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1) INTRODUÇÃO 

 

 A tecnologia para armazenar o sêmen congelado foi revolucionada aproximadamente 

há cinqüenta anos através da descoberta do glicerol como crioprotetor o que permitiu que o 

espermatozóide fosse congelado e armazenado por longos períodos (HOLT, 2000). Esta 

biotecnologia tem sido de grande importância em programas de melhoramento animal por 

viabilizar a preservação de material genético de animais em extinção, além de auxiliar a 

transpor barreiras da infertilidade masculina. No entanto, com exceção da espécie bovina, 

tem-se obtido baixas taxas de fertilidade com o emprego de sêmen congelado (WATSON, 

2000), uma vez que a viabilidade e a fertilidade do espermatozóide após descongelamento 

encontram-se reduzidas como conseqüência das injúria durante o processo de congelação 

(MEDEIROS, 2002). 

 Os eventos ocorridos durante a criopreservação envolvem os seguintes passos: 

redução da temperatura, desidratação celular, congelação e descongelação (MEDEIROS, 

2002). Estes procedimentos ocasionam danos celulares devido a mudança na temperatura, 

formação de cristais de gelo, injúrias oxidativas, alterações na membrana do 

espermatozóide, lesões no DNA, estresse osmótico além da toxicidade dos crioprotetores 

(BALL & VO, 2001). A célula espermática parece sensível ao estresse osmótico como 

também a adição e a remoção de crioprotetores (WATSON, 2000; BALL & VO, 2001).  

 O resfriamento quando efetuado de modo inadequado causa um choque térmico o 

qual induz a danos parcialmente irreversíveis ao espermatozóide que se caracteriza por 

padrão anormal de movimento  do espermatozóide (movimento circular ou retrógrado), 

rápida perda da motilidade, lesões no acrossoma, dano a membrana plasmática, redução da 

atividade metabólica e perda dos componentes intacelulares. Muitos desses danos são 

decorrentes das alterações da membrana à medida que os espermatozóides progridem para 

as mudanças de fase de transição e durante o resfriamento (GRAHAM, 1996).  

 Com relação a formação de cristais de gelo, estes se formam no espaço extracelular 

criando um gradiente osmótico entre a solução intracelular inicialmente isotônica e a solução 

congelada extracelular que se encontra concentrada. Dependendo da velocidade de 

resfriamento, a água vai se mover através da membrana e se unir a fase congelada do meio 

extracelular ou irá se congelar, formando gelo no interior da célula. Na maioria dos casos, 

células submetidas a formação de cristais de gelo intracelular se tornam osmoticamente 

inativas ou lisadas devido a perda da integridade da membrana (DEVIREDDY et. al. 2002). 
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 A célula espermática também é sensível aos efeitos tóxicos dos crioprotetores o que 

torna o uso de determinados componentes comumente utilizados para outras células 

inviáveis para os a célula espermática (WATSON, 2000).  

 

2) PRINCÍPIOS DA CRIOPRESERVAÇÃO 

 

 Durante o processo de criopreservação, o sêmen deve ser resfriado da temperatura 

corpórea à temperatura ambiente (37º → 20º C), o que parece não ocasionar danos ao 

espermatozóides quando este se encontra diluído em meio adequado (KEITH, 1998). O 

estresse inicial se dá quando o espermatozóide passa da temperatura corporal para 5ºC 

(SQUIRES et. al. 1999). Isto é devido a fase de transição da membrana plasmática do estado 

líquido cristalino, para o estado de gel (GRAHAM, 1996; MEDEIROS, 2002). Para minimizar 

este efeito é necessário controlar a taxa de resfriamento entre as temperaturas de 19º a 8º C 

e pela adição de lipídeos (gema de ovo) ou lipoproteína (leite) ao diluente (GRAHAM, 1996), 

além do uso de curvas de resfriamento lentas (- 0,05ºC/min). Se o resfriamento for feito de 

maneira inadequada, o espermatozóide sofre um fenômeno conhecido como choque térmico, 

a qual induz a danos irreversíveis ao espermatozóides que se caracterizam por alterações 

nos padrões normais de motilidade (movimento circular ou retrógrado), perda rápida de 

motilidade, danos do metabolismo, da membrana plasmática e do acrossoma (GRAHAM, 

1996; SQUIRES, 1999). 

Durante o processo de congelação a suspensão de espermatozóides atinge 

temperaturas abaixo do ponto de congelação do meio (super resfriamento), antes que haja a 

formação de cristais. Quando os cristais de gelo começam a se formar, ocorre um aumento 

na temperatura que é necessário para a cristalização, o que pode vir a ser deletério para o 

espermatozóide, sendo minimizado pelo uso de curvas adequadas de congelamento 

(SQUIRES, 1999). À temperaturas em torno de 5ºC a água intra e extracelular permanece 

super resfriada e não cristaliza .  Entre –5º a –10ºC começam a se formar cristais de gelo no 

meio extracelular que permanece super resfriado, ocorre troca de água para manter o 

equilíbrio entre o meio extracelular e o intracelular ocasionando a desidratação celular. Neste 

ponto, a curva de congelação deve ser lenta para evitar o congelamento da água intracelular 

e rápida o suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmótico. 

Uma desidratação severa promove desnaturação das macromoléculas e encolhimento 

excessivo da célula até ocorrer um colapso da membrana (MEDEIROS, 2002). 
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 A perda de água e a desidratação são eventos desejáveis, pois reduzem a 

probalidade de se formarem grandes canais de gelo dentro da célula que causariam danos 

as estruturas internas e/ou a membrana plasmática (SQUIRES, 1999).  

 A descongelação vai depender de como o sêmen foi congelado. Espermatozóides 

congelados em curvas moderadas necessitam de curvas adequadas de descongelação. 

Neste caso, como o gelo extracelular descongela lentamente, diluirá lentamente o soluto das 

frações de água não congeladas, o que permite que a água se difunda lentamente para 

dentro da célula, diluindo o soluto intracelular até atingir a concentração inicial. Se o 

espermatozóide é descongelado rapidamente, o gelo derrete rapidamente diluindo o soluto 

do meio e a água entrará muito rapidamente no espermatozóide, o qual se encontra 

altamente concentrado, danificando o espermatozóide (GRAHAM, 1996). 

 

2.1) DANOS A CÉLULA ESPERMÁTICA INERENTES A CRIOPRESERVAÇÃO 

 

 Os danos causados ao espermatozóide durante o processo de criopreservação podem 

resultar na redução da proporção de espermatozóides viáveis, assim como na capacidade 

funcional destes (WATSON, 2000). As lesões ocasionadas pelo processo de congelação tem 

sido atribuídas as mudanças de temperatura, formação de cristais de gelo, danos oxidativos, 

alterações na membrana do espermatozóide e em seu DNA, toxicidade do crioprotetores e 

ao estresse osmótico(WATSON 1995, 2000). A célula espermática parece sensível ao 

estresse osmótico associado a adição e remoção de crioprotetores, assim como as 

alterações na concentração de soluto durante a congelação (WATSON, 2000). 

 Os efeitos deletérios dos crioprotetores estão relacionados a diversos fatores dentre 

os quais, o aumento da permeabilidade da membrana plasmática, indução da fusão da 

mesma além da inibição da atividade enzimática (FAHY, 1986). Sua toxicidade pode resultar 

em desnaturação de proteínas e as alterações das interações da actina (FAHY, 1990). O 

glicerol induz a mudanças nos eventos citoplasmáticos por aumentar a viscosidade ao 

penetrar a célula espermática, causa alterações na polimerização da tubulina, na associação 

dos microtúbulos, no balanço bioenergético além de atuar diretamente de modo prejudicial 

na membrana plasmática, no glicocálix e nas proteínas de superfície celular 

(HAMMERSTEDT & GRAHAM, 1992). 

 Devido a permeabilidade da maioria dos agentes crioprotetores ser inferior a da água, 

ocorre um influxo de água o qual resulta no aumento do volume celular (BALL &VO, 2001). A 
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exposição das células a uma solução hiperosmótica é responsável pela remoção da água 

intracelular consequentemente ocorre o encolhimento celular e o influxo de íons, no entanto, 

a descongelação proporciona o efeito inverso, consequentemente há o influxo de água 

podendo acarretar na ruptura da membrana (HOLT, 2000b). O espermatozóide dos 

mamíferos comporta-se como um osmômetro linear, ocorrendo morte celular caso haja 

entumescimento ou encolhimento do mesmo quando submetido a níveis superiores da 

tolerância osmótica espécie específica. As lesões da membrana plasmática podem também 

estar relacionadas de maneira secundária ao rápido movimento da água através desta (BALL 

& VO, 2001). 

 

3) CRIOPROTETORES 

 

 Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio para que haja uma proteção do 

espermatozóide durante a criopreservação e o descongelamento (SQUIRES et. al. 1999; 

ARRUDA, 2000). São importantes para evitar a formação de gelo intracelular (MEDEIROS, 

2002). Estes componentes são classificados como penetrantes e não penetrantes ou intra e 

extracelulares (GRAHAM, 1996; ARRUDA, 2000). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado no 

congelamento de sêmen de garanhões, uma vez que atua na proteção das estruturas  

celulares, tanto intra como extracelularmente; este aumenta o número de canais de solvente 

que permanecem não congelados e dilui as altas concentrações de sal (GRAHAM, 1996). 

 Altas concentrações de crioprotetores são deletérias ao espermatozóides devido a sua 

toxicidade e podem resultar na redução da fertilidade após a inseminação artificial. Embora a 

função destes agentes seja a de maximizar os efeitos negativos, há evidências que o glicerol 

é tóxico para o espermatozóide. Parte da toxicidade é devida a injúria bioquímica, resultado 

da adição direta do crioprotetor sobre componentes subcelulares, apesar de ocorrerem 

danos osmóticos (ARRUDA, 2000). 

  

3.1) MECANISMO DE AÇÃO 

 

 O modo pelo qual os crioprotetores atuam não se encontra totalmente elucidado. 

Acredita-se que estes reduzam o ponto de congelação da solução, o qual é determinado 

como a temperatura onde ocorre a formação dos primeiros cristais de gelo puro. Numa 

solução contendo glicerol, no momento em que ocorrer o congelação restará mais água 
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descongelada do que numa solução sem glicerol, havendo com isso, um aumento do volume 

dos canais de solvente não congelado e uma menor concentração de sais nesses canais 

(KEITH, 1998). 

 A estrutura molecular é um parâmetro importante para determinar a eficiência dos 

crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela água o que é devido a presença de 

grupamentos amina e hidroxila em sua composição, os quais favorecem a formação de 

pontes de hidrogênio com as moléculas de água (BAUDOT, et al., 2002). Estas ligações 

alteram a orientação das moléculas de água dos cristais de gelo, criando um ambiente 

menos prejudicial às células (DALIMATA, 1997). 

 Os crioprotetores evitam a formação de gelo intracelular. O mais utilizado é o glicerol 

que semelhante aos agentes não penetrantes proporciona a desidratação celular através do 

seu efeito osmótico, criando um meio hipertônico o qual induz a saída de água das células 

espermáticas (KEITH, 1998). 

 Apesar de imprescindíveis para a sobrevivência dos espermatozóides no processo de 

congelação, os crioprotetores possuem efeitos tóxicos para o espermatozóide, tornando 

algumas substâncias utilizadas na criopreservação de outros tipos celulares impróprias para 

a célula espermática (WATSON, 2000). Até mesmo o glicerol deve ser utilizado com 

restrições devido ao seu efeito citotóxico (HOLT, 2000a). Em altas concentrações podem 

resultar na redução da fertilidade devido a sua toxicidade, a qual pode ser ocasionada pela 

lesão celular, por danos osmóticos e altas concentrações nas interações entre o 

espermatozóide e o trato reprodutivo da fêmea (GRAHAM, 1996). 

 

3.1.1) CRIOPROTETORES NÃO PENETRANTES 

 

 Algumas substâncias, dentre as quais os lipídeos, proteínas e macromoléculas, são 

eficientes na proteção da célula espermática durante o processo de congelação sem que 

para isso necessitem penetrar no espermatozóide, são estes a gema de ovo, leite, alguns 

açúcares  e a albumina sérica bovina (KEITH, 1998). 

 A gema de ovo é rotineiramente utilizada nos diluentes para criopreservação de 

sêmen de mamíferos com o intuito de proteger contra o choque térmico. Acredita-se que sua 

ação seja devida a presença de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), as quais aderem a 

membrana celular durante o processo de criopreservação, preservando com isso, a 

membrana do espermatozóide ( MOUSSA et al. 2002), atuando na superfície da membrana 
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plasmática, restaurando a perda de fosfolipídeos e aparentemente induzindo a uma alteração 

transitória de sua composição, consequentemente prevenindo a ruptura da membrana 

plasmática (FARSTARD, 1996). Os fosfolipídeos que compõe a fração LDL da gema de ovo 

protegem o sêmen especificamente durante o processo de resfriamento a 5ºC. O uso de 

fosfatidilserina purificada tem demonstrado proteger as células espermáticas de bode e 

touros contra o choque térmico. Lipossomas que compõe o colesterol e a fosfatidilserina 

protegem o espermatozóide de bovinos e garanhões dos danos do processo de congelação 

possivelmente por prevenir das alterações deletérias durante a criopreservação (WILHELM 

et al., 1996). 

 A prevenção conferida pelos lipídeos com relação ao choque térmico parece estar 

relacionada a quelação do íon Ca+2 do meio, evitando sua entrada no espermatozóide. É 

possível que os lipossomas interajam com o cálcio e outros componentes do meio de 

congelação que afetem a tonicidade ou a fração da água não congelada durante a 

criopreservação (WILHELM et al., 1996). 

 Os diluentes usados na criopreservação de sêmen eqüino contém entre 2 a 20% de 

gema de ovo. Os espermatozóides bovinos não sobrevivem ao congelamento e a 

descongelação sem a presença de gema de ovo, apesar do glicerol (KEITH, 1998). 

 Os açúcares atuam através da pressão osmótica na desidratação celular, reduzindo a 

água passível de ser congelada no interior da célula de modo a reduzir a injúria causada pela 

cristalização de gelo (AISEN, 2002). Além de atuarem como crioprotetores, os açúcares são 

substrato energético para o espermatozóide durante a incubação (YILDIZ et al., 2000), 

conferem proteção à membrana plasmática durante a congelação e o descongelação através 

de interações diretas com a membrana, as quais envolvem ligações de hidrogênio dos 

grupos hidroxil dos açúcares com os grupos fosfatos localizados na cabeça dos fosfolipídeos. 

Por restaurarem o percentual de água ao redor dos grupos das cabeças dos fosfolipideos, os 

açúcares podem prevenir os danos causados pela desidratação extrema. Geralmente os 

dissacarídeos , sacarose e trealose, são os mais efetivos em estabilizar a bicamada do que 

os monossacarídeos (DE LEEUW, 1993), mantendo sua capacidade de transporte de cálcio, 

inibição da fusão de membranas e manutenção de lipídeos numa fase fluida na ausência de 

água (ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE et al., 1987). 

 Rafinose tem sido o açúcar mais utilizado na criopreservação de sêmen de ratos com 

o intuito de promover a hipertonicidade necessária para desidratar a célula antes da 

congelação (STOREY et al., 1998). Seu uso na criopreservação de sêmen eqüino 
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demonstrou melhores resultados quando comparado a sacarose e sugeriu o uso de uma 

associação glicose-lactose-rafinose (NAGASE et al., 1967). 

 Trealose confere proteção através do efeito osmótico e das interações específicas 

com os fosfolipídeos de membrana (KEITH, 1998; AISEN, 2002). Atua repondo a água da 

interface membrana-solução e também demonstra uma interação direta com os grupos 

polares dos fosfolipídeos durante desidratação e congelação reduzindo as interações de van 

der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos (AISEN, 2002), com isso estabilizando a 

membrana (STOREY et al., 1998).  

 O uso de metil celulose em associação com acetamida e trealose na congelação de 

sêmen de coelhos elevou o número de células móveis após o congelamento em relação ao 

uso isolado da acetamida. O percentual de espermatozóides vivos com o acrossoma intacto 

também foi maior no diluente contendo metil celulose e trealose do que somente acetamida, 

o que demonstra que a combinação de crioprotetores confere uma maior proteção do que 

apenas a utilização de agentes penetrantes isoladamente e que alguns crioprotetores podem 

potencializar os efeitos de outros quando associados (DALIMATA & GRAHAM, 1997) 

 O leite vem sendo utilizado para diluir e armazenar o sêmen fresco ou resfriado. Ao 

utilizar um diluente a base de leite, glicose e glicerol na criopreservação de sêmen eqüino 

obteve-se um excelente resultado pós-descongelação (McCALL & SORENSEN, 1971). 

 Alguns aminoácidos como a glutamina, histidina e glicina betaína tem sido utilizados 

na criopreservação de sêmen de ovinos, garanhões e humanos (KUNDU et al., 2001). O uso 

de L-glutamina a 80mM acrescido ao diluente INRA82 e glicerol melhorou significativamente 

a motilidade do sêmen de jumento após descongelação, não havendo diferença significativa 

no grupo controle e nos grupos contendo 160mM e 240mM de glutamina tiveram seus 

valores significativamente mais baixos (TRIMECHE et al., 1996). Em eqüinos combinação 

dos aminoácidos glutamina , prolina , histidina e betaina ao meio INRA82 acrescido de 2,5% 

de glicerol e 2% de gema de ovo em concentrações diferentes concluiu-se que  a glutamina e 

a prolina são mais eficientes do que a histidina e a betaina em aumentar os parâmetros pós-

descongelação e que a adição de prolina e glutamina ao INRA82 proporcionou uma melhora 

significativa na motilidade pós-descongelamento do sêmen equino (TRIMECHE, 1998).  
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3.1.2) CRIOPROTETORES PENETRANTES 

 

 A descoberta da ação glicerol foi de grande importância na criopreservação de sêmen, 

pois até então este evento não era possível (KEITH, 1998; HOLT, 2000a), sendo atualmente 

o agente mais utilizado nas espécies mamíferas domésticas (FARSTARD, 1996).  

 Apesar de seu mecanismo de ação não se encontrar perfeitamente esclarecido, sabe-

se que este penetra na membrana celular através da difusão passiva, permanecendo na 

membrana e no citoplasma (PARK & GRAHAM, 1992). Embora a concentração de 

crioprotetor seja elevada no meio, sua difusão é 30 a 60 vezes menor do que a da água 

(GRAHAM, 1996). Assim sendo, estas moléculas atravessam a membrana até atingir um 

equilíbrio, porém a água o faz mais rapidamente ocasionando o enrugamento da célula 

devido a pronta saída de água para diluir a alta concentração externa e somente depois de 

um período é que o crioprotetor penetra e equilibra as concentrações intra e extracelulares. 

Nessas condições a água retorna para o interior da célula até atingir um equilíbrio que resulta 

na retomada do seu tamanho normal (SEIDEL, 1986). 

 Além do seu efeito osmótico, parece atuar diretamente na membrana plasmática, 

havendo evidências de que o glicerol se liga aos grupos de cabeça dos fosfolipídeos 

reduzindo a fluidez da membrana, interagindo com ligações protéicas e glicoproteicas da 

membrana da membrana (PARKS & GRAHAM, 1992). 

 O crioprotetor reduz o estresse osmótico através da reposição de água necessária 

para manutenção do volume celular, interações com íons e macromoléculas, assim como 

redução do ponto de congelação da água (MEDEIROS et al., 2002). 

 O uso do glicerol na criopreservação do sêmen eqüino pode estar relacionado a baixa 

motilidade pós descongelação e redução da fertilidade. O efeito tóxico do glicerol tem sido 

relatado por muitos autores; sua toxicidade parece causar desnaturação das proteínas, 

alteração nas interações de actina, além de ocasionar mudanças nos eventos 

citoplasmáticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular, modificações na 

polimerização da tubulina, na associação de microtúbulos, atuação direta na membrana 

plasmática, alterações no glicocálix e nas proteínas da superfície celular (ALVARENGA et 

al.2000 a). 

 A concentração de glicerol ideal para a sobrevivência do espermatozóide é espécie 

dependente, variando de acordo com a curva de congelação, de outros componentes do 

diluente e ainda do método de envase. Em bovinos varia entre 7 a 9%, nos caprinos 3 a 4%, 
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ovinos ao se fazer uso de pellets obtém-se maior motilidade com o uso de 3 a 4% de glicerol, 

entre 6 a 8% em se tratando de ampolas, já as palhetas devem conter de 4 a 6% deste 

crioprotetor. O sêmen de humanos é congelado com 5 a 10 % de glicerol. Em eqüinos ocorre 

uma grande variação, sendo necessário o uso de um percentual inferior ao utilizado para 

bovinos (KEITH, 1998). Em cães o teor de glicerol varia de 2 a 10% (FARSTAD, 1996). 

 Num estudo comparativo do glicerol e outros crioprotetores dentre eles etileno glicol, 

dimetil formamida e dimetil sufóxido utilizando 10 ejaculados de 10 garanhões constatou-se a 

equivalência no uso dos crioprotetores, com exceção do dimetil sufóxido o qual manifestou 

resultado inferior (ALVARENGA et al., 2000b). Outro estudo comparativo entre etileno glicol e 

glicerol demonstrou atuação semelhante destes, sendo que quando combinados possibilita a 

redução do teor de glicerol, diminuindo o seu efeito tóxico (ALVARENGA et al.2000 a). 

 O uso de sêmen eqüino criopreservado com etileno glicol associado a um diluente 

contendo lactose e gema de ovo, resultou em gestação de 3 das cinco éguas do grupo 

testado (KOTYAGINA, 1963). Éguas inseminadas com sêmen congelado obtiveram 80 % 

prenhez tanto com sêmen congelado com glicerol como com etileno glicol (ROMBE et al., 

1965). Estes resultados concluem que o etileno glicol pode se usado na criopreservação do 

espermatozóide equino, uma vez que não interfere na sua fertilidade (KEITH, 1998). 

 Dimetil sufóxido é muito usado como crioprotetor, uma vez que penetra rapidamente 

na membrana plasmática. Para que um soluto atue desta maneira, é necessário que seja 

solúvel à membrana, assim como em água. Apresenta como inconveniente a capacidade de 

causar alterações na membrana, as quais danificam e inviabilizam as células, o que torna os 

crioprotetores penetrantes geralmente tóxicos para as células (WOLFE & BRYANT, 2001). 

 Tanto isoladamente como em associação com o glicerol, o dimetil sufóxido aumenta a 

motilidade pós descongelação do sêmen bovino. A combinação de ambos para o sêmen 

canino tem sido efetuada com êxito.  Em células espermáticas de peixe, o dimetil sufóxido é 

usado em teores acima de 12,5%. Com relação a espécie eqüina, ao ser adicionado em 

concentrações entre 1 a 9% em um diluente contendo lactose, gema de ovo e citrato, 

combinado ou não com o glicerol, apresenta maior viabilidade espermática pós 

descongelação quando congelado com 5% de dimetil sufóxido, sendo este protocolo superior 

ao do uso isolado de glicerol (KEITH, 1998). Em coelhos os resultados não apenas de 

motilidade, como também de fertilidade tem sido alcançados através de crioprotetores como 

o dimetil sufóxido, etileno glicol e amidas (DALIMATA & GRAHAM, 1997). 
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 Dimetil acetamida e o dimetil sufóxido tem sido uma alternativa na criopreservação de 

sêmen por não apresentar os efeitos tóxicos do glicerol (BLANCO et al., 2000), sendo estes 

usados para congelar sêmen de peixe, como também o glicerol, metanol  e o propileno glicol 

(BAUNLY et al., 1999). A dimetil acetamida apresentou resultados superiores quando 

comparada ao glicerol ou ao dimetil sufóxido na congelação de espermatozóides de aves, 

obtendo o mesmo resultado para células espermáticas de truta, além da fertilidade e da 

viabilidade serem superiores quando comparadas com o glicerol e o dimetil sufóxido (KEITH, 

1998). 

 Dimetil formamida e metil formamida são crioprotetores que vem sendo utilizados com 

grande sucesso na congelação de sêmen eqüino. Seu uso para congelação de sêmen de 

garanhões com boa congelabilidade não proporciona aumento da motilidade e sim resultados 

semelhantes ao glicerol (KEITH, 1998). No entanto, a utilização desses agentes em 

garanhões com baixa resistência ao processo de criopreservação manifesta melhores 

resultados quando comparados com o glicerol (GOMES et al. 2002). 

 O uso combinado de crioprotetores confere maior proteção em relação ao seu uso 

isolado (DALIMATA & GRAHAM, 1997). Assim sendo, a associação da dimetil formamida e 

do glicerol, conforme a composição do meio diluidor MP50, proporcionou uma melhor 

proteção da célula espermática durante a congelação, pois além da obtenção de excelentes 

resultados laboratoriais pós-descongelação manifestou índices de fertilidade superiores aos 

descritos na literatura. Este diluente combina os dois agentes citados sendo também 

enriquecido com açúcares e substratos de cultivo celular como fontes de macromoléculas, 

além da presença de gema de ovo e leite desnatado, de modo que a associação destes 

componentes, da dimetil formamida e do glicerol extremamente favorável a proteção do 

espermatozóide eqüino durante o processo de congelação (PAPA et al.2002). 
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4) CONCLUSÃO 

 

 O seminário entitulado: “Ação dos crioprotetores na biotecnologia do sêmen 

congelado”  possibilita as seguintes conclusões: 

1- Apesar de ter sido utilizado por um longo período, o glicerol somente agora começa a dar 

lugar a crioprotetores alternativos por apresentar altos níveis de toxicidade e influenciar 

negativamente a fertilidade do sêmen congelado eqüino. 

2- Com a utilização de novos crioprotetores os quais apresentam menor toxicidade abrem-

se novas perspectivas para a padronização da técnica de melhoria de congelação de 

sêmen nas diferentes raças eqüinas e na individualidade de garanhões, 

consequentemente melhoria nos índices de fertilidade com sêmen criopreservado nesta 

espécie. 

3- Baseado na grande variabilidade de fertilidade com sêmen congelado na espécie eqüina 

é inevitável manter linhas de pesquisa para que se possa obter num curto espaço de 

tempo resultados satisfatórios nas constantes de prenhez com a biotecnologia de sêmen 

congelado eqüino. 
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