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Resumo 

 
O sêmen é uma suspensão composta por plasma seminal e espermatozoides, os quais apresentam 

tempo de sobrevivência limitado pós-ejaculação. Com o intuito de aumentar a longevidade deste material 
biológico, a biotecnologia oportuniza a produção de diluidores para maximizar o uso de um ejaculado em 
várias fêmeas diferentes, seja imediatamente após colheita e diluição ou dias e até mesmo anos após sua 
colheita, desde que submetidos à criopreservação. Para este feito, os princípios da elaboração de um diluidor 
devem ser embasados no entendimento da fisiologia espermática e de como minimizar os efeitos deletérios 
da variação de temperatura sobre a integridade e função do espermatozoide. Entendido os princípios, as 
etapas compreendem a sucessão de combinações entre os componentes do diluidor e os testes para 
determinar a capacidade de proteção à célula e a manutenção da função do espermatozoide após o processo 
de criopreservação. Assim, esta revisão pretende fundamentar os princípios básicos na elaboração de um 
diluidor e como este produto pode ter competitividade no mercado. 
 
Palavras-chave: biotecnologia, criopreservação, diluente seminal.  

 
Abstract  

 
Semen is a suspension composed of seminal plasma and sperm, which have a limited survival time 

post-ejaculation. In order to increase the longevity of this biological material, biotechnology provides the 
opportunity for the production of extenders to maximize the use of an ejaculate in several different females, 
either immediately after collection and dilution or days and even years after collection, as long as they are 
subjected to cryopreservation. To achieve this, the principles of creating an extender must be based on an 
understanding of sperm physiology and how to minimize the harmful effects of temperature variation on 
the integrity and function of sperm. Once the principles are understood, the steps include the succession of 
combinations between the components of the extender and tests to determine the capacity to protect the cell 
and the maintenance of sperm function after the cryopreservation process. Therefore, this review aims to 
substantiate the basic principles in the development of a diluent and how this product can be competitive 
in the market. 
 
Keywords: biotechnology, cryopreservation, seminal extender. 

 
Introdução 

 
 A criopreservação é uma biotécnica que permite a conservação de material biológico para uso 

posterior. Esta conservação pode ser em curto período de tempo, com o intuito de preservar as 
características do material durante o seu transporte até a sua utilização, ou por períodos prolongados, sem 
data determinada para a sua aplicação. Nesta condição, os meios de preservação devem ofertar condições 
de sobrevivência à célula ou tecido submetidos ao processo de criopreservação. 

 O espermatozoide é uma célula altamente especializada que, em contato com o plasma seminal, 
passa por mudanças estruturais e em condições de monta natural é depositado no trato reprodutor feminino 
sem a exposição à luz, elevada tensão de oxigênio, flutuações de temperatura ou qualquer outra 
manipulação promovida pelas biotécnicas, que expõem à célula a todas estas variações previamente 
listadas. 

 É sabido que o processo de refrigeração apenas reduz o metabolismo celular, porém ainda há 
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consumo energético e excreção celular; na congelação, a célula interrompe a sua atividade biológica, 
entretanto, no reaquecimento, há o restabelecimento das funções celulares e consequente reorganização dos 
componentes das membranas, influxo de fluidos e sinalização iônica para retorno à atividade celular. 

 Em complemento, deve-se considerar a variável espécie na preservação de sêmen animal. A 
composição da membrana plasmática, por exemplo, é diversificada entre as espécies de interesse comercial 
e não há uma formulação de diluidor que seja considerada universal para uso comercial.  

 Neste contexto, considerando as variações de temperatura, além do parâmetro fisiológico para o 
espermatozoide, é possível combinar componentes que ofertem à célula espermática os requerimentos 
necessários à sua sobrevivência por períodos prolongados?  

 Desta forma, o objetivo deste estudo é apresentar uma revisão que relacione as necessidades da 
célula espermática, durante os processos de diluição, refrigeração e congelação, com a elaboração de 
diluidores seminais para uso comercial. 

 
Composição de um diluidor seminal 

 
 Diluidores seminais são constituídos por água, tampões, substâncias não iônicas, açúcares, 

diferentes tipos de macromoléculas e antibióticos. Destes, o componente em maior quantidade é a água.  
A água é considerada espermicida para mamíferos, uma vez que reduz a pressão osmótica gerada 

pelos componentes do plasma seminal e promove o rompimento da membrana plasmática, inviabilizando 
o espermatozoide para a fecundação (Maia, 2010). Entretanto, na elaboração de um diluidor, a água é o 
solvente para os demais componentes, os quais modificam a osmolaridade inicial da água, ajustando à 
osmolaridade do espermatozoide, que varia entre 280 e 350 mOsm, a depender da espécie. 

Este ajuste é necessário, uma vez que, ao aumentar a osmolaridade pós-ejaculação, maior a 
proporção de espermatozoides em processo de capacitação (Lavanya et al., 2021). Não menos importante, 
a água utilizada na feitura do diluidor deve ser livre de contaminantes, inicialmente deionizada, para 
remoção de eletrólitos que possam comprometer a interação do espermatozoide com o diluidor e 
posteriormente destilada, para remoção de microrganismos. 

 Ao observar os processos de diluição, refrigeração, congelação e descongelação de 
espermatozoides, é possível identificar que ocorrem alterações na estrutura e na função celular, que 
comprometem o objetivo final, que é a fertilização. É sabido que a redução da temperatura promove uma 
reorganização das membranas biológicas (Shi et al., 2014), com a migração de componentes e agregação 
de outros, modificando a sinalização celular. Em espermatozoides de carneiros, por exemplo, a congelação 
e descongelação diminuem a atividade dos canais catiônicos (CatSper 3, p. ex.), que interfere na motilidade 
espermática (Güngör et al., 2021). Desta forma, o diluidor deve ser elaborado com componentes que tentem 
minimizar os procedimentos não-fisiológicos ao qual o espermatozoide é submetido. 

 A diluição é o primeiro impacto que o espermatozoide sofre. No ambiente epididimário, o ácido 
siálico reduz o potencial hidrogeniônico (pH) na cauda do epidídimo e mantém o espermatozoide em baixa 
atividade flagelar. Ao ser ejaculado, o espermatozoide entra em contato com o plasma seminal, reativa o 
batimento flagelar, flui pelo trato reprodutor da fêmea, modificando o comportamento do batimento da 
cauda em relação ao (pH) onde está inserido. Por outro lado, a influência do plasma seminal pode promover 
a alcalinização do meio e iniciar o processo de capacitação espermática (Guasti; Monteiro; Papa, 2012). 
Desta forma, é perceptível que o pH ácido reduz a movimentação espermática e o pH alcalino hiperativa a 
célula (Mishra et al., 2018). 

 Ao considerar a influência da variação do pH na atividade espermática, o diluidor deve conter 
elementos que evitem a estase ou a ativação precoce do espermatozoide. Os tampões têm a finalidade de 
equilibrar o pH do diluidor, uma vez que o metabolismo celular, componentes do diluidor e a interação com 
o dióxido de carbono do meio, pela exposição do sêmen ao ambiente, podem promover a acidificação do 
pH, que diminui o batimento flagelar (Cardoso et al., 2010).  

 O Tris (hidroximetilamino metano) é o tampão mais comumente utilizado na preparação de 
diluidores, seguido de Hepes (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfônico), Tes [ácido N-tris 
(hidroximetil) metil-2-aminoetanosulfônico], PIPES [ácido piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfônico)], e 
outros menos populares, provavelmente devido ao seu alto valor para aquisição, como BES [ácido N,N-
Bis(2-18hidroxietil)-2-aminoetanosulfônico] e MES (ácido 4-morfolinoetanosulfônico) (Trentin, 2018). 

 Para ofertar energia para os espermatozoides, um diluidor deve conter açúcar. Todavia, os açúcares 
que compõem um diluidor podem ter funções diversificadas, uma vez que os espermatozoides não 
conseguem metabolizar açúcares complexos, degradando apenas glicose, frutose ou manose em ácido 
lático, na condição anaeróbica. Por outro lado, o metabolismo energético é mais eficiente para a 
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movimentação flagelar na condição aeróbica. 
Desta forma, para aporte energético, os espermatozoides utilizam monossacarídeos (Celeste; 

Lourdes, 2015). Dissacarídeos como a sacarose, lactose, rafinose e trealose podem ser utilizados na 
elaboração de diluidores para aumentar a hipertonicidade do meio e favorecer a desidratação celular, 
minimizando o armazenamento de água no interior do espermatozoide, com consequente redução de 
grandes cristais de gelo no espaço interno da célula espermática, sendo componentes indicados para a 
preparação de diluidores para a vitrificação espermática (Pérez-Márin et al., 2018; Consuegra et al., 2019). 

 Devido à organização da membrana plasmática para adequação às modificações impostas pela 
redução de temperatura, um componente fundamental do diluidor é o estabilizador de membrana, que atuará 
como um protetor. Na literatura é observada uma gama de referências que apontam a gema de ovo (Alcay 
et al., 2015; Tarig et al., 2017; Strzeżek; Reksa, 2022) e o leite desnatado (Soares et al., 2015; Abe et al., 
2020; Rodrigues et al., 2020) como crioprotetores não penetrantes que protegem o espermatozoide durante 
o processo de congelação e descongelação. 

 Entretanto, em revisão realizada por Layek et al. (2016), alguns pontos foram levantados para 
fundamentar estudos em substituir estes componentes na elaboração de diluidores: 1) o risco de 
contaminação bacteriana ou xenobiótica e, como consequência, potencial de introdução de doenças exóticas 
através da distribuição de sêmen em nível comercial; 2) as endotoxinas produzidas por tais contaminantes 
reduzirem a potencial capacidade fertilizante dos espermatozoides; 3) a presença de vacúolos lipídicos e 
outras partículas nos diluentes de gema de ovo interferirem na avaliação microscópica e nos ensaios 
bioquímicos e metabólicos do sêmen diluído; 4) a composição diversificada e variável de partículas na 
gema do ovo dificultaria o controle de qualidade dos diluentes à base de gema; e 5) a gema de ovo e os 
diluentes à base de leite podem alterar a integridade estrutural e funcional do espermatozoide pós-
descongelação. 

 Para confirmar a modificação estrutural ao usar gema de ovo na composição do diluidor, Anzar, 
Rajapaksha e Boswall (2019), reportaram que as proteínas da gema do ovo se ligam firmemente à 
membrana plasmática do espermatozoide. Ramirez-Vasquez e colaboradores (2019), em estudo similar, 
apontaram que a ligação entre as proteínas presentes na gema do ovo interferiam na função espermática. 
Desta forma, a substituição destes componentes tem sido objeto de pesquisas no desenvolvimento de 
diluidores livres de produtos de origem animal. 

 Com este intuito, diluidores comerciais a base de fontes vegetais como a lecitina de soja e a água 
de coco foram desenvolvidos para atender a esta demanda. Os diluidores comerciais à base de lecitina de 
soja vêm sendo testados e os relatos na literatura divergem quanto à sua substituição eficiente em relação à 
gema de ovo (Layek et al., 2016), e em decorrência disto, estudos têm sido desenvolvido para aprimorar o 
diluidor à base de lecitina de soja em diferentes espécies (Vidal et al., 2013; Yildiz, Bozkurt, Yavas, 2013; 
Nishijima et al., 2015; Najafi et al., 2017; Silva et al., 2019). 

 É importante registrar que o diluidor à base de água coco vem sendo constantemente avaliado em 
diferentes espécies (Rondon et al., 2008; Almeida-Monteiro et al., 2020; Brito et al., 2021; Cabral et al., 
2023; Costa et al., 2023) e foi desenvolvido por uma empresa brasileira de Biotecnologia, a ACP 
Biotecnologia, nascida em uma incubadora de uma universidade estadual nordestina, no Ceará. Os 
diluidores à base de água de coco apresentaram resultados compatíveis com a preservação celular, como 
integridade de membrana plasmática, preservação nuclear e capacidade fertilizante quando utilizados nos 
processos de diluição e refrigeração, entretanto, para a congelação, ainda carecem da adição de um protetor 
de membrana plasmática, comumente a gema de ovo. 

 Estes componentes atuam no meio externo à célula. Para permitir a congelação espermática, é 
necessário modificar a propriedade coligativa da água presente no meio e permitir a desidratação celular e 
minimizar a formação de grandes cristais de gelo. Desta forma, a adição de crioprotetores penetrantes 
(alcoólicos e amidas), é fundamental para o sucesso da criopreservação do espermatozoide. O crioprotetor 
alcoólico mais comumente utilizado é o glicerol, que funciona bem para os ruminantes de maneira geral, 
seguido de combinações com etilenoglicol e o dimetilsulfóxido. As amidas são utilizadas principalmente 
na criopreservação de sêmen equino e suíno, entretanto, em combinação com os alcoólicos, com o objetivo 
de diminuir a concentração destes na formulação final do diluidor. 

 De forma complementar e um tanto conflituosa, os antibióticos fazem parte dos componentes dos 
diluidores. Este componente é adicionado com o objetivo de minimizar o crescimento de microrganismos 
no meio, visto que é um ambiente muito rico nutricionalmente para o desenvolvimento bacteriano e fúngico. 
Em geral, a combinação de estreptomicina e penicilina, assim como a gentamicina, estão entre os 
antibióticos mais utilizados na composição de diluentes para sêmen de animais de produção (Santos; Silva, 
2020). Entretanto, há relatos que a adição de antibióticos pode comprometer a viabilidade espermática. 



 
Valcácia Silva et al. Princípios e etapas para o desenvolvimento de um diluidor de sêmen 
comercial. 
 

 

Rev Bras Reprod Anim, v.48, n.1, p.31-38, jan./mar. 2024                                                                                           34 
 

Moutinho et al. (2011) testaram ceftiofur, sulfato de estreptomicina e sulfato de gentamicina e 
observaram que a gentamicina foi eficiente no controle do crescimento bacteriano durante 72 horas de 
observação, porém este mesmo grupo apresentou os piores índices de integridade e função dos 
espermatozoides suínos. Estes mesmos achados foram observados em sêmen de carneiros por Anel-Lopez 
et al. (2021), que ainda propuseram uma reflexão sobre a redução do uso de antibióticos na criopreservação 
espermática. 

Desta forma, estudos para propor substitutos aos antibióticos na elaboração de diluidores seminais 
vêm sendo realizados. 

Nasreen et al. (2020) testaram a adição de mel de abelha em substituição ao antibiótico na 
criopreservação de sêmen de búfalo e tiverem efeitos positivos no controle de microrganismos. Este 
princípio se acosta no conteúdo de bioativos presentes no mel que tem ação antibacteriana e antifúngica 
para aumentar a sua viabilidade. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Sharaf et al. (2022), ao adicionar bioativos do pão 
de abelha na criopreservação de sêmen de carneiro. Baseado neste fundamento, biomoléculas naturais têm 
sido testados para substituir a adição de antibióticos na feitura dos diluidores seminais. Duracka et al. (2019) 
testaram a adição de resveratrol, quercetina e curcumina ao diluidor de sêmen de coelho, com contaminação 
bacteriana e comparam aos antibióticos, e constataram que a presença da bactéria e do antibiótico aumentou 
o dano ao DNA espermático, diferentemente do observado com as biomoléculas, que preservaram melhor 
a célula durante o estudo. 

 
Elaboração de um diluidor comercial 

 
 O diluidor para sêmen, seja apenas para diluição, ou para uso mais complexo como a conservação 

em refrigeração ou congelação, é uma combinação de componentes que tentam assegurar a preservação da 
célula, mantendo a capacidade fertilizante. Entretanto, esta combinação de componentes deve ser de baixo 
custo para permitir a sua preparação e consequente comercialização, uma vez que o valor final pode ser um 
fator limitante para a sua manutenção no mercado. 

 A primeira etapa que deve ser pensada na elaboração de um diluidor com perspectiva comercial é 
o de garantir a água purificada. Para este fim, a destilação e a eletrodiálise são técnicas pouco utilizadas em 
razão de serem processos demorados e apresentarem fraca relação custo-benefício, respectivamente, 
enquanto filtração, osmose reversa, deionização, adsorção e oxidação ultravioleta são amplamente 
utilizados, normalmente em conjunto, por serem processos mais eficazes, eficientes e de mais fácil 
operação. Os métodos citados, se usados de forma isolada, não seriam efetivos para a purificação da água, 
uma vez que para atingir os padrões mínimos de qualidade previstos em normas como a ISO3696 e a CLSI 
GP40-A4-AMD, é necessária a combinação de duas ou mais destas técnicas, além de correto manuseio e 
manutenção dos equipamentos de purificação e análises sistemáticas da água reagente (Lorenzo et al., 
2018). 

 Caso seja utilizada a gema do ovo na preparação do diluidor, os ovos frescos ou recém-postos 
devem ser adquiridos de uma granja de ovopostura, com certificação de granja avícola de reprodução, 
conforme a orientação do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2022). O ovo 
apresenta poros e com o passar dos dias de sua ovopostura, há troca de gases com o ambiente, aumenta o 
espaço entre as câmaras de ar e fragiliza a membrana perivitelínica, comprometendo os fosfolipídeos 
presentes na gema do ovo, que são a base de proteção à membrana plasmática do espermatozoide (Monteiro, 
Nascimento, Amaral, 2019). Uma outra possibilidade é a utilização da gema de ovo em pó, que foi 
submetida inicialmente ao processo de pasteurização e posterior secagem por spray, que garante a 
segurança sanitária deste produto (Toniolli et al., 2016). Ao pensar no processo de purificação, o uso de 
lipoproteínas de baixa densidade (Lima et al., 2019), que é a parte da gema que confere a proteção 
espermática à criopreservação, é uma alternativa, entretanto, de alto custo, à substituição da gema na sua 
totalidade. 

 No caso do leite, este deve ser usado na apresentação em pó e desnatado, para facilitar a sua 
conservação, minimizar a lipoperoxidação e otimizar a visibilidade das células ao microscópio 
(minimização dos glóbulos de gordura), e por já ter passado pelos processos de esterilização e inativação 
de lactenina (Meirelles et al., 1998). 

 Em relação aos produtos de origem animal, é perceptível que existem protocolos que podem 
assegurar a questão sanitária, entretanto, não podem modificar a interação que estes componentes têm com 
a membrana plasmática, com citado anteriormente. 

 Desta forma, as fontes vegetais, os meios quimicamente definidos e a nanobiotecnologia têm 
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contribuído para a elaboração de diluidores competitivos. Diluidores a base de babosa (Aloe vera) têm sido 
desenvolvidos e testados em várias espécies, ainda com resultados contraditórios (Souza et al., 2016; Yong, 
Nguang, Kari, 2017; Boonkong et al., 2019; Farias et al., 2019). Embora a Aloe vera preserve a membrana 
plasmática, é necessário o ajuste da sua viscosidade para permitir melhor fluidez da célula espermática e 
ainda, qual seria a melhor concentração para formulação do diluidor. 

 Para melhor embasamento para a escolha de possíveis substitutos à gema de ovo ou qualquer outro 
componente de um diluidor, a bioinformática pode ser utilizada para prospectar, in silico, quais moléculas 
poderiam melhor interagir com a membrana plasmática. A bioinformática é uma ciência/ferramenta que 
utiliza algoritmos e programas computacionais para estudar e entender informações e processos biológicos. 
Bustamante-Filho et al. (2019) realizaram uma revisão sobre proteômica em sêmen suíno e destacaram 
como a bioinformática pode auxiliar no entendimento das interações entre proteínas do plasma seminal, do 
espermatozoide e indicar possíveis marcadores para a andrologia.  

 Como uma ciência em vias de expansão, Gross e Mcloed (2017) chamam a atenção para os 
sistemas de validação que envolvem o uso desta ferramenta para a prospecção de interações entre 
moléculas. Entretanto, uma vez identificados os componentes de um extrato vegetal, por exemplo, a 
bioinformática poderia realizar estudos prospectivos sobre as moléculas presentes no extrato e a possível 
interação com a membrana. Melo et al. (2024) fizeram um extrato etanólico de Capim Santo (Cymbopogon 
citratus) e identificaram a presença de flavonoides, taninos e fitoesteróis, que tem função antioxidante, 
antimicrobiana e protetora de membrana, respectivamente. 

De acordo com a estrutura química do fitoesterol, a sua composição é similar ao colesterol, 
diferenciando-se deste pelas configurações no núcleo ou na cadeia lateral, ou ainda, pelos seus grupos 
polares (Breda, 2010). A bioinformática contribuiria no estudo da interação do fitoesterol encontrado no 
extrato com a membrana plasmática, se promoveria uma relação estável ou fortemente estável. No caso da 
segunda opção, a interação seria negativa, pois não haveria a desestabilização da membrana para os 
fenômenos de capacitação e reação acrossomal, ou seja, embora o espermatozoide esteja íntegro, encontra-
se afuncional. 

 Com a introdução da bioinformática na elaboração de diluidores, muitos experimentos in vitro 
seriam minimizados e as interações com maior perspectiva de ação poderiam ser estudadas in vitro, com 
posterior uso in vivo. 

 Ao fim de toda elaboração de um diluidor com fins comerciais, a sua real capacidade de se 
estabelecer como um produto no mercado é o seu sucesso na fertilização in vivo, ou seja, é aquele que 
consegue conservar a estrutura e a função espermática pós-criopreservação e garantir a prenhez, sem riscos 
de infecção uterina ou má formação do feto. 

 
Considerações Finais 

 
 Existem vários diluidores comerciais no mercado para a criopreservação de espermatozoides nas 

mais variadas espécies. Entretanto, ainda não há um diluidor que seja indicado para uso universal. Diversos 
ajustes têm sido feitos, assim como adaptações de diluidores desenvolvidos para uma espécie e são testados 
em outras, obtendo sucesso ou não. Assim, compreender as variações espermáticas entre as espécies, a 
alteração da célula durante a exposição às condições da criopreservação e a elaboração de diluidores 
compostos de substâncias que podem minimizar as crioinjúrias é a base para a elaboração de diluidores 
com potencial de competitividade comercial. 
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