto, essa 

atividade antioxidante é perdida na ocasião da retirada quase total do plasma durante o 

processo de congelamento do sêmen.  

O uso de compostos fenólicos na composição de diluentes para criopreservação 

de sêmen tem por objetivo utilizar a capacidade de oxirredução dessas substâncias para 

neutralizar as ROS, decompondo os peróxidos, prevenindo assim a ocorrência de danos 

espermáticos (Sikka, 2004). 

  

2.4.1. Antocianina 
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As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e estão amplamente 

distribuídas na natureza, principalmente em algumas frutas vermelhas. Destacam-se 

pela sua alta capacidade antioxidante, sendo carreadoras de radicais livres (Volp, 2008). 

Suas características e benefícios na saúde humana por meio dos alimentos já foram 

descritas por pesquisadores (Kuskoski, 2006; Pereira, 2012), porém pouco se sabe sobre 

seus efeitos diretos nos gametas. Sabe-se que a produção de ROS é intensa no 

metabolismo espermático e que esses fatores, em excesso, são prejudiciais às células.   

 As antocianinas estabilizam as ROS se ligando ao componente reativo do 

radical. O óxido nítrico, também produzido pela maioria das categorias celulares, reage 

com os radicais livres produzindo peroxinitrito que age diretamente no colesterol de 

membrana causando injurias a esta estrutura. Esse flavonoide tem alta capacidade de 

bloqueio da reação óxido nítrico-radicais livres, o que diminui a chance de danos às 

membranas celulares (Volp, 2008). 

Estudos conduzidos por Freitas (2015) não identificaram ação benéfica da 

antocianina na criopreservação de sêmen de garanhões da raça Mangalarga Marchador. 

Pinho e colaboradores (2014) também não observaram vantagem na utilização desse 

flavonoide na criopreservação de sêmen suíno, sugerindo novos estudos para 

determinação da melhor concentração a ser utilizada.  

   

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

  O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais (CEUA) 

da Universidade Federal de Viçosa- UFV (proc.76/2015) e conduzido no Setor de 

Equideocultura da UFV, Central de Transferência de Embriões CrioHorse, Haras Maré 

Mansa e Haras 2L. 

  Foram utilizados seis garanhões da raça Mangalarga Marchador (MM), com 

idade entre 4 e 10 anos, saudáveis e aprovados para reprodução. As colheitas foram 

realizadas entre os meses de novembro e janeiro de 2015, coincidindo com o período de 

estação de monta desses animais.  Os garanhões permaneceram alojados em baia de 

alvenaria (25 m2) durante meio período do dia, sendo soltos em piquete com vegetação 

predominante deTifton85 (Cynodonspp) no restante do tempo. A alimentação fornecida 

em cocho foi silagem de milho e capim Tanzânia (Panicumsp.) picado, tendo água ad 

libitum. 
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3.1. Delineamento experimental  

O presente estudo foi dividido em duas etapas. A primeira teve por objetivo a 

comparação de três concentrações de etilenoglicol, dimetilformamida e antocianina, 

bem como duas concentrações da associação dos crioprotetores etilenoglicol e 

dimetilformamida. A segunda etapa teve por objetivo inferir dentre os crioprotetores e 

associações destes, qual diluente teria o melhor resultadado de viabilidade espermática 

sob análises in vitro.  

Na primeira etapa, foram utilizados cinco ejaculados de um garanhão da raça 

Mangalarga Marchador, de aproximadamente sete anos de idade e proveniente do Setor 

de Equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa. O 

animal foi submetido ao exame andrológico e considerado apto à reprodução, de acordo 

com os padrões preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal para a 

espécie equina (CBRA, 2013). O objetivo desta etapa foi definir a melhor concentração 

dos crioprotetores e do antioxidante a ser utilizada nas fases seguintes deste 

experimento, e consequentemente aferir sobre a melhor concentração, dentre as 

estudadas, para proceder a criopreservação de sêmen.  O congelamento das amostras se 

deu de acordo com o critério a seguir descrito: 

 O meio base de congelamento utilizado foi o Botucrio® (Botupharma) 

sem crioprotetor; 

 Etilenoglicol (E): 4, 5 e 6%; 

 Dimetilformamida (D): 4, 5 e 6%; 

 Etilenoglicol + Dimetilformamida (ED): 1:4 e 2:3 (%) 

 Antocianina (A): O antioxidante foi utilizado em três tratamentos nos 

volumes de 0,5, 1,5 espermatozoides. 

O meio base de congelamento utilizado para os tratamentos à base de 

antocianina foi o Botucrio® (Botupharma) convencional (1% glicerol e 4% 

metilformamida). 

  O sêmen descongelado a 37°C por 30 segundos foi avaliado com auxílio 

microscópio de luz quanto aos aspectos físicos de motilidade espermática progressiva 

total e vigor espermático. 

Na segunda etapa foram utilizados cinco garanhões da raça Mangalarga 

Marchador, com idade entre quatro e 10 anos, mantidos na Central de transferência de 

Embriões CrioHorse, do Haras Maré Mansa e Haras 2L, em São José do Goiabal  
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MG.  Todos os animais foram 

submetidos ao exame andrológico e considerados aptos à reprodução, de acordo com os 

padrões preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal para a espécie 

equina (CBRA, 2013).  

  Os melhores tratamentos encontrados na primeira faseforam empregados nesta 

etapa, sendo comparados aqui, os diluidores e não as diluições, da seguinte maneira: 

 Tratamento Controle- glicerol 1% metilformamida 4% (B) - (Botucrio®)  

 Tratamento 1 (E)  Etilenoglicol 5%  

 Tratamento 2 (D)  Dimetilformamida 4% 

 Tratamento 3 (ED)  Etilenoglicol 1% + Dimetilformamida 4% 

 Tratamento 4 (BA)  - Botucrio® + Antocianina (0,5100 x 

106espermatozoides) 

 Tratamento 5 (EA)  Etilenoglicol 4% +Antocianina (0,5 100 x 

106espermatozoides) 

 Tratamento 6 (DA)  Dimetilformamida 5% + Antocianina (0,5 100 x 106 

espermatozoides) 

 Tratamento 7(EDA)  Etilenoglicol 1% + Dimetilformamida 4% + Antocianina 

(0,5 100 x 106espermatozoides) 

  

As coletas foram realizadas em intervalos de dois dias, perfazendo cinco 

ejaculados/garanhão analisados no período experimental, totalizando 5 coletas na 

primeira etapa e  25 coletas na segunda etapa. 

Ejaculados que apresentaram motilidade espermáticatotal inferior a 65% na 

avaliação do sêmen fresco foram descartados. 

 

3.2. Coleta do Sêmen 

  Todos os animais tiveram suas reservas extra-gonádicas esgotadas por meio de 

coletas consecutivas durante cinco dias (Stichet al., 2002). Após dois dias de descanso 

sexual, foram iniciadas as coletas para avaliação e congelamento. 

As coletas de sêmen foram realizadas com auxílio de vagina artificial, modelo 

Botucatu, preenchida previamente com água aquecida a 45ºC. O sêmen foi coletado em 

saco plástico revestindo internamente o copo coletor, sendo este protegido da luz e 

oscilações de temperatura por proteção de material isolante. Éguas em estro natural ou 
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induzido com ciprionato de estradiol (E.C.P.® 0,5 mg/kg) ou manequim foram 

utilizados para monta dos garanhões. 

 

3.3. Criopreservação do Sêmen 

O sêmen recém-coletado foi separado em alíquotas iguais, em tubos Falcon de 

15 mL e centrifugado a 600 G por 10 minutos. Ao término da centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e a ressuspenção do pellet foi feita com os diluentes 

preparados para cada tratamento. O volume final dessa ressuspenção foi calculado de 

forma a se obter 100 x 106 espermatozoides/mL. Para envase, foram utilizadas palhetas 

de 0,5 mL identificadas com o nome do garanhão, partida e tratamento, tendo estas sido 

lacradas com álcool polivinílico.  

O sêmen envasado foi resfriado em geladeira e estabilizado por 20 minutos a 

5ºC. Terminado este período, as palhetas foram acondicionadas e

 por um período 

de 15 minutos. Posteriormente, as palhetas foram submersas em nitrogênio líquido, 

raqueadas e armazenadas em botijão criogênico a -196 ºC (Terracianoet al., 2008). 

As etapas descritas acima podem ser analisadas de forma resumida na Figura 1. 

 

 

Figura 1. Fluxograma do congelamento de sêmen. Diluição 1: Botusêmen®; Diluição 2: 
diluente de congelamento (tratamentos); N2: Nitrogênio a -196°C. 
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3.4. Extração da antocianina 

A extração da antocianina foi realizada no Laboratório de Pigmentos Naturais e 

Secagem do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de 

Viçosa. A extração do pigmento foi feita de acordo com Silva (2011), de forma que 500 

g de polpa de açaí congelada foram misturados a 80mL de solvente extrator (Etanol-

Água (70:30) e HCl suficiente para ajustar o pH do meio para 2,0. A mistura 

permaneceu em repouso por 24 horas a 5ºC, ao abrigo da luz. Após esse período foi 

realizada uma prensa manual em filtro de tecido, a fim de reter o resíduo. O extrato foi 

transferido para balão volumétrico de 100 mL tendo seu volume completado com o 

solvente extrator, formando o extrato concentrado (EC).  

O conteúdo do balão foi centrifugado a 300 G por 10 minutos e o sobrenadante 

foi filtrado em papel Whatman nº 1. Após a filtração, o extrato foi purificado em três 

extrações sucessivas. O método de pH único consiste da transferência quantitativa de 

uma alíquota do extrato concentrado para balão volumétrico de 10 mL , tendo o volume 

completado com solução Etanol 95% HCl 1,5N (85/15) formando dessa maneira, o 

extrato diluído.  

 

3.5. Análise do sêmen fresco 

O sêmen recém-coletado foi submetido às análises físicas de concentração, 

volume, motilidade espermática progressiva e vigor espermático. Na segunda etapa, 

além das análises já citadas, uma alíquota de cada ejaculado foi utilizada para 

posteriores análises de morfologia e a realização do teste hiposmótico. 

 

3.5.1. Volume do ejaculado livre de gel (mL) 

O volume do ejaculado foi aferido mediante a utilização de proveta graduada 

previamente esterilizada e aquecida a 37ºC. Após a mensuração, a fração sem gel foi 

acondicionada em banho Maria a 37ºC até o término das demais análises (motilidade 

espermática progressiva, vigor e concentração espermáticos).  

 

3.5.2. Motilidade espermática progressiva e vigor espermático 

Para esta análise, uma amostra de 20 µL de sêmen foi colocada entre lâmina e 

lamínula pré-aquecidas em mesa térmica a 37ºC. A análise foi realizada em microscopia 

de luz em aumento de 100x, sendo observados pelo menos cinco campos microscópicos. 

A motilidade espermática progressiva foi classificada de 0-100% de espermatozoides 
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móveis e o vigor espermático classificado em escore de 0-5, sendo 0, ausência de 

movimento e 5 mais de 90% das células móveis se locomovendo de forma progressiva 

(Johnston et al., 2001). 

 

3.5.3. Concentração espermática 

Esta análise foi realizada a partir de uma alíquota de 10 µL de sêmen diluída em 

990 µL de formol salina tamponado (proporção de 1:100). Após homogeneização, uma 

amostra foi colocada em cada um dos retículos da câmara de Neubauer. A contagem foi 

realizada em microscópio óptico em aumento de 200x. A concentração espermática total 

foi obtida pela multiplicação da concentração espermática por mL pelo volume de 

sêmen total livre de gel, como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (2013). 

 

3.5.4. Teste Hiposmótico 

Uma amostra de 100 

pré-aquecida a 37ºC e a solução foi incubada nesta temperatura por 15 minutos. Após 

esse tempo, foi feita a fixação das células por meio do acréscimo de 0,5 mL de formol 

salina tamponado. As avaliações foram feitas seguindo a metodologia de preparação 

úmida, adicionando-

contabilizando 200 células em microscopia óptica com contraste de fase sob óleo de 

imersão e aumento de 1000x. Todas as células apresentando dobra ou enrolamento de 

cauda foram consideradas reativas ao teste, ou seja, espermatozoides normais. Os 

valores obtidos neste teste não foram corrigidos pelo percentual de caldas dobradas 

encontrados no teste de morfologia. 

 

3.5.5. Morfologia Espermática 

Para a morfologia espermática foram adicionados em tubos plásticos de 1,5 mL 

(Eppendorf®)1mLde solução formol salina tamponada, 100 µL de sêmen ou quantidade 

suficiente para turvar a mesma. A análise foi realizada pelo método de preparação 

úmida baseando-se na quantificação das patologias segundo classificação de Blom 

(1973) e preconizadas pelo CBRA (2013), em defeitos maiores, menores e defeitos 

totais em um total de 200 células espermáticas contabilizadas por meio de microscopia 

óptica em contraste de fase com aumento de 1000x, sob óleo de imersão. 
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3.6. Análise do sêmen pós-descongelamento 

 As análises descritas a seguir foram utilizadas apenas na segunda etapa do 

experimento. 

3.6.1. Teste de termorresistência (TTR) 

O teste de termorresistência consiste em avaliar o sêmen quanto ao tempo de 

viabilidade pósdescongelamento à temperatura de incubação (37 °C por 90 minutos) 

próxima à temperatura intra-uterina.Este teste foi realizado mediante avaliações de 

motilidade espermática total (0 a 100) e vigor espermático (0 a 5) em microscópio 

óptico, nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos após o descongelamento.  Para tal 

procedimento, as palhetas foram descongeladas a 37°C por 30 segundos e o sêmen 

permaneceu incubado em tubos plásticos de 1,5 mL (Eppendofs®)durante o período do 

teste.  

 

3.6.2. Citometria de fluxo 

A análise por citometria de fluxo das amostras foi realizada em aparelho BD 

FACSVerseTM 5, equipado com laser de argônio (azul  488 nm de emissão com 20 

mW de potência), laser UV (vermelho  640 nm de emissão com 40 mW de potência) e 

filtros A (LongPass 507 nm / Band Pass 527/32 nm), B (LP 560 nm / BP 568/42 nm), C 

(LP 665 nm / BP 700/54 nm), D (LP 752 nm / BP 783/56 nm), E (LP 660 nm / BP 

660/10 nm) e F (LP 752 nm / BP 783/56 nm). 

o citômetro foi necessária para obtenção de um padrão a ser 

utilizado para a espécie e tipo celular em questão. Este padrão foi estipulado 

empregando amostras não marcadas com sondas para localização da população das 

células desejadas e em seguida com amostras coradas individualmente com as sondas 

isoladas a fim de identificar a população marcada, para que se efetuasse a coerência dos 

dados obtidos pelo equipamento com os previamente conhecidos sobre a viabilidade do 

sêmen utilizado.Para tanto, foram utilizadas amostras de sêmen resfriado de garanhão 

de fertilidade comprovada, diluídas em PBS para obter a concentração de5 x 106 

espermatozoides/mL. A população de interesse foi marcada com iodeto de propídeo 

(IP), a fim de separar partículas não espermáticas ou com características de dispersão 

semelhantes às dos espermatozoides, porém com conteúdo de DNA diferenciado 

(Freitaset al., 2015). 
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3.6.2.1. Avaliação da integridade de membrana plasmática e acrossomal 

(sondas IP/FITC-PSA) 

A integridade da membrana plasmática espermática foi avaliada pormeio da 

sonda iodeto de propídeo (IP), sonda impermeável à membrana, quecora o núcleo 

celular em vermelho quando a mesma encontra-se lesionada(Matyuset al., 1984). Para 

avaliação da integridade acrossomal foi utilizada aaglutinina Pisumsativumconjugada 

com isotiocionato de fluoresceína (FITC-PSA),sonda incapaz de penetrar a membrana 

acrossomal intacta, corando emverde somente aqueles espermatozoides que apresentam 

lesão de acrossoma (CROSS et al., 1986), reação ocasionada pela ligação às moléculas 

de -manose presentes na matriz acrossomal (Celeghiniet al., 2007). A apresentação do 

resultado pode ser vista na Figura 2. 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática e acrossomalfoi seguido 

o protocolo proposto por Oliveira et al. (2012) modificadopor Freitas (2015). 

Uma diluído em PBS (5 x 106 espermatozoides/mL) foi 

incubada -PSA IP (0,5 mg/mL) em 

microtubos plásticos (2 mL) dispostos em banho Maria a 37 °C,por 10 minutos. Em 

L de PBS levando à leitura no aparelho de citometria. 

Todas as amostras tiveram 10.000 célulasanalisadas, em uma taxa de aproximadamente 

200 células/segundo, nos filtros A(FITC-PSA, lesão acrossomal) e C (IP, lesão de 

membrana plasmática). 

 

Figura 2.  Gráfico de pontos obtido em citômetro de fluxo para amostra de células espermáticas 
de garanhão Mangalarga Marchador coradas com as sondas FITC-PSA e IP. Descrição dos 
quadrantes: LL: IP-/FITC- (espermatozoides com membrana plasmática e acrossomal íntegras); 
LR: IP-/FITC+ (espermatozoides com acrossoma lesionado); UL: IP+/FITC- (espermatozoides 
com membrana plasmática lesionada);UR: IP+/FITC+ (espermatozoides com membrana 
plasmática e acrossomal lesionada). 
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3.6.2.2. Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio intracelular (sondas 

DCFDA/IP)  

A produção de peróxido de hidrogênio intracelular foi avaliada com auxílio do 

diacetato de diclorodihidrofluorosceína (DCFDA) que emite fluorescência verde ao 

penetrar na célula e ser oxidado pelo peróxido de hidrogênio intracelular. 

Para esta análise, adotou-se o seguinte protocolo: 

amostra diluída em meio PBS (5 x 106 espermatozoides/mL) foi adicionada a 

ummicrotubo (2,0 mL) aquecido em banho Maria a 37 DCFDA 

(1 mg/mL) da amostra foi corada com 

3  mais 5 minutos. Em seguida, 150 

foram adicionados à amostra para realização da leiturano aparelho (Macías-García et 

al., 2012). Foram contabilizadas 10.000 células, em uma taxa de 400células/segundo, 

com os filtros A (CFDA oxidado) e C (IP, membrana plasmática lesionada)e excitação 

de 488 nm. O resultado pôde ser avaliado em gráficos de acordo com a Figura 3. 

 

 

 
Figura 3.  Gráfico de pontos obtido em citômetro de fluxo para amostra de células espermáticas 
de garanhão Mangalarga Marchador coradas com as sondas DCFDA e IP. Quadrantes: LL: IP-
/DCFDA- (espermatozoides com membrana íntegra sem peróxido de hidrogênio 
intracelular);LR: IP-/DCFDA+ (espermatozoides com membrana íntegra e presença peróxido de 
hidrogênio intracelular); UL: IP+/DCFDA- (espermatozoides lesionados sem peróxido de 
hidrogênio intracelular); UR: IP+/DCFDA+ (espermatozoides lesionados com peróxido de 
hidrogênio intracelular). 
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3.6.2.3.Avaliação da organização da bicamada lipídica (sondas M540/ IP) 

A organização da bicamada lipídica foi avaliada mediante a utilizaçãoda 

sondamerocianina (M540).A M540 é uma sonda lipofílica (Eastonet al., 1978) com alta 

afinidade pormembranas instáveis (Payan-Carreira et al., 2013) utilizada para detectara 

desorganização fosfolipídica na camada externa da bicamada da membranaplasmática 

(Langner &Hui, 1993) e consequentemente o aumento dafluidez desta (Partykaet al., 

2012). Para análise da estabilidade da membrana plasmática, uma alíquota de15

sêmen diluído em meio PBS (5 x 106espermatozoides/mL) foi adicionada a 

ummicrotubo (2,0 mL) aquecido em banho Maria a 37 M540 

(0,5 mg/mL)  durante 15 minutos, a fim de contabilizar a desorganização de 

membrana a partir das células com membrana íntegra, como uma tentativa de identificar 

células em processo de capacitação.  

aquecido a 37°C à amostra, que seguiu então para leitura no aparelho. Foram 

contabilizadas 10.000 células, em uma taxa de 400 células/segundo, com os filtros B 

(M540, desorganização de membrana) e C (IP, integridade de membrana) e excitação de 

488 nm. 

Em todas as amostras, a porcentagem de células com alta ou baixa 

desorganização de membrana, foi quantificada a partir do número de células viáveis. 

Cada amostra deu origem a um gráfico semelhante ao exposto na Figura 4. 

 

 

Figura 4.  Gráfico de pontos obtido em citômetro de fluxo para amostra de células espermáticas 
com membrana íntegra de garanhão Mangalarga Marchador coradas com a sonda M450, 
permitindo a classificação em membrana organizada (LL) e desorganizada (UL). 
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3.6.2.4.Avaliação do potencial mitocondrial (sonda JC-1) 

m) espermático foi avaliadomediante a utilização 

da sonda JC-1 (iodeto -tetracloro- -

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina). Essa sonda é um fluorocromo lipofílico quese 

acumula na mitocôndria de acordo com seu potencial de membrana. Afluorescência 

verde é característica da forma monomérica, que se acumulasomente na mitocôndria 

despolarizada, com baixo potencial transmembranam< 80-100 mV). Quando o 

m encontra-se acima de 80-100 mV, afluorescência é emitida em laranja, em função 

da formação dos agregados deJC-1 na mitocôndria polarizada (Frackzeket al., 2012).A 

análise do potencial mitocondrial foi determinado de acordo comprotocolo proposto por 

Ortega-Ferrusolaet al. (2010) modificado por Freitas et al. (2015). Uma alíquota de 500 
6espermatozoides/mL) foi 

- banho Maria a 37 ºC 

e posteriormente encaminhada para análise por citometria de fluxo. 

Foram analisadas 30.000 células por amostra, em uma taxa de aproximadamente 

200 células/segundo, com os filtros A (JC-1 monômeros) e B(JC-1 agregados) e 

excitação de 488 nm. 

 As células foram classificadas em alto e baixo potencial mitocondrial de acordo 

com a posição gráfica ajustada no aparelho como mostrado na Figura 5. 

 

 

Figura 5.  Gráfico de contorno obtido em citômetro de fluxo para amostra de células 
espermáticas de garanhão Mangalarga Marchador coradas com as sondas JC-1, podendo ser 
divididas em alto (UL) e baixo potencial mitocondrial (LR). 
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3.7. Analise estatística 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado de 

acordo com o modelo matemático: 

 

Em que: Yijk = resposta observada; Di = efeito referente ao diluente i; Aj = efeito 

referente ao animal j; (DA) ij = interação; eijk = erro aleatório. 

Os dados foram submetidos à análise de variância (PROC GLM; SAS, 2002), a 

comparação das médias dos tratamentos foi realizada pelo teste t, e probabilidade de 

erro de 5 %. 
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     PARTE I 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE 

CRIOPROTETORES E DE ANTOCIANINA SOBRE O CONGELAMENTO DE 

SEMEN DE GARANHÃO DA RAÇA MANGALARGA MARCHADOR 

  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os valores médios registrados nos dos tratamentos à base de dimetilformamida 

nas concentrações de 4, 5 e 6 % foram respectivamente 53,3; 38,3 e 42,5% para 

motilidade espermática progressiva e 2,3;2,2 e 2,1 para vigor espermático. O 

etilenoglicol nas mesmas concentrações apresentou os seguintes resultados para 

motilidade espermática progressiva: 25, 27 e 11,7%, enquanto o vigor ficou em 2,4; 2,2 

e 1,4. A associação desses dois crioprotetores nas concentrações de 1% de etilenoglicol 

+ 4% de dimetilformamida e 2% de etilenoglicol + 3% de dimetilformamida tiveram os 

seguintes resultados respectivamente: 62,5 e 52,5% para motilidade espermática 

progressiva e 2,3 para vigor em ambos os casos (Tabela 1). 

Os diluentes acrescidos de antocianina tiveram média de motilidade espermática 

progressiva ao descongelamento de 50% para a concentração de 0,5 /100 x 

106espermatozoides, 40,8% de motilidade espermática para 1,5 L/100 x 106 células e 

11,7% de motilidade espermática para 9L/100 x 106espermatozoides. 

 Os valores médios obtidos para os aspectos físicos do sêmen pós-

descongelamento e criopreservados em diluentes com diferentes concentrações de 

dimetilformamida, etilenoglicol e etilenoglicol combinado com dimetilformamida não 

apresentaram diferença entre si (P>0,05) quanto à motilidade espermática progressiva e 

vigor espermático dentro de cada tratamento. Embora trabalhos tenha sido conduzidos 

utilizando concentrações de etilenoglicol e glicerol até 5% (Squireset al., 

2004Vidamentet al., 2005;Gibb et al., 2013), nota-se que concentrações menores desses 

álcoois e a associação desses a amidas, tem apresentado valores médios de aspectos 

físicos ao descongelamento melhores (Squireset al., 2004.; Alvarenga et al., 2005; 

Freitas, 2015); que os diluentes que empregam estes crioprotetores puros. Em 2012, 

Macias-Garcia chegou a inferir que o glicerol não deve ser utilizado de forma alguma 

em concentrações acima de 2,5% do volume total do diluente de congelamento. 
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 Em relação às concentrações de antocianina, observou-se grande desvantagem 

da concentração de 9 comparada às demais estudadas (Tabela 1). 

Não foi possível determinar uma concentração máxima ou mínima de 

antocianina que pode ser adicionada aos diluentes sem que haja danificação celular ou 

mesmo se há efeito benéfico do antioxidante adicionado aos diluentes nos tratamentos 

4.1 e 4.2, uma vez que, não houve melhora nos aspectos físicos do sêmen quando 

comparado aos outros tratamentos e não foi realizada comparação com o diluente 

Botucrio sem adição de antocianina, que funcionaria como tratamento controle. 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrão para os aspectos físicos do sêmen pós-
descongelamento de garanhão da raça Mangalarga Machador, criopreservado em 
diferentes diluentes de congelamento. 

 
Crioprotetor 

 
Tratamentos  

Aspectos físicos pós-descongelamento 
Motilidade Vigor 

Dimetilformamida  

4%  53,3±16,6a 2,3±0,3a 
5%  38,3±20,7a 2,2±0,3a 
6%  42,5±22,3a 2,1±0,4a 

Média  44,7±19,9AB 2,2±0,3A 
 

Etilenoglicol 

4%  25,0±13,8a 2,4±0,4a 
5%  27,0±15,4a 2,2±0,4a 
6%  11,7±11,7a 1,4±1,1a 

Média  21,4±14,7C 2,0±0,8A 
 

 
Etilenoglicol +Dimetilformamida  

1:4  62,5±12,5a 2,3±0,3a 
2:3  52,5±14,0a 2,3±0,3a 

Média  57,5±13,7A 2,3±0,2A 
 

Antocianina 
 

0,5  50,0±19,0a 2,4±0,4a 
1,5  40,8±15,6a 2,3±0,3a 
9  11,7±9,8b 1,1±0,7b 

Média  34,2±22,1B 1,9±0,8A 
Valores médios seguidos por letras maiúsculas e médias de tratamentos seguidas por letras 
minúsculas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05) pelos testes de Duncan ouKruskal 
Wallis ou Wilcoxon; TRAT 0,5 : Antocianina 0,5L/100 x 106 espermatozoides; TRAT 1,5: 
Antocianina 1,5 /100 x 106 espermatozoides; TRAT 9: Antocianina 9 /100 x 106 
espermatozoides. 

 

Freitas (2015) não encontrou resultados que beneficiassem a antocianina ao 

utilizar uma concentração de 0,25% do antioxidante sobre o volume do diluente de 
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congelamento de garanhões MangalargaMarchador. Devido à produção de peróxido de 

hidrogênio estar diretamente ligada à quantidade de células espermáticas presentes no 

meio (Guthrie&Welch, 2012), o ajuste de um antioxidante para volume e não para 

concentração de células pode ser errôneo. Utilizando 20  de solução de antocianina 

para 100 x 106espermatozóides, em diferentes etapas do congelamento de sêmen de 

suínos, Pinho et al. (2012) também não observaram melhora nos resultados quando 

comparado ao grupo controle sem antocianina.  

Os melhores valores médios de motilidade espermática progressiva e vigor 

espermático dentre os quatro tratamentos estudados foram obtidos no tratamento ED, 

mostrando que a dimetilformamida pode melhorar o meio crioprotetor. Contudo, a 

L) poderia alterar as análises comparativas 

entre os tratamentos. Vale ressaltar que esta primeira etapa do experimento não teve 

como objetivo a comparação entre os diluentes e sim determinar a melhor concentração 

dos crioprotetores em questão. 

 
 
CONCLUSÕES 

 

  O etilenoglicol e a dimetilformamida podem ser usados isoladamente nas 

concentrações de 4, 5 e 6% ou em associações entre si, nas proporções de 1:4 ou 2:3, 

totalizando concentração final de crioprotetores de 5 %, sem grandes modificações nos 

valores médios de motilidade espermática progressiva e vigor espermático após a 

criopreservação. 

  A antocianina, da forma como foi extraída neste experimento, não deve ser 

utilizada em concentrações acima de 9100 x 106espermatozoides, sob pena de queda 

abrupta na motilidade espermática e inadequação do meio para criopreservação de 

sêmen de equinos da raça Mangalarga Marchador. 
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PARTE II  

 

CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN DE GARANHÕES DA RAÇA 

MANGALARGA MARCHADOR EM DILUIDORES COM DIFERENTES 

MEIOS CRIOPROTETORES ASSOCIADOS OU NÃO À ANTOCIANI NA 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Todos os animais se mostraram dentro dos parâmetros preconizados pelo CBRA 

(2014) para garanhões aptos à reprodução segundo análises de volume, motilidade, 

vigor e concentração realizadas imediatamente após as colheitas. 

Ao correlacionar os valores médios encontrados no teste hiposmótico(não 

corrigido pelo teste de morfologia) com os resultados obtidos em citometria de fluxo 

para membrana lesionada, torna-se visível que o processo de criopreservação reduziu 

expressivamente a porcentagemde membranas íntegras em todos os tratamentos, o que 

comprova o quão agressivo este processo pode ser às células espermáticas (Amann e 

Graham, 1992; Holt, 2000;Jobim et al., 2011;Lemma, 2011). 

 

Tabela 2. Média e desvios-padrão dos parâmetros seminais do sêmen fresco de 
garanhõesda raça Mangalarga Marchador 

Animal Volume 
 (mL) 

Motilidade 
(%) 

Vigor Concentração inicial 
 (106/mL) 

Hiposmótico 
(%) 

1 37± 4,0 81± 3,7 3,1± 0,4 187±34,4 79,2± 2,1 

2 41± 26,9 82± 4 3,1± 0,2 193± 48,3 71,4± 5,5 

3 42± 6,8 83± 2,4 3,3± 0,2 282± 41,1 84,4± 5,5 

4 26± 5,8 84± 2,0 3,4± 0,2 187± 37,3 78± 2,0 

5 34± 15,2 83± 2,4 3,2± 0,2 163± 40,4 73,25± 3,8 

 

 As avaliações de motilidade e vigor espermático imediatamente após o 

descongelamento a 37°C, mostraram equivalência dos tratamentos (p>0,05), exceto pela 

inferioridade apresentada pelo etilenoglicol em E e EA (p<0,05) (Tabela 3). No entanto, 

ao decorrer do tempo do teste de termorresistência (TTR), já nos primeiros 30 

minutos,os valores médios registrados no tratamento controle mostraram-se melhores 
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em relação aos valores médios obtidos em outros tratamentos estudados,  sendo queo 

tratamento E e EA sempre apresentaram os pioresvalores médios para motilidade 

espermática progressiva e vigor espermático  (Tabelas 3 e 4). Os tratamentos que 

empregaram a dimetilformamida associada ou não, apresentaram valores similares entre 

si (p>0,05). 

 

Tabela 3. Médias ± desvios-padrão dos valores de motilidade espermática progressiva 
(%)e vigor espermático após o descongelamento (T0) e 30 minutos após (T30) de 
sêmen criopreservado de garanhões da raça Mangalarga Marchador, utilizando 
diferentes crioprotetores e um antioxidante. 

TTRT0  TTRT30 
TRAT Motilidade Vigor  Motilidade Vigor 

B 50,2 ± 12,0 a 2,8 ± 0,4 a  36,0± 11,2 a 2,6± 0,3 a 

BA 48,4 ± 11,7 a 2,7 ± 0,4 ab  34,4± 13,7a 2,4± 0,6 a 
D 54,2 ± 12,4a 2,4± 0,4 b  24,4± 17,6b 1,5± 1,0 b 
DA 50,2 ± 16,5a 2,5± 0,5 ab  26,2± 21,6b 1,6± 1,0 b 
E 20,8 ± 11,1b 2,2 ± 0,5 ab  7,1±   8,8c 0,8± 0,9 c 
EA 17,6 ± 11,3 b 1,8 ± 0,8 c  7,7±   9,6c 0,8± 0,9 c 
ED 48,2 ± 16,1 a 2,5 ± 0,6 ab  25,4± 18,4b 1,8± 0,8 b 
EDA 48,6 ± 19,8a 2,4 ± 0,8 ab  28,0± 17,6ab 1,8± 1,0 b 
Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferença significativa (P < 0.05) pelo teste t; TTR: 
teste de termorresistência; T0: imediatamente após o descongelamento; T30: 30 minutos pós-
descongelamento; TRAT: Tratamento B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianina; D: 
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol + 
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilformamida + 
Antocianina. 

 

Ao descongelamento, nos tratamentosE e EA verificou-se motilidade 

espermática progressiva e vigor espermático inferiores (p<0,05),aproximadamente 30% 

menores que em outros tratamentos, o que indica que ocrioprotetoretilenoglicol não 

deve ser utilizado sozinho em concentrações acima de 4%, como observado por 

Bittencourt et al. (2004). O etilenoglicol, embora penetre a membrana plasmática mais 

rápido que o glicerol, é mais lento em relação às amidas (Phelpset al., 1999), podendo 

ser esse o motivo da sua ineficiência em protocolos de congelamento com resfriamento 

rápido, como neste experimento.  No entanto, sua associação com a dimetilformamida 

(ED e EDA)se mostrou satisfatória. Álcoois e amidas associados como crioprotetores 

aos diluentes de congelamento têm demonstrado grande eficiência principalmente na 

diminuição do extresse osmótico e consequente lesão celular ou alterações na 
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motilidade espermática progressiva de amostras de sêmen em várias espécies 

domésticas (Squireset al., 2004; Alvarenga et al., 2005; Oliveira et al., 2010). 

 

 

Tabela 4. Médias e desvios-padrão da motilidade espermática progressiva (%)e vigor 
espermático avaliados 60 e 90 minutos após o descongelamento das amostras de sêmen 
criopreservado de garanhões da raça Mangalarga Marchador, utilizando diferentes 
crioprotetores e um antioxidante. 

TTRT60  TTRT90 
TRAT Motilidade Vigor  Motilidade Vigor 
B 21,6± 12,9 a 1,8± 0,9 a  12,4± 11,0  a 1,3± 1,0  a 
BA 21,0± 12,6 a 1,8± 0,8 a  13,0± 13,2  a 1,2± 1,0  a 
D 9,4± 11,7 b 0,9± 1,0 b  2,4±   6,6  c 0,2± 0,6  bc 
DA 11,0± 15,0 b 0,9± 1,0 b  5,2± 10,9  bcd 0,5± 0,9  b 
E 2,5±   5,1 c 0,3± 0,6 c  0,4±   2,0  d 0,1± 0,3  c 
EA 2,2±   5,5 c 0,2± 0,6 c  0±      0  d 0±    0  c 
ED 13,6± 15,2 b 1,0± 1,0 b  9,2± 12,0  ab 0,8± 1,0  b 
EDA 13,2± 15,3 b 0,9± 1,0 b  6,0± 11,0  bc 0,5± 0,8  b 

Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferença significativa (P < 0.05) pelo teste t; TTR: 
teste de termorresistência; T60: 60 minutos pós descongelamento; T90: 90 minutos pós-
descongelamento; TRAT: Tratamento B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianina; D: 
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol + 
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilformamida + 
Antocianina. 
 

Apesar da maior porcentagem numérica de células com alto potencial 

mitocondrialnostratamentos B (11,3%), BA (9,7%), D (8,1%) e DA (8,2%), 

apresentados na Tabela 5, não pode-seinferir que esses grupos apresentem maior 

capacidade de movimentação celular em relação ao demais tratamentos, não havendo 

portanto, correlação direta desses valores com os encontrados para motilidade e vigor 

no teste de termorresistência. 

O resultado observado no teste de termorresistênciacorrobora com os valores 

obtidos nas análises por citometria de fluxo para as amostras coradas com a sonda JC-1, 

que mostrou maior potencial mitocondrial do sêmen congelado com o Botucrio 

(11,3%), sendo que as amostras E e EA também apresentaram pior condição de 

atividade mitocondrial(p<0,05). Esses resultados reforçamos verificados por Freitas 

(2015) ao comparar os crioprotetoresglicerol 5%, dimetilformamida 5% e a associação 

de ambos, tendo os piores resultados para o tratamento empregando o glicerol puro. 

Madeira e colaboradores(2013) relataram maior percentual de espermatozoides móveis 

em diluente de congelamento de sêmen bovino que tinha como crioprotetor o glicerol 
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quando comparado à dimetilformamida, no entanto, ao quantificar as lesões 

morfológicas proporcionadas por ambos os tratamentos, esses valores se inverteram, 

tendo vantagem neste aspecto, o tratamento que tinha como crioprotetor a 

dimetilformamida. 

 
Tabela 5. Médias e desvios-padrão (%)de atividade mitocondrial de sêmen 
criopreservado de garanhões da raça Mangalarga Marchador utilizando diferentes 
crioprotetores e um antioxidante. 
Tratamento Baixo potencial mitocondrial Alto potencial mitocondrial 

B 88,4 ± 8,2 c   11,3 ± 8,1 a 

BA 90,1 ± 8,4 bc 9,7 ± 8,4 ab 

D 91,6 ± 8,6 abc 8,1 ± 8,6 abc 

DA 91,5 ± 8,3 abc 8,2 ± 8,2 abc 

E 94,2 ± 3,6a 5,6 ± 3,5 c 

EA 92,7 ± 7,0 ab 7,0 ± 7,0 bc 

ED 94,1 ± 4,7 a 5,6 ± 4,6 c 

EDA 93,5 ± 4,8 ab 6,2 ± 4,7 bc 

Valores médios seguidos por letras minúsculas na mesma coluna diferm entre si(P < 0.05) pelo 
teste de Duncan; B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianina; D: Dimetilformamida; DA: 
Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol + Antocianina; ED: 
Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilformamida + Antocianina. 

 

A queda acentuada de motilidade espermática progressiva e vigor espermático 

nos tratamentos contendo dimetilformamida(aproximadamente 50% na motilidade nos 

primeiros 30 minutos) poderia ser explicada pela maior quantidade de ROS pelas 

células viáveis submetidas a esse tratamento (Tabela 7),indicando alto metabolismo ou 

capacitação dos espermatozoides(Aurich, 2005), o que pode não ser desejável no tempo 

analisado, uma vez que o processo de capacitação deve ocorrer na tuba uterina, no 

momento mais próximo da fecundação sob pena de perder a viabilidade espermática 

antes de penetrar a zona pelúcida(Burnaugh, 2007). Por outro lado, ao avaliar a 

produção de peróxido de hidrogênio isoladamente, é possível perceber que todos os 

tratamentos respondem de forma semelhante (p>0,05), ou seja, produzem o 

mesmopercentual desta ROS (Tabela 6). 

A liberação de peróxido de hidrogênio é um processo natural ocasionado pelo 

metabolismo das células espermáticas, no entanto quando em excessopode ser danoso à 

membrana espermática e estrutura do DNA celular. Espermatozoides mortos tendem a 

liberar ainda mais peróxido de hidrogênio, que pode agir prejudicando as células viáveis 
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acondicionadas no mesmo ambiente (Baumberet al., 2003; Dona et al., 2011).  Por este 

motivo, o sêmen acondionado em palhetas ou recipientes em pequeno volume e alta 

concentração tende a perder rapidamente sua viabilidade, dados esses possível de serem 

averiguados pelo teste de termorresistência realizado neste estudo, apesar de a 

concentração aqui utilizada ainda estar abaixo da utilizada nas centrais de congelamento 

de sêmen. 

 

Tabela 6. Médias e desvios-padrãode produção de peróxido de hidrogênionas amostras 
de sêmen criopreservado de garanhões da raça Mangalarga Marchador utilizando 
diferentes crioprotetores e um antioxidante e incubadas a 37°C por 30 minutos com a 
sonda DCFDA e avaliadas em citômetro de fluxo. 
Tratamento Baixa produção de peróxido de hidrogênio 

Botucrio 25,93 ± 27,27 a 

29,86± 31,22 a 

36,52± 34,16 a 

46,50 ± 32,42 a 

27,77 ± 30,64 a 

35,97± 34,83 a 

46,03± 36,93 a 

39,45 ± 27,84 a 

Botucrio + antocianina 

Dimetil 

Dimetil + antocianina 

Etileno 

Etileno + antocianina 

Etileno + dimetil 

Etileno + dimetil + antocianina 

Valores médios seguidos por letras minúsculas na mesma coluna diferem entre si(P<0,05) pelo 
teste de Duncan. 

   

Quanto à produção de peróxido de hidrogênio intracelular, o tratamento D 

apresentou maior porcentagem de células com membrana íntegra e alta produção interna 

de peróxido de hidrogênio. Os tratamentos em que havia dimetilformamida como 

crioprotetor apresentaram valores médios de população de células íntegras e com baixa 

peroxidação maiores que aqueles tratamentos com diluentes sem este crioprotetor. A 

porcentagem de células lesionadas produzindo muito peróxido de hidrogênio foi menor 

no tratamento DA (36,1%). A porcentagem de células com membrana lesionada e baixa 

produção de peróxido de hidrogênio intracelular mostrou-se semelhante em todos os 

tratamentos (P>0,05) (Tabela 7). 

A organização da membrana plasmática foi considerada sobre a população de 

células íntegras (IP-) e não mostrou diferença entre os tratamentos (P>0,05). 

Paralelamente a maior porcentagem de espermatozoides viáveis (membrana íntegra) foi 
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encontrada nos tratamentos empregando diluentes com dimetilformamida como 

crioprotetor, com ou sem associação com antocianina(D=37,9% e DA=34,8%). 

A exposição das células espermáticas a temperaturas abaixo de 19 °C por si só já 

é capaz de induzir processos de desorganização da bicamada lipídica da membrana 

plasmática (Watson, 1995). Somados aos efeitos ocasionados pela temperatura, os 

aditivos presentes nos diluentes de resfriamento e congelamento induzem a mudanças 

no processo metabólico dos espermatozoides, o que pode induzir respostas internas de 

aumento de produção de ATP e até mesmo à capacitação precoce destas 

células.(Loomis, 2005). 

 

Tabela 7. Médias e erros-padrão (%)de atividade mitocondrial de sêmen criopreservado 
de garanhões da raça Mangalarga Marchador, utilizando diferentes crioprotetores e um 
antioxidante (sonda DCFDA; IP). 

TRAT 
Membrana íntegra 
e baixa produção 

de peróxido 

Membrana integra 
e alta produção de 

peróxido 

Membrana 
lesionada e alta 

produção de 
peróxido 

Membrana 
lesionada e baixa 

produção de 
peróxido 

B 8,4 ± 8,1 c 15,9 ± 7,6 b 58,2 ± 22,7 a 17,5 ± 21,8 a 

BA 8,4 ± 5,9 c 15,9 ± 9,5 b 54,2 ± 24,9 ab 21,5 ± 25,7 a 

D 13,0 ± 10,5 abc 21,8 ± 12,8 a 41,6 ± 23,3 bc 23,5 ± 25,2 a 

DA 15,1 ± 12,2 a 17,4 ± 11,8 ab 36,1 ± 22,5 c 31,3 ± 22,9 a 

E 8,1 ± 9,1 c 12,9 ± 6,6 b 59,3 ± 28,4 a 19,7 ± 24,4 a 

EA 9,0 ± 7,2 bc 12,5 ± 9,6 b 51,5 ± 29,7 ab 26,9 ± 29,0 a 

ED 13,7 ± 9.5 ab 13,5 ± 9,0 b 40,5 ± 28,7 bc 32,3 ± 27,7 a 

EDA 11,5 ± 6,4 abc 16,6 ± 9,5 b 43,9 ± 21,8 bc 28,0 ± 23,4 a 

Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferença (P< 0,05) pelo teste t; TRAT: Tratamento; 
B: Botucrio; BA: Botucrio+Antocianina; D:Dimetilformamida; DA: 
Dimetilformamida+Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol+Antocianina; ED: 
Etilenoglicol+Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol+Dimetilformamida+Antocianina. 

 

O processo de capacitação ocorre por meio de desorganização dos lipídeos e 

colesterol de membrana, que permitem a entrada de cálcio, aumentam a produção de 

AMPc, diminuem o pH e desencadeiam uma série de outros eventos (Burnaugh, 2007). 

Na tentativa de estimar a quantidade de espermatozoides que eventualmente estariam 

passando por esse processo precocemente, foram utilizadas as sondas M450 e DCFDA, 

que avaliam respectivamente, a organização da membrana e a produção de peróxido de 

hidrogênio intracelular. Neste estudo, todos os tratamentos  mostraram 

aproximadamente metade das células com membrana desorganizada (Tabela 8), levando 
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em consideração apenas as células com membrana plasmática íntegra. Dados estes 

valores, podemos presumir que se esta desorganização está ligada à capacitação, todos 

os tratamentos induziram esse processo de forma semelhante ou que as células coradas 

com a sonda estavam em processo inicial de capacitação ou tiveram mínima 

desorganização de membrana que pode não ser suficiente para inabilitar os 

espermatozóides de realizar a fecundação, uma vez que a sonda não diferencia graus de 

desorganização (Green& Watson, 2001). 

 

Tabela 8. Médias e erros-padrão (%)de organização de membrana dos espermatozoides 
criopreservadas de garanhões da raça Mangalarga Marchador utilizando diferentes 
crioprotetores e um antioxidante (sondas M540-organização de membrana e IP- 
integridade de membrana plasmática). 

TRAT 
Membrana 
organizada 

Membrana 
desorganizada 

Membrana 
íntegra 

Membrana 
lesionada 

B 53,7 ± 18,8 a 46,3 ± 18,8 a 27,5 ± 9,6 cd 72,5 ± 9,6 ab 

BA 47,1 ± 18,9 a 52,9 ± 18,9 a 27,2 ± 7,7 cd 72,8 ± 7,7 ab 

D 56,4 ± 14,7 a 43,6 ± 14,7 a 37,9 ± 9,2 a 62,1 ± 9,2 d 

DA 59,8 ± 19,7 a 40,2 ± 19,7 a 34,8 ± 11,2 ab 65,2 ± 11,2 cd 

E 56,8 ± 20,5 a 43,2 ± 20,5 a 23,6 ± 7,6 d 76,4 ± 7,6 a 

EA 62,3 ± 16,6 a 37,7 ± 16,6 a 23,7 ± 10,1 d 76,3 ± 10,1 a 

ED 63,5 ± 15,9 a 36,4 ± 15,9 a 29,4 ± 8,6 c 70,6 ± 8,6 b 

EDA 55,7 ± 18,7 a 44,3 ± 18,7 a 30,9 ± 10,9 bc 69,0 ± 10,9 bc 

Valores médios seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05) pelo 
teste de Duncan. Os valores de organização de membrana consideraram apenas células com 
membrana íntegra. TRAT: Tratamento; B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianina; D: 
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol + 
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilformamida + 
Antocianina. 

 

Na Tabela 9 são descritos os valores médios para integridade de membranas 

plasmática e acrossomal, sendo observado os maiores valores de membranas íntegras 

nos tratamentos em que se empregou diluentes com dimetilformamida ou a associação 

da mesma com a antocianina(D=28,2 %e DA=26,5 %). A porcentagem de 

espermatozoides com ambas as membranas lesionadas foi maior nos tratamentos B 

(31,9%), BA (32,1%), E (30,9%) e EA (32,8 %). 

Para integridade das membranas plasmática e acrossomal, os tratamentos D, DA 

e EDA apresentaram resultados superiores quando comparados aos outros tratamentos 

(aproximadamente 10% a mais), o que ressalta a capacidade e eficiência da 
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dimetilformamida em atravessar a membrana sem causar grandes danos à mesma. Esses 

resultados corroboram os resultados obtidos por Freitas(2015) quandocomparou 

dimetilformamida com glicerol puro e Botucrio,comprovando o potencial crioprotetor 

da dimetilformamida sobre a membrana plasmática.Por ser uma partícula de menor peso 

molecular, as amidas atravessam a membrana mais facilmente, evitando lesões por 

estresse osmótico(Ball e Vo, 2001). 

 
Tabela 9. Médias e erros-padrão (%)da integridade das membranas plasmática (sonda 
FITC-PSA) e acrossomal (sonda IP) das células espermáticas criopreservadas de 
garanhões da raça Mangalarga Marchador, utilizando diferentes crioprotetores e um 
antioxidante e incubadas a 37°C por 10 minutos com as sondas e avaliadas em 
citômetro de fluxo. 

Tratamento 
Membrana e 
acrossoma 
íntegros 

Membrana 
íntegra e 

acrossoma 
lesionado 

Membrana e 
acrossoma 
lesionados 

Membrana 
lesionada e 
acrossoma 

íntegro 
B 19,2± 7,3 bcd 2,4 ± 2,8 abc 31,9 ± 7,9 a 46,5 ± 6,5 a 

BA 19,2 ±7,0 bcd 2,3 ± 3,2 abc 32,1 ± 8,3 a 46,4 ± 6,1 a 

D 28,2 ± 6,9 a 2,5 ± 3,8 ab 22,0 ± 7,2 c 47,3 ± 4,9 a 

DA 26,5 ± 8,9 a 2,7 ± 4,1 a 23,6 ± 9,8 bc 47,3 ± 6,1 a 

E 18,5 ± 7,9 cd 0,6 ± 0,2 bc 30,9 ± 8,4 a 49,3 ± 7,8 a 

EA 16,8 ± 8,5 d 0,5 ± 0,3 c 32,8 ± 9,3 a 50,0 ± 9,2 a 

ED 22,3 ± 5,9 b 2,3 ± 4,4 abc 25,8 ± 8,8 bc 50,1 ± 7,4 a 

EDA 21,1 ± 7,3 bc 3,9 ± 5,3 a 26,0 ± 9,1 b 49,0 ± 9,7 a 

Valores médios seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si(P<0,05) pelo 
teste de Duncan. Os valores de organização de membrana consideraram apenas células com 
membrana íntegra. TRAT: Tratamento; B: Botucrio; BA: Botucrio +Antocianina; D: 
Dimetilformamida; DA: Dimetilformamida + Antocianina; E: Etilenoglicol; EA: Etilenoglicol + 
Antocianina; ED: Etilenoglicol + Dimetilformamida; EDA: Etilenoglicol + Dimetilformamida + 
Antocianina. 
 

Ramos (2012) sugeriu que a adição de antocianina ao diluente de congelamento 

de sêmen caprino pudesse melhorar os parâmetros de motilidade e integridade das 

membranas plasmática e acrossomal, o que não foi possível identificar neste trabalho. 

No entanto, esta substância pode ter exercido papel antioxidante importante no meio 

externo. Embora não tenha apresentado diferença entre os tratamentos, pode-se observar 

que a antocianina teve tendência a diminuir a quantidade de peróxido de hidrogênio das 

células com membrana plasmática lesionada. Na tabela 7, onde se descreveos valores 

médios obtidos para membrana lesionada e baixa produção de peróxido, é possível 

observar que os tratamentos empregando diluentes com antocianina apresentaram maior 
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porcentagem de células com baixa produção de peróxido de hidrogênio mesmo estando 

mortas,comparados aos sem antocianina com o mesmo crioprotetor(B=17,5 x BA=21,5 

%; D=23,5 x DA=31,3 %; E=19,7 x 26,9 %; ED=32,3 x EDA=28,0 %), no entanto não 

é possível dizer que houve diferença entre os tratamentos com e sem antocianina. 

Sendo uma molécula relativamente grande, a antocianina tem dificuldade de 

atravessar a membrana plasmática (Volp, 2008), porém quando esta barreira encontra-se 

afuncional, a troca de material com o meio externo fica comprometida, 

podendohaverpassagem dessa molécula para o interior da célula. Exatamente nesta 

população celular (membrana lesionada) podemos identificar maior distância numérica 

entre o crioprotetor puro e acrescido do antioxidante, embora não seja possível afirmar 

que há diferença entre esses resultados. Damesma forma, os valores médios obtidos para 

membrana lesionada e alta produção de peróxido de hidrogênio também se mostram 

favoráveis aos tratamentos com antocianina (B=58,2 x BA=54,2; D=41,6 x DA=36,1; 

E=59,3 x EA=51,5; ED=40,5 x EDA=43,9 %), mostrando que este flavonoide pode ter 

efeito na redução de peróxido de hidrogênio liberado por essa população celular. 

 

CONCLUSÕES 

 

A dimetilformamida pode ser usada sozinha na concentração de 5% ou em 

associação com etilenoglicol na proporção de 1:4 (etilenoglicol:dimetilformamida), 

sendo eficaz principalmente na diminuição dos efeitos deletérios às membranas 

plasmática e acrossomaldos espermatozoidescriopreservados do sêmen equino, 

tornando-a alternativa em substituição aos diluentes comerciais à base de glicerol e 

metilformamida como crioprotetores. 

A antocianina, da forma como foi extraída neste experimento e na concentração 

de 0,5 6células espermáticasnão possui ação antioxidante intracelular, 

benéfica ou maléfica para a membrana plasmática dos espermatozóides durante o 

processo de criopreservação do sêmen de garanhões da raça Mangalarga Marchador. 
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