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1. INTRODUÇÃO 

 1 

O Brasil possui cerca de oito milhões de equídeos, sendo o quarto maior rebanho 2 

do mundo. O Estado de Mato Grosso do Sul ocupa o sétimo lugar em número de 3 

cabeças no território nacional e esses animais são de grande importância para a região 4 

pela intensa atividade pecuária do estado. O Complexo Agronegócio Cavalo movimenta 5 

cerca de R$ 7,5 bilhões por ano e gera aproximadamente 3,5 milhões de empregos 6 

diretos e indiretos. Apesar disso o rebanho nacional equino encontra-se aquém das 7 

necessidades do setor pecuário, pois a proporção ideal é de um cavalo para 85 bovinos, 8 

contudo, atualmente, se observa uma relação de um cavalo para 160 bovinos (Lima et 9 

al., 2006). 10 

O uso de biotecnologias da reprodução já faz parte da rotina de diversos haras 11 

que buscam melhorar a genética de seus animais. Dentre as mais utilizadas destacam-se 12 

a inseminação artificial (IA), a transferência de embriões e a criopreservação de sêmen, 13 

que permite transportar e armazenar o material genético por tempo indeterminado. 14 

A criopreservação da célula espermática se tornou possível depois da descoberta 15 

acidental dos efeitos protetores do glicerol por Polge e colaboradores em 1949 (Curry, 16 

2000). Após este feito os autores conseguiram produzir frangos a partir de ovos 17 

fecundados com sêmen congelado e, dois anos após, ocorreram os primeiros 18 

nascimentos de mamíferos a partir do sêmen criopreservado e estocado por um ano. 19 

A exposição a baixas temperaturas pode alterar a composição lipídica do 20 

espermatozóide bem como a permeabilidade da membrana plasmática (Holt, 2000). 21 

Estas alterações, juntamente com as lesões estruturais causadas pelo processo de 22 
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congelação e descongelação auxiliam na diminuição dos níveis de fertilidade obtidos 23 

com sêmen congelado (Watson, 2000).  24 

As avaliações seminais buscam determinar a qualidade da amostra e sua 25 

correlação com a fertilidade. Desta forma, amostras que apresentem baixa motilidade e 26 

menor percentual de integridade de membranas, provavelmente não terão altas taxas de 27 

fertilidade. O contrário, porém, pode não ser verdadeiro. O fato de o sêmen apresentar 28 

alta motilidade e membranas plasmática e acrossomais intactas não são garantia de uma 29 

alta taxa de fertilidade, pois além da motilidade o espermatozóide deve estar apto a 30 

passar pelos processos de capacitação, reação do acrossomo e fecundação 31 

(Januskauskas et al., 2000). 32 

 33 

1.1. Membrana Plasmática 34 

A membrana plasmática (MP) é a estrutura que define os limites celulares e 35 

mantém as diferenças existentes entre o lado citosólico e o exterior, além de ser 36 

responsável pela interação com outras células e com substâncias encontradas no meio 37 

extracelular. Sua estrutura varia de acordo com o tipo de célula, porém, todas possuem 38 

em sua composição uma dupla camada que contém moléculas lipídicas e protéicas 39 

unidas por ligações não covalentes (Alberts et al., 2006). Possui uma espessura média 40 

de 50 Å com característica semipermeável (McIntosh, 1999). 41 

As principais classes lipídicas que fazem parte da membrana são os 42 

fosfolipídios (FFL), glicolipídeos e o colesterol. Essas moléculas arranjam-se formando 43 

uma dupla camada que não possui geometria fixa, demonstrando ser uma estrutura 44 

dotada de fluidez (Pratt e Cornely, 2006). Os componentes mais abundantes na 45 

bicamada lipídica são os FFL que possuem um grupamento polar (hidrofílico) composto 46 
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por um aminoácido, um fosfato e um glicerol ligado a dois ácidos graxos (AG), 47 

formando uma cauda dupla de hidrocarbonetos de característica hidrofóbica. Por esse 48 

motivo os lipídeos agregam-se direcionando as caudas para o interior da bicamada 49 

deixando a região polar voltada para os lados extracelular e citosólico (Alberts et al., 50 

2006). 51 

Os FFL mais encontrados na MP são a fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, 52 

fosfatidilcolina e esfingomielina. As moléculas maiores, em sua maioria, localizam-se 53 

no folheto externo da bicamada lipídica que fica em contato com o meio extracelular, 54 

dando o aspecto convexo à membrana plasmática (Pratt e Cornely, 2006).  55 

Quando a cauda dos FFL é formada por dois ácidos graxos saturados, tende a 56 

proporcionar maior rigidez e organização à MP. Uma maior flexibilidade pode ser 57 

obtida quando a cauda do FFL possui um ácido graxo monoinsaturado 58 

(monounsaturated fatty acid - MUFA) ou um ácido graxo poli-insaturado 59 

(poliunsaturated fatty acid – PUFA; Stillwell e Wassall, 2003). 60 

O colesterol pode ser encontrado em altas concentrações na membrana 61 

plasmática com valores superiores a 25 mol%, porém, nas membranas de organelas 62 

citoplasmáticas como as mitocôndrias essa concentração pode ser inferior a 5 mol% 63 

(McIntosh, 1999). Possui uma função estabilizadora da membrana (Mocé et al., 2010), 64 

evitando a formação da fase hexagonal do tipo II na membrana por FFL que apresentam 65 

essa tendência, como a fosfatidiletanolamina, e possui um efeito condensador na 66 

bicamada diminuindo a área ocupada por moléculas de lipídios no plano da membrana. 67 

Além disso, reduz a temperatura da fase de transição entre o estado líquido-cristalino e a 68 

fase gel da membrana, desta forma, moléculas que apresentam pontos de fusão mais 69 
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altos como a esfingomielina e alguns glicolipídios se apresentam em fase líquido-70 

cristalina na temperatura fisiológica com a presença do colesterol (McIntosh, 1999). 71 

Durante a vida do espermatozóide ocorrem mudanças tanto na forma quanto na 72 

composição da membrana plasmática. Na espermatogênese há a perda de várias 73 

organelas e de grande parte do citoplasma, bem como o remodelamento da cromatina 74 

nos estágios finais da espermiogênese, o que dá o formato característico da cabeça do 75 

espermatozóide. Durante a passagem pelo epidídimo ocorre a maturação da célula 76 

espermática que além de modificações estruturais, como a translocação e perda da gota 77 

citoplasmática, modifica também a composição lipídica e protéica das membranas 78 

(Varner e Johnson, 2011). 79 

 80 

1.2. Capacitação Espermática e Reação do Acrossomo 81 

O espermatozóide, logo após a ejaculação, não é capaz de realizar a fecundação 82 

e para que este fenômeno ocorra é necessário que haja uma maturação extra-epididimal 83 

chamada de capacitação espermática (Kątska-Książkiewicz, 2007), que termina com a 84 

reação do acrossomo, sendo estes processos os pré-requisitos necessários para a 85 

fecundação (Varner e Johnson, 2011). 86 

De acordo com a revisão de Kątska-Książkiewicz (2007) a capacitação 87 

espermática deve ser regulada para manter o potencial de fecundação do 88 

espermatozóide. Para isso, proteínas que atuam como “mensageiros” se ligam a 89 

receptores específicos na membrana plasmática, modulando a capacitação por meio do 90 

desencadeamento de reações intracelulares. Algumas moléculas como a angiotensina II, 91 

calcitonina e adenosina atuam como mensageiros primários, ligando-se a receptores A2A 92 

de membrana, que estimulam a capacitação. Por outro lado, os receptores A1 fazem a 93 
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inibição da capacitação através da ação das mesmas moléculas que se ligam aos 94 

receptores A2A, porém só estão disponíveis quando o espermatozóide já iniciou a 95 

capacitação. 96 

O espermatozóide capacitado apresenta um padrão de movimentação 97 

característico denominado motilidade hiperativada. Alguns fluorocromos tais como a 98 

merocianina 540, que através da citometria de fluxo conseguem identificar a 99 

desestabilização lipídica da membrana, ou a sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno que 100 

identifica a distribuição e a perda do colesterol da membrana espermática podem 101 

auxiliar na identificação do espermatozóide capacitado (Varner e Johnson, 2011). 102 

Devido à motilidade hiperativada o espermatozóide capacitado apresenta uma alta taxa 103 

metabólica (Yanagimachi, 1994). 104 

Dentre as modificações observadas na membrana durante a capacitação, 105 

Zeginiadou et al. (2000) citam em sua revisão que há aumento na fluidez da membrana 106 

espermática devido à reorganização dos antígenos de superfície e modificação na 107 

relação colesterol:fosfolipídios em função do efluxo do colesterol da membrana, que se 108 

liga, por exemplo, à albumina presente no trato genital feminino. A saída do colesterol 109 

provoca uma desestabilização da membrana, tornando o espermatozóide mais 110 

permeável aos íons HCO3
-
 e Ca

++
 que por sua vez também atuam no processo de 111 

capacitação (Varner e Johnson, 2011). 112 

Durante o processo de capacitação há inversão dos FFL entre os folhetos da 113 

membrana, expondo para o meio extracelular fosfolipídios que têm predileção pela 114 

camada citosólica como, por exemplo, a fosfatidiletanolamina. Esse processo facilita a 115 

remoção do colesterol (Flesch et al., 2001) e é ativado por uma enzima desorganizadora 116 

de fosfolipídios (phospholipid scramblase). A translocação fosfolipídica, apesar de ser 117 
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reversível em curto prazo (Harrison, 1996), pode também ser induzida pela congelação 118 

(Januskauskas et al., 2003). 119 

O acrossomo é uma vesícula localizada na extremidade anterior da cabeça do 120 

espermatozóide, possui duas membranas, acrossomal interna e externa, esta última 121 

recoberta pela membrana plasmática. A reação do acrossomo é caracterizada por um 122 

processo de exocitose irreversível que ocorre através dos orifícios que se formam entre 123 

os diversos pontos de fusão entre a membrana acrossomal externa e a membrana 124 

plasmática, o que permite a dispersão das enzimas necessárias à penetração da zona 125 

pelúcida para que ocorra a fecundação (Varner e Johnson, 2011). 126 

 127 

1.3. Colesterol e β-Sitosterol 128 

A distribuição do colesterol na membrana espermática não é uniforme, sendo 
129 

que na região acrossomal as concentrações são superiores à pós-acrossomal. Além 
130 

disso, o colesterol apresenta maior afinidade pelos fosfolipídios que contêm AG 
131 

saturados e menor afinidade por aqueles insaturados (Wassal e Stillwell, 2008). Essa 
132 

predileção forma domínios na membrana plasmática, responsáveis por modular alguns 
133 

eventos celulares, denominados de rafts que podem formar plataformas de interação 
134 

entre proteínas e lipídios (Pike, 2006). 
135 

Apesar do mecanismo de ação ainda não estar completamente esclarecido, a 136 

adição de colesterol ao sêmen parece minimizar os efeitos deletérios da congelação, 137 

aumentando a proporção colesterol:fosfolipídio bem como a tolerância osmótica, 138 

conferindo maior permeabilidade aos crioprotetores e aumento da longevidade do 139 

espermatozóide (Mocé et al., 2010). Ao fazer a adição de 1,5 mg de colesterol através 140 

do complexo de inclusão ciclodextrina a 120 x 10
6
 espermatozóides, Moore et al. (2005) 141 
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observaram o aumento de 2,5 vezes na concentração de colesterol na membrana e a 142 

proporção colesterol:fosfolipídios passou de 0,36 para aproximadamente 0,82-0,89, 143 

aproximando-se da proporção encontrada em espécies mais resistentes ao choque 144 

térmico, como humanos e coelhos. Nesse experimento os autores concluíram que a 145 

adição de colesterol ao sêmen de garanhão aumentou a resistência dos espermatozóides 146 

aos efeitos deletérios da criopreservação. Os resultados de Oliveira et al. (2010) também 147 

foram satisfatórios quanto à proteção da integridade física da membrana plasmática 148 

após a descongelação, porém os autores não observaram melhora na motilidade com a 149 

adição de 50 mg/ml do complexo colesterol-metil-β-ciclodextrina.  150 

Mesmo aumentando a qualidade do sêmen após a descongelação, a adição de 151 

colesterol parece diminuir os índices de fertilidade. Spizziri et al. (2010) não 152 

observaram diferença entre os índices de fertilidade ao comparar o controle com a 153 

adição de 1,5 mg de colesterol a 120 x 10
6
 espermatozóides. Porém, o grupo controle 154 

apresentou valores inferiores de motilidade e integridade de membrana, demonstrando 155 

que a melhora dessas variáveis in vitro podem não se refletir na fertilidade. Resultados 156 

similares foram obtidos por Zahn et al. (2002) que obtiveram valores superiores para 157 

motilidade e integridade de membranas ao adicionar 1,66 mg/ml do complexo 158 

colesterol-metil-β-ciclodextrina ao sêmen equino, porém com taxas de prenhez 159 

inferiores no grupo suplementado em relação ao grupo controle. 160 

O β-sitosterol é um análogo vegetal do colesterol e tem como uma de suas fontes 161 

a soja. A diferença entre as moléculas de colesterol e a de β-sitosterol se encontra no 162 

C24 da cadeia lateral, onde o esterol vegetal apresenta um radical etil (Figura 1). 163 

Semelhante ao colesterol, o β-sitosterol interage positivamente com fosfolipídios que 164 
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apresentam ácidos graxos saturados em sua composição e alteram a bicamada de 165 

maneira similar (Gallová et al., 2011). 166 

Em humanos a utilização do β-sitosterol mostrou resultados similares aos 167 

obtidos com a adição do complexo colesterol-metil-β-ciclodextrina, diminuindo as taxas 168 

de reação do acrossomo espontânea e induzida pela progesterona. A incorporação do β-169 

sitosterol à membrana espermática ocorreu sem a necessidade do complexo de inclusão 170 

(Khorasani et al., 2000).  171 

 172 

 173 

Figura 1. Fórmula estrutural do colesterol (a) e do β-sitosterol (b). Fonte: Gallová et al. (2011) 174 

 175 

 176 

1.4. Ácidos Graxos 177 

Os AG estão incluídos na família dos lipídeos que são moléculas insolúveis em 178 

água e solúveis em solventes orgânicos como acetona ou clorofórmio. Fazem parte 179 

desta categoria as ceras, esteróides, esfingolipídeos, triacilgliceróis e os FFL (Campbell 180 

e Farrell, 2007). 181 
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Os AG são moléculas anfipáticas, ou seja, possuem regiões quimicamente 182 

distintas, sendo uma hidrofílica e outra hidrofóbica (Alberts et al., 2006; Pratt e 183 

Cornely, 2006; Campbell e Farrell, 2007). Em uma das extremidades têm um grupo 184 

carboxila com característica polar, portanto, com afinidade pela água e ligado a ele está 185 

a cauda hidrocarbonada hidrofóbica, por conseguinte apolar e com afinidade por 186 

solventes orgânicos (Campbell e Farrell, 2007; Figura 2).  187 

Os AG são identificados pelo número de carbonos e duplas ligações presentes. 188 

Desta forma, um AG que possua 18 átomos de carbono em sua molécula e tenha 189 

somente uma dupla ligação será identificado como 18:1, o ácido oléico. No caso dos 190 

PUFAs a posição da primeira dupla ligação caracteriza o AG, iniciando a contagem a 191 

partir do grupo metil, situado na extremidade oposta do radical carboxila, sendo 192 

identificados pelo sistema ômega (n-3, n-6 e n-9; Campbell e Farrell, 2007).  193 

A B C ED

1 - Ácido Palmítico (16:0) 2 - Ácido Oleico (18:1)

 194 

Figura 2. 1 - Ácido Palmítico (16:0) A – Fórmula estrutural, B – Modelo esfera-bastão, C – 195 

Modelo de preenchimento estrutural. 2 - Ácido Oléico (18:1) D – Modelo de 196 

preenchimento estrutural, E – Fórmula estrutural. Fonte: Alberts et al. (2006) 197 

 198 

 199 
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1.5. Ácidos Graxos Insaturados (AGI) 200 

Os AGI apresentam dupla ligação em sua molécula. Se possuírem somente uma 201 

dupla ligação carbônica são denominados ácido graxos monoinsaturados e quando 202 

possuem duas ou mais duplas ligações são chamados de ácidos graxos poli-insaturados 203 

(Pratt e Cornely, 2006; Campbell e Farrell, 2007).  204 

Os PUFAs são considerados AG essenciais porque não são sintetizados pelos 205 

mamíferos, desta forma, sua obtenção é necessariamente feita através da dieta 206 

(Nakamura e Nara, 2003; Vaz et al., 2006; Simopoulos, 2011).  207 

Os PUFAs n-3 e n-6 diferem metabólica e fisiologicamente (Simapoulos, 208 

2010). Os mamíferos podem realizar a modificação estrutural dos PUFAs através de 209 

algumas enzimas como a delta-6 desaturase, delta-5 desaturase, enlogase e peroxisomal 210 

β-oxidação (Nakamura e Nara, 2003; Vaz et al., 2006). Essas enzimas podem 211 

transformar AG de cadeias mais simples como o ácido linoléico (18:2 n-6) e o ácido α-212 

linolênico (α-linolenic acid – ALA; 18:3 n-3; Figura 3) em PUFAs de cadeia muito 213 

longa como os ácidos docosapentaenóico (docosapentaenoic acid - DPA; 22:5 n-6) e 214 

docosahexaenóico (docosahexaenoic acid – DHA; 22:6 n-3). Apesar desse mecanismo 215 

de conversão do ALA em ácido eicosapentaenóico (eicosapentaenoic acid – EPA) e 216 

DHA, em mamíferos é pouco eficiente. Isso se dá devido à ação moderada de algumas 217 

enzimas que participam do processo, assim como à quantidade requerida pelo 218 

organismo, que aparentemente é inatingível por essa via (Sierra et al., 2008). Os AG 219 

podem ser eficazmente convertidos no fígado e nos testículos, e quando disponíveis na 220 

circulação, são incorporados pela membrana plasmática dos mamíferos (Retterstøl et al., 221 

2000). 222 



20 

 

 

Ômega 3 Ômega 6

Ácido α linolênico
18:3 n-3

Ácido octadecatetraenóico
18:4 n-3

Ácido eicosatetraenóico
20:4 n-3

Ácido docosapentaenóico
22:5 n-3

Ácido tetracosapentaenóico
24:5 n-3

Ácido tetracosahexaenóico
24:6 n-3

Ácido docosahexaenóico
22:6 n-3

Ácido  linoleico
18:2 n-6

Ácido γ-linolênico
18:3 n-6

Ácido
 dihomo-γ-linolênico 20:3 n-6

Ácido aracdônico
20:4 n-6

Ácido docosatetraenóico
22:4 n-6

Ácido tetracosatetraenóico
24:4 n-6

Ácido tetracosapentaenóico
24:5 n-3

Ácido eicosapentaenóico
20:5 n-3

Ácido docosapentaenóico
22:5  n-6

Delta-6 dessaturase

Enlongase

Delta-5 dessaturase

Enlongase

Enlongase

Delta-6 dessaturase

β - oxidação

 223 

Figura 3. Síntese dos ácidos graxos essenciais. Demonstra a ação das enzimas 224 

delta 6 e delta 5 desaturase, enlongase e peroxisomal β-oxidação no processo de 225 

incorporação de carbono e duplas ligações nos ácidos graxos poli-insaturados 226 

originados do ácido α-linolênico n-3 e do ácido linoléico n-6. Adaptado de: 227 

Nakamura e Nara (2003), Vaz et al. (2006) e Simopoulos (2011) 228 

 229 

 230 

Uma importância ímpar vem sendo dada à proporção endógena entre n-6:n-3. O 231 

nível primordial em seres humanos era de 1:1, porém, na atualidade são encontrados 232 

valores de 16:1 (Simopoulos, 2011) e até 30:1 (Blasbalg et al., 2011). A proporção n-233 

6:n-3 também pode ter efeitos sobre a fertilidade do macho. Existe diferença na 234 

composição dos AG de espermatozóides de homens que apresentam infertilidade 235 
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quando comparados àqueles com fertilidade normal, onde homens astenozoospérmicos 236 

e oligoastenoteratozoospérmicos tendem a apresentar níveis reduzidos de n-3 237 

(Safarinejad et al., 2010). 238 

Alguns autores testaram a adição de ácidos graxos ao sêmen de ovinos (Marti et 239 

al., 2008; Pérez-Pé et al., 2001) e bovinos (Takahashi et al., 2011). A melhora na 240 

resistência ao choque térmico pode ser observada com a adição do composto ácido 241 

oléico-linoléico (C18:1 n-9 e C18:2 n-6, respectivamente - AOL), conferindo maior 242 

motilidade e viabilidade após a descongelação do sêmen de carneiros (Marti et al., 243 

2008; Pérez-Pé et al., 2001). A adição de ácido linoléico ao diluidor de congelação de 244 

bovinos proporcionou uma melhora das variáveis seminais após a incubação por 30 245 

horas a 4°C (Takahashi et al., 2011). 246 

Com base no exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da 247 

adição do ácido oléico-linoléico (AOL), β-sitosterol (β-sit) e da associação AOL + β-sit, 248 

ao diluidor de congelação, sobre as variáveis espermáticas motilidade/vigor e 249 

integridade das membranas do espermatozóide de garanhões submetido à 250 

criopreservação. 251 

 252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 
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 379 

Resumo 380 

O presente experimento teve como objetivo avaliar os efeitos da adição, ao 381 

diluidor de congelação, do ácido oléico-linoléico (AOL), β-sitosterol (β-sit) e da 382 

associação AOL + β-sit, sobre as variáveis espermáticas motilidade/vigor e integridade 383 

das membranas plasmática e acrossomais (trypan blue/Giemsa), do ejaculado de 384 

garanhões (n=10) submetidos à criopreservação. As análises foram realizadas nos 385 

momentos pós-colheita, pós-incubação com os lipídios e pós-descongelação, de acordo 386 

com os tratamentos experimentais: C - grupo controle; A1 e A2 - AOL nas 387 

concentrações de 37 µM e 74 µM; B1 e B2 - β-sit nas concentrações de 1 µg/ml e 2 388 

µg/ml; AB1 e AB2 - AOL 37 µM + β-sit 1 µg/ml e AOL 74 µM + β-sit 2 µg/ml, 389 

respectivamente. Os dados foram submetidos à análise de variância, através do 390 

procedimento GLM do SAS, sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de 391 

Duncan considerando 5% de significância. Os valores das variáveis avaliadas pós-392 

descongelação diferiram significativamente daqueles obtidos pós-colheita e pós-393 

incubação. Não foi observada diferença significativa entre os tratamentos quando as 394 

variáveis foram comparadas dentro do mesmo momento. Conclui-se que nas 395 

concentrações testadas, os lipídios não conferiram maior crioresistência ao 396 

espermatozóide equino, portanto não foram efetivos em preservar a integridade 397 

estrutural das membranas plasmática e acrossomais pós-descongelação. 398 

mailto:carmem.zuccari@ufms.br


28 

 

 

Palavras-chave: ácido oléico-linoléico; β-sitosterol; equino; espermatozóide 399 

 400 

Addition of lipids to the freezing extender of stallion semen 401 

 402 

Abstract 403 

The present work aimed to evaluate the effects of the addition of oleic-linoleic 404 

acid (OLA), β-sitosterol (β-sit) and the association OLA + β-sit AOL to the freezing 405 

extender in motility/vigor and integrity of plasma and acrosome membranes (trypan 406 

blue / Giemsa), of stallion ejaculate (n = 10) underwent cryopreservation. Analyses 407 

were performed at times post-collecting, post-incubation with lipids and post-thawing, 408 

according to the experimental treatments: C - control group, A1 and A2 - AOL at 409 

concentrations of 37 µM and 74 µM, B1 and B2 - β-sitosterol at concentrations of 1 410 

µg/ml and 2 µg/ml, AB1 and AB2 - AOL + 37 µM β-sitosterol 1 µg/ml and AOL 74 411 

µM β-sitosterol + 2 µg/ml, respectively. The data were subjected to analysis of 412 

variance, using the GLM procedure of SAS, and the treatment means compared by 413 

Duncan test at 5% significance level. The variables evaluated post-thawing differed 414 

significantly compared to the measured post-collecting and post-incubation. There was 415 

no significant difference between treatments when the variables were compared within 416 

the same time. It is concluded that the concentrations tested, the lipids did not confer 417 

greater crioresistance to the stallion spermatozoa, therefore have not been effective in 418 

preserving the structural integrity of plasmatic and acrosomal membranes post-thaw. 419 

 420 

 421 

Keywords: β-sitosterol; equine; oleic-linoleic acid; spermatozoa 422 
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Introdução 423 

 424 

A criopreservação da célula espermática é uma biotecnologia que vem sendo 425 

utilizada desde 1949, quando Polge, acidentalmente, descobriu as características 426 

crioprotetoras do glicerol (Curry, 2000). O uso dessa biotécnica traz inúmeros 427 

benefícios para o melhoramento de rebanhos, já que é possível aproveitar o potencial 428 

reprodutivo de animais geneticamente superiores, bem como fazer o armazenamento e o 429 

transporte desse material por longas distâncias. 430 

Apesar desses benefícios o ciclo congelação/descongelação submete os 431 

espermatozóides a condições que podem acarretar o decréscimo de até 50% de sua 432 

viabilidade (Watson, 2000). Em geral, as lesões na membrana plasmática são causadas 433 

por alterações no volume celular, além de danos resultantes dos estresses térmico, 434 

osmótico e tóxico (Giraud et al., 2000). 435 

O grau de fluidez das membranas espermáticas tem efeito sobre seu 436 

comportamento diante da criopreservação, sendo que membranas mais rígidas levam a 437 

alterações na permeabilidade e tornam-se mais sensíveis ao estresse osmótico, enquanto 438 

que membranas mais flexíveis deixam o espermatozóide mais resistente aos processos 439 

de congelação e descongelação. O grau de fluidez da membrana é influenciado por sua 440 

composição lipídica, comprimento e grau de insaturação dos ácidos graxos, pela 441 

quantidade de colesterol e pela relação colesterol:fosfolipídios (Giraud et al., 2000). 442 

O colesterol tem participação importante nos fenômenos relacionados à 443 

capacitação espermática (Lane et al., 1999). Quando o espermatozóide está na fase de 444 

capacitação há uma diminuição da concentração de colesterol no plano da membrana 445 

plasmática, devido à sua remoção pela albumina presente no trato genital feminino. Esse 446 
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efluxo do colesterol causa uma desestabilização da membrana e precede a reação do 447 

acrossomo, que é a fusão da membrana plasmática com a membrana acrossomal externa 448 

(Yanagimachi, 1994). O processo de criopreservação pode aumentar o número de 449 

células capacitadas precocemente, bem como o número de espermatozóides com reação 450 

do acrossomo antes do momento da fecundação, resultando em um decréscimo dos 451 

índices de fertilidade (Cormier et al., 1997). 452 

Durante o processo de capacitação há inversão dos fosfolipídios entre os folhetos 453 

da bicamada lipídica, expondo para o meio extracelular aqueles que têm predileção pela 454 

camada citosólica como, por exemplo, a fosfatidiletanolamina. Esse processo facilita a 455 

remoção do colesterol (Flesch e Gadella, 2000) e apesar de ser reversível em curto 456 

prazo (Harrison, 1996), pode também ser induzida pela congelação (Januskauskas et al., 457 

2003). 458 

A adição de alguns lipídios parece ser benéfica ao espermatozóide, conferindo 459 

maior proteção durante o processo de criopreservação. A melhora na congelabilidade 460 

pode ser observada com a adição do composto ácido oléico-linoléico (C18:1 n-9 e 461 

C18:2 n-9, respectivamente - AOL) conferindo maior motilidade e viabilidade após a 462 

descongelação do sêmen de carneiros (Pérez-Pé et al., 2001; Marti et al., 2008). 463 

O uso do colesterol aumenta a proporção colesterol:fosfolipídio bem como a 464 

tolerância osmótica, conferindo maior permeabilidade aos crioprotetores e aumento da 465 

longevidade do espermatozóide (Mocé et al., 2010). A utilização de um análogo vegetal 466 

do colesterol (β-sitosterol) mostrou efeitos similares ao do colesterol na congelação de 467 

sêmen humano, sem a necessidade do complexo de inclusão para incorporação na 468 

membrana espermática (Khorasani et al., 2000). 469 
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O estudo teve por objetivo avaliar o efeito da adição dos lipídios sobre a 470 

crioresistência, ácido oléico-linoléico e β-sitosterol, no diluente de congelação, sobre a 471 

integridade das membranas plasmática e acrossomais do espermatozóide equino 472 

submetido à criopreservação.  473 

 474 

 475 

Material e Métodos 476 

 477 

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia da Reprodução 478 

Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de 479 

Mato Grosso do Sul. Foram utilizados dez garanhões adultos de fertilidade conhecida, 480 

das raças Quarto de Milha (n=8) e Paint Horse (n=2), com idades entre 7 e 20 anos, 481 

submetidos ao manejo adotado pelos haras a que pertencem. A colheita de sêmen foi 482 

realizada em manequim, com vagina artificial Modelo Botucatu
®
 (Botupharma 483 

Biotecnologia Animal), sendo colhido um ejaculado de cada garanhão.  484 

Após a colheita do sêmen e avaliação das características seminais, o ejaculado 485 

foi diluído em meio de centrifugação a base de leite desnatado (Botu-sêmen
®

; 486 

Botupharma Biotecnologia Animal), a uma concentração de 50 x 10
6 

células / ml, 487 

refrigerado à 15ºC no container modelo Equi Sêmen
®
, durante seu transporte até o 488 

laboratório, em intervalo máximo de uma hora após a colheita. A seguir o sêmen diluído 489 

foi centrifugado a 600 G / 13 min., o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido 490 

com diluente a base de gema de ovo (Botucrio
®
; Botupharma Biotecnologia Animal), a 491 

uma concentração de 200 x 10
6 
células / ml.  492 
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O volume final foi fracionado em sete alíquotas contendo 500 x 10
6
 493 

espermatozóides, às quais foram adicionados os lipídios, sendo constituídos os 494 

seguintes tratamentos: C - grupo controle; A1 e A2 - AOL nas concentrações de 37 µM 495 

e 74 µM; B1 e B2 - β-sit nas concentrações de 1 µg/ml e 2 µg/ml; AB1 e AB2 - AOL 37 496 

µM + β-sit 1 µg/ml e AOL 74 µM + β-sit 2 µg/ml, respectivamente. Após a adição dos 497 

lipídios as alíquotas de sêmen foram incubadas a 32°C por 15 minutos. 498 

Depois do período de incubação foi realizado o envase em palhetas de 0,5 ml, 499 

contendo 100 x 10
6
 espermatozóides. As palhetas foram submetidas à refrigeração a 500 

5°C por 20 minutos, a seguir mantidas no vapor de nitrogênio por 20 minutos e então 501 

mergulhadas no nitrogênio líquido. A avaliação das variáveis seminais no momento 502 

pós-descongelação foi realizada após descongelação a 38ºC / 30 seg. 503 

As análises das variáveis seminais foram realizadas em três momentos: pós-504 

colheita (PC), pós-incubação com os lipídios (PI) e pós-descongelação (PD).  505 

A concentração foi estimada usando-se uma taxa de diluição de 1:100, em 506 

Câmara de Neubauer. Após a colheita do sêmen realizou-se a contagem do número de 507 

espermatozóides, sob microscopia de campo claro, com objetiva de 40x, sendo os 508 

valores expressos em x 10
6
/ml.  509 

A avaliação da motilidade e vigor foi feita depositando-se 10 µl de sêmen entre 510 

lâmina e lamínula, sob microscopia de campo claro, com objetivas de 10 e 40x. O 511 

resultado foi expresso em percentagem conforme a proporção total de espermatozóides 512 

móveis e o vigor segundo escala padronizada de zero a cinco (0-5). 513 

O status acrossomal foi avaliado empregando-se a técnica de dupla coloração 514 

(trypan blue/Giemsa – TBG) descrita por Didion et al. (1989). Foram armazenados 50 515 

µl de trypan blue 0,4% (Sigma Aldrich do Brasil) com 50 µl de sêmen em tubo tipo 516 
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eppendorf e, após incubação em banho-maria (MD 100 – Fanem) a 37
◦
C por 15 517 

minutos, foram confeccionados os esfregaços, com a secagem das lâminas feita sobre 518 

placa aquecedora a 37
◦
C. Após fixar em metanol por 5 minutos e estarem secas as 519 

lâminas foram imersas em solução de Giemsa overnight. A solução corante de Giemsa 520 

foi preparada em cubeta plástica com 27 ml de água deionizada acrescida de 3 ml da 521 

solução estoque de Giemsa (Merck). Em seguida, as lâminas foram lavadas com água 522 

deionizada, secas e avaliadas ao microscópio de campo claro (Zeiss), sob imersão. Os 523 

espermatozóides foram classificados como: vivos (V) – acrossomo corado em roxo ou 524 

rosa pelo Giemsa e região pós acrossomal não corada; mortos (M) – corados em azul 525 

pelo trypan blue na região pós-acrossomal e acrossomo corado em roxo ou rosa pelo 526 

Giemsa; reação do acrossomo verdadeira (RAV) – acrossomo e região pós-acrossomal 527 

não coradas e; reação do acrossomo falsa (RAF) – acrossomo não corado e região pós-528 

acrossomal corada em azul. 529 

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas considerando a 530 

adição de AOL e β-sitosterol em suas diferentes concentrações como tratamento e os 531 

momentos de avaliação como subparcelas. Para comparar as variáveis dependentes 532 

(motilidade, integridade das membranas plasmática e acrossomais) foi usada a análise 533 

de variância, pelo procedimento GLM do Programa Estatístico SAS (2001), 534 

considerando os efeitos fixos de tratamento (C, A1, A2, B1, B2, AB1 e AB2) e 535 

momentos de avaliação (PC, PI e PD). As médias foram comparadas pelo teste de 536 

Duncan, em nível de 5% de significância. As variáveis foram transformadas em arco 537 

seno (x/100) de acordo com o sugerido por Sampaio (1998). 538 

 539 

 540 
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Resultados e Discussão 541 

 542 

Os resultados obtidos para as variáveis motilidade e vigor pós-colheita foram 543 

79,0 ± 3,2% e 4,0 ± 0,0, respectivamente. Os valores pós-colheita diferiram (p < 544 

0,0001) daqueles observados pós-descongelação, para todos os tratamentos. Houve 545 

diferença significativa entre os momentos pós-incubação e pós-descongelação, contudo 546 

dentro de cada um desses momentos, as variáveis foram similares entre os tratamentos 547 

(Tabela 1). 548 

 549 

Tabela 1. Valores médios (± desvio padrão) de motilidade e vigor do sêmen equino 550 

(n=10) após incubação com lipídios a 32°C / 15 minutos e pós-551 

descongelação  552 

Trat* 

 Variáveis / Momentos** 

Motilidade (%)  Vigor (0 – 5) 

PI PD  PI PD 

C 78,0 ± 4,2
 a*** 54,0 ± 17,1

 b  4,1 ± 0,6
 a 2,9 ± 0,7

 b 

A1 83,0 ± 6,7 
a  60,0 ± 15,6 

b  4,0 ± 0,5
 a 3,0 ± 0,7

 b 

A2 82,0 ± 6,3
 a 64,0 ± 13,5

 b  4,1 ± 0,3
 a 3,1 ± 0,7

 b 

B1 83,0 ± 6,7
 a 61,0 ± 14,5

 b  4,3 ± 0,7
 a 2,9 ± 0,9

 b 

B2 79,0 ± 3,2
 a
  59,0 ± 15,2

 b  4,3 ± 0,8
 a 3,2 ± 0,6

 b 

AB1 87,0 ± 6,7
 a
  64,0 ± 11,7

 b  4,4 ± 0,5
 a 3,1 ± 0,6

 b 

AB2 83,0 ± 4,8
 a
  55,0 ± 15,1

 b  4,3 ± 0,5
 a 3,0 ± 0,8

 b 

* Tratamentos: C = controle; A1 = ácido oléico-linoléico 37 µM; A2 = ácido oléico-linoléico 74 µM; B1 553 
= β-sitosterol 1 µg/ml; B2 = β-sitosterol 2 µg/ml; AB1 = ácido oléico-linoléico 37 µM + β-sitosterol 1 554 
µg/ml; AB2 = ácido oléico-linoléico 74 µM + β-sitosterol 2 µg/ml  555 
** PI = Pós-incubação; PD = Pós-descongelação 556 
*** Letras minúsculas diferentes na linha indicam diferença significativa entre médias para a mesma 557 
variável pelo teste de Tukey (p<0,05) 558 
(p>0,05) entre tratamentos dentro de cada momento  559 
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Trabalhos que utilizam a adição de lipídios ao sêmen equino ainda são bastante 560 

escassos, portanto a discussão será feita com dados relativos a diferentes espécies ou 561 

lipídios similares aos aqui utilizados.  562 

Os resultados deste trabalho diferiram dos relatados por Takahashi et al. (2011), 563 

que avaliaram a adição de ácido linoléico ao diluidor de congelação, testando touros que 564 

apresentavam sêmen de baixa congelabilidade. Os autores não observaram após a 565 

descongelação diferença entre o controle e o grupo submetido ao período curto de 566 

incubação (4 h a 4°C) com ácido linoleico (18:2 n-6), porém obtiveram valores 567 

superiores para a motilidade progressiva após o período de incubação de 30 h a 4°C, 568 

levando-os a supor que essa melhora foi devida à incorporação do ácido linoléico na 569 

bicamada lipídica, conferindo maior fluidez a membrana e melhorando, desta forma, a 570 

crioresistência seminal. O período de refrigeração utilizado no presente trabalho foi de 571 

20 minutos, que mesmo somados aos 15 minutos de incubação a 32°C, pode ter sido um 572 

fator limitante à incorporação dos ácidos graxos testados na membrana.  573 

Ao comparar diluidores a base de gema ovo e de leite e gema de ovo, Salazar et 574 

al. (2011) concluíram que uma taxa de resfriamento lenta (de 22 a 10°C -0,3°C/min e de 575 

10 a 4°C -0,2ºC/h) por aproximadamente 70 minutos combinada ao diluidor a base de 576 

gema de ovo proporcionou melhores resultados à descongelação do sêmen equino, 577 

apesar do resfriamento lento também ter melhorado as variáveis seminais com o 578 

diluidor a base de leite e gema de ovo. Os autores suspeitam que tenha ocorrido uma 579 

interação entre os lipídios da gema de ovo e a bicamada da membrana espermática e que 580 

essa associação pode ser melhorada através do uso de emulsificadores. Desta forma, ao 581 

se aumentar de 20 para 70 minutos o período de refrigeração pré-congelação, é possível 582 
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supor que possa haver uma maior associação entre os lipídios adicionados e a 583 

membrana plasmática.  584 

Os protocolos de congelação são diferentes entre as espécies equina e bovina, 585 

principalmente quanto ao período de equilíbrio adotado, sendo preconizado um período 586 

de 4 horas a 5°C para bovinos (Foote e Kaproth., 2002; Thun et al., 2002). Para equinos 587 

esse período pode ser variável, e à comparação entre 20 minutos ou 24 horas sob 588 

refrigeração, não houve diferença para as variáveis espermáticas motilidade, viabilidade 589 

de membrana e taxa de prenhez (Melo et al., 2005). Outra diferença encontra-se na 590 

proporção colesterol:fosfolipídios da membrana plasmática do espermatozóide, que em  591 

equinos é de 0,36, valor superior ao encontrado no sêmen de suínos, porém inferior ao 592 

de bovinos (Amann e Graham, 2011). Essas espécies tem o ejaculado  mais susceptível 593 

ao choque térmico, quando submetidas às baixas temperaturas, que espécies que 594 

possuem maiores taxas de colesterol na membrana, como humanos e coelhos (Mocé et 595 

al., 2011). 596 

Pesquisadores testaram os efeitos da adição do colesterol, associado ao 597 

complexo de inclusão ciclodextrina, ao sêmen de touros (Purdy e Graham, 2004) e 598 

garanhões (Moore et al., 2005). Nos equinos Moore et al. (2005) observaram uma 599 

modificação na proporção colesterol:fosfolipídios do espermatozóide, fato este que pode 600 

ter auxiliado na estabilização da membrana. O aumento da estabilidade promove maior 601 

proteção contra os efeitos deletérios da congelação e descongelação (Mocé et al., 2010). 602 

Spizziri et al. (2009) encontraram melhora na motilidade progressiva do sêmen equino 603 

ao adicionar colesterol ligado à ciclodextrina ao diluidor de centrifugação, porém 604 

Oliveira et al. (2010) não observaram melhora da motilidade após a descongelação ao se 605 

fazer a adição de colesterol ao sêmen de garanhões. Neste estudo, a adição do análogo 606 
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vegetal do colesterol, isoladamente ou em associação com AOL, não resultou em 607 

diferença significativa das variáveis motilidade e vigor, para nenhum dos tratamentos, 608 

dentro dos momentos PI ou PD.  609 

Os percentuais médios obtidos à análise da viabilidade espermática e status 610 

acrossomal após a colheita do sêmen para as classes de vivos, mortos, reações do 611 

acrossomo verdadeira e falsa foram: 71,3 ± 10,0; 22,6 ± 9,6; 1,8 ± 1,4 e 4,4 ± 2,1, 612 

respectivamente. Não houve diferença (p>0,05) entre tratamentos no momento PI, bem 613 

como entre os momentos PC e PI. 614 

À análise da viabilidade espermática e status acrossomal, após a descongelação, 615 

não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos. O momento PD 616 

diferiu significativamente do PI para as variáveis vivos (p < 0,0001), mortos (p < 617 

0,0001) e espermatozóides com reação do acrossomo falsa (p < 0,0005). Para a variável 618 

reação do acrossomo verdadeira não foram observadas diferenças significativas entre os 619 

momentos (Tabela 2). Os resultados obtidos diferiram dos relatados por Pérez-Pé et al. 620 

(2001), que testaram diferentes concentrações de AOL no sêmen ovino buscando 621 

proteger as células espermáticas dos efeitos do choque térmico. Os autores concluíram 622 

que o AOL na concentração de 37 µM resultou em um número maior de células viáveis 623 

após a incubação e que concentrações menores conferiram baixa proteção às células. A 624 

concentração de 74 µM apresentou resultados inferiores àqueles obtidos no tratamento 625 

com 37 µM. No presente trabalho foi testada a adição das duas concentrações de AOL 626 

que proporcionaram maior proteção aos efeitos deletérios do choque térmico no sêmen 627 

de ovinos (37 e 74 µM), porém não foi observado efeito benéfico dessa adição no 628 

sêmen de equinos. 629 

 630 
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 631 

 632 

 633 

 634 

 635 

 636 

Tabela 2. Valores médios (± desvio padrão) de integridade das membranas plasmática e acrossomais do sêmen equino fresco (n = 10), pela 637 

técnica de dupla coloração trypan blue/Giemsa, após incubação com lipídios a 32°C / 15 minutos e pós-descongelação  638 

Trat* 

Variáveis / Momentos** 

Vivos  Mortos  Reação do acrossomo verdadeira  Reação do acrossomo falsa  

PI PD  PI PD  PI PD  PI PD 

C 71,1 ± 11,7 a*** 36,5 ± 11,2
 b
  22,9 ± 9,6 a 56,0 ± 10,5

 b
  1,7 ± 1,3 a 2,6 ± 2,0

 a
  4,2 ± 2,7 a 4,8 ± 1,6

 b
 

A1 73,8 ± 13,2 a 37,8 ± 12,4
 b
  20,5 ± 10,5 a 53,1 ± 10,4

 b
  1,9 ± 0,9 a 2,7 ± 2,0

 a
  3,7 ± 3,0 a 6,3 ± 2,3

 b
 

A2 72,4 ± 14,0 a  40,6 ± 12,7
 b
  21,4 ± 11,2 a 49,8 ± 9,6

 b
  1,6 ± 0,7 a 3,0 ± 2,5

 a
  4,4 ± 3,7 a 6,5 ± 4,6

 b
 

B1 73,8 ± 11,5 a 41,2 ± 9,9
 b
  21,8 ± 10,2 a 51,4 ± 9,3

 b
  1,4 ± 1,2 a 1,8 ± 1,1

 a
  2,9 ± 2,5 a 5,5 ± 2,5

 b
 

B2 69,9 ± 12,8 a 44,6 ± 15,3
 b
  24,5 ± 10,6 a 49,3 ± 14,9

 b
  1,8 ± 1,2 a 1,0 ± 0,7

 a
  3,7 ± 2,7 a 5,1 ± 2,1

 b
 

AB1 71,6 ± 9,3 a 44,3 ± 12,7
 b
  23,2 ± 7,9 a 47,5 ± 10,9

 b
  1,6 ± 1,4 a 2,0 ± 2,2

 a
  3,5 ± 2,3 a 6,2 ± 2,7

 b
 

AB2 70,1 ± 11,8 a 42,6 ± 12,2
 b
  23,6 ± 9,4 a 49,4 ± 10,0

 b
  2,1 ± 0,9 a 1,9 ± 1,2

 a
  4,1 ± 2,6 a 6,0 ± 3,0

 b
 

* Tratamentos: C = controle; A1 = ácido oléico-linoléico 37 µM; A2 = ácido oléico-linoléico 74 µM; B1 = β-sitosterol 1 µg/ml; B2 = β-sitosterol 2 µg/ml; AB1 = ácido 639 
oléico-linoléico 37 µM + β-sitosterol 1 µg/ml; AB2 = ácido oléico-linoléico 74 µM + β-sitosterol 2 µg/ml 640 
** PI = Pós-incubação; PD = Pós-descongelação 641 
*** Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença significativa entre médias da mesma variável, nos momentos pós-incubação e pós-descongelação, pelo 642 
teste de Tukey (p<0,05) 643 
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A alta quantidade de AG saturados na membrana está relacionada à baixa qualidade 644 

seminal, enquanto que maiores proporções de PUFAs estão correlacionadas positivamente 645 

com a proporção de espermatozóides com a membrana íntegra. Através do conhecimento do 646 

perfil lipídico do espermatozóide é possível observar as alterações nas quantidades de AG de 647 

membrana e fazer a adição de AG ou a suplementação na dieta visando melhorar o 648 

desempenho reprodutivo de garanhões que possuam baixa congelabilidade devido a alterações 649 

no perfil lipídico da membrana do espermatozóide (Garcia et al., 2011). Os garanhões usados 650 

neste experimento possuíam boa congelabilidade, fator este que pode ser um dos responsáveis 651 

pela não observação de diferença significativa entre os tratamentos. 652 

Além dos efeitos benéficos observados na motilidade/vigor e viabilidade espermática 653 

com a adição de colesterol ao sêmen de bovinos, ovinos e equinos, o uso desse lipídio 654 

aumenta a resistência osmótica do espermatozóide de garanhões e a permeabilidade da 655 

membrana à água e crioprotetores, fatos estes que podem contribuir para a estabilização da 656 

membrana, aumentando a congelabilidade (Glazar et al., 2009). Awad (2011) concluiu em seu 657 

trabalho que a adição de colesterol ao diluidor de congelação com concentração de glicerol 658 

inferior à recomendada (3%) resultou em valores superiores de viabilidade espermática e 659 

motilidade do sêmen de ovinos em comparação ao grupo controle contendo a concentração de 660 

glicerol recomendada para a espécie (6%), reduzindo dessa forma os efeitos tóxicos do 661 

glicerol. 662 

Em revisão de literatura abordando a adição do colesterol na criopreservação do 663 

sêmen, Mocé et al. (2010) citam que o uso do colesterol pode provocar diminuição na taxa de 664 

reação do acrossomo, provavelmente sendo necessário um tempo maior no trato reprodutivo 665 

feminino para que este fenômeno ocorra, reduzindo, consequentemente, as taxas de 666 

fertilidade. Os autores compilaram alguns dados de diversas espécies e observaram que na 667 

maioria delas há uma melhora nas variáveis seminais, inclusive em testes de fertilidade in 668 
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vitro, porém no trabalho de Zahn et al. (2002) os resultados de fertilidade in vivo foram 669 

inferiores ao se utilizar sêmen congelado de garanhão acrescido do complexo colesterol-metil-670 

β-ciclodextrina quando comparado com o sêmen não tratado. A adição do análogo vegetal do 671 

colesterol não alterou a taxa de espermatozóides apresentando reação do acrossomo 672 

verdadeira ou falsa após a congelação do sêmen de equinos nas doses testadas neste trabalho. 673 

Em humanos a utilização do β-sitosterol mostrou resultados similares aos obtidos com 674 

a adição do complexo colesterol-metil-β-ciclodextrina, diminuindo as taxas de reação do 675 

acrossomo espontânea e induzida pela progesterona. O grau de inibição da reação acrossomal 676 

com o uso do β-sitosterol foi dose dependente, mostrando cerca de 50% de inibição com a 677 

concentração de 0,2 µg/ml e quase que inibição total com 0,5 µg/ml (Khorasani et al., 2000). 678 

Os autores demonstraram que a ação inibitória desses lipídios provavelmente é regulada por 679 

receptores e mediadores específicos que alteram a rigidez da membrana plasmática de 680 

maneira similar, evitando a interação entre a progesterona e seus receptores de forma não 681 

competitiva. Ao comparar a interação do colesterol e do β-sitosterol com a fosfatidilcolina, 682 

Gallová et al. (2011) concluíram que o comportamento de ambos os lipídios é semelhante em 683 

relação à incorporação geral na bicamada fosfolipídica, porém em altas concentrações (acima 684 

de 41 mol%) a incorporação do β-sitosterol é prejudicada. Os autores também descreveram 685 

que tanto o colesterol como o β-sitosterol se encontram na região hidrofóbica da bicamada 686 

lipídica e que o colesterol promove maior rigidez de membrana em concentrações acima de 687 

33 mol%. 688 

Estudos que utilizam a adição de análogos vegetais do colesterol ainda são muito 689 

escassos e os efeitos da adição desses lipídios ao sêmen e sua incorporação à membrana 690 

espermática ainda permanecem obscuros e podem servir como alternativas para a modificação 691 

do padrão lipídico dessas células. 692 

 693 
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 694 

Conclusão 695 

 696 

Nas concentrações testadas o ácido oléico-linoléico e β-sitosterol não aumentaram a 697 

resistência do espermatozóide equino ao processo de criopreservação, sendo ineficazes em 698 

conferir maior proteção à integridade estrutural das membranas plasmática e acrossomais. 699 

Pesquisas são necessárias para testar diferentes períodos de incubação do ejaculado com os 700 

lipídios e os efeitos destes no sêmen de garanhões de baixa congelabilidade. 701 

 702 

 703 

 704 

 705 

 706 

 707 

 708 

 709 

 710 

 711 

 712 

 713 

 714 

 715 

 716 

 717 

 718 
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