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Resumo 
 
 
 

Da Silva, Edenara Anastácio. Nanopartículas de lipoproteína de baixa densidade 
na criopreservação do sêmen canino. 2019. 44f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.  

 
 

Estruturas na escala manométrica apresentam propriedades funcionais únicas, não 
encontradas na escala macro, devido principalmente à elevada área superficial de 
contato, que resulta em uma intensa interação com a matriz na qual as 
nanopartículas estão inseridas. Em diluentes de criopreservação seminal à base de 
gema de ovo, o principal componente crioprotetor é a lipoproteína de baixa 
densidade (LDL). Contudo, a gema de ovo possui outros constituintes que são 
deletérios para os gametas, neste contexto, a extração das micelas de LDL para 
congelamento seminal, através da fração plasmática da gema de ovo (EYP) vem 
demonstrando melhores resultados. Diante do exposto, este trabalho objetivou 
avaliar diferentes processos de produção nanopartículas de LDL, sobre a qualidade 
do sêmen canino criopreservado. EYP foi submetido à três sistemas: banho de 
ultrassom (LDL-B) - 30min em 40A; ponteira de ultrassom (LDL-P) - 50% da 
amplitude, 30min; homogeneização de alta pressão (LDL-P) - 10.000PSI por 6 
ciclos. Propriedades de diâmetro, índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta dos 
diluentes foram avaliados. A qualidade espermática após o descongelamento foi 
mensurada através do computer-assisted sperm analysis (CASA) e citometria de 
fluxo. As nano técnicas aplicadas em EYP modificaram propriedades de diâmetro, 
PDI e potencial zeta das partículas de LDL. LDL-P caracterizou-se como um sistema 
monodisperso (PDI = 0,37) e estável, enquanto nos outros grupos experimentais 
foram obtidas soluções polidispersas. O processamento de EYP formou diluentes de 
congelamento mais eficazes no controle da produção de espécies reativas de 
oxigênio intracelular (P < 0,05). Os sistemas de ultrassom (LDL-B e LDL-P) 
produziram micelas capazes de manter a maior motilidade espermática total, após o 
descongelamento (P < 0,05). Comparado ao controle EYP, LDL-P foi mais eficiente 
na manutenção da motilidade espermática progressiva, integridade e fluidez de 
membrana (P < 0,05). As nanopartículas LDL-P obtiveram tamanho médio de 
aproximadamente 250nm, com 0.3 de PDI e -1.15mV de potencial zeta. Sendo 
assim, a ultrassonicação por meio de sonda do EYP, demostrou-se um método 
eficiente para produção de nanopartículas de LDL incrementando a crioproteção 
durante o congelamento do sêmen canino. 
  
 
Palavras-chave: lipoproteína de baixa densidade; nanopartículas; diluente seminal; 
criopreservação; plasma de gema de ovo 



 

Abstract 
 
 
 

Da Silva, Edenara Anastácio. Low density lipoprotein nanoparticles in canine 
semen cryopreservation. 2019. 43f. Dissertation (Master degree in Sciences) - 
Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.  

 
 

Structures on the manometric scale have unique functional properties, not found on 
the macro scale, mainly due to the high surface area of contact, which results in an 
intense interaction with the matrix in which the nanoparticles are inserted. In seminal 
cryopreservation diluents based on egg yolk, the main cryoprotective component is 
low density lipoprotein (LDL). However, egg yolk has other constituents that are 
harmful to gametes, in this context, the extraction of the micelles of LDL for seminal 
freezing, through the plasma fraction of the egg yolk (EYP) has been showing better 
results. Given the above, this study aimed to evaluate different LDL nanoparticles 
production processes, on the quality of cryopreserved canine semen. EYP was 
submitted to three systems: ultrasound bath (LDL-B) - 30min at 40A; ultrasound 
probe (LDL-P) - 50% of amplitude, 30min; high pressure homogenization (LDL-P) - 
10,000PSI for 6 cycles. Diameter properties, polydispersity index (PDI) and zeta 
potential of the diluents were evaluated. Sperm quality after thawing was measured 
using computer-assisted sperm analysis (CASA) and flow cytometry. The nano 
techniques applied in EYP modified properties of diameter, PDI and zeta potential of 
LDL particles. LDL-P was characterized as a monodisperse system (PDI = 0.37) and 
stable, while in the other experimental groups polydisperse solutions were obtained. 
The processing of EYP formed freezing diluents that were more effective in 
controlling the production of reactive intracellular oxygen species (P < 0.05). The 
ultrasound systems (LDL-B and LDL-P) produced micelles capable of maintaining the 
highest total sperm motility, after thawing (P < 0.05). Compared to the EYP control, 
LDL-P was more efficient in maintaining progressive sperm motility, integrity and 
membrane fluidity (P < 0.05). The LDL-P nanoparticles obtained an average size of 
approximately 250nm, with 0.3 of PDI and -1.15mV of zeta potential. Therefore, 
ultrasound using an EYP probe has proven to be an efficient method for the 
production of LDL nanoparticles, increasing cryoprotection during the freezing of 
canine semen. 
 
 
Keywords: low density lipoprotein; nanoparticles; semen extender; cryopreservation; 
egg yolk plasma 
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1 Introdução  

 

De acordo com o antigo ditado inuíte da ilha de Baffin “Quando estamos com 

nossos cães, não há espaço para a solidão de espírito. Temos uma relação”. Esta 

sentença retrata o resultado de uma história que se iniciou há cerca de 15 mil anos, 

entre os homens e os cães (Canis lupus familiaris), a primeira espécie domesticada 

(SAVOLAINEN et al., 2002). Neste período histórico, iniciava uma parceria primitiva 

entre o homem e o cão.   

Os valores originais dos cães são fundamentais ainda hoje, e estão 

intimamente ligados à evolução cultural e psicológica da humanidade (LOPES, 

2012). Devido a sua sociabilidade, comparável apenas a nossa, os cães 

consideram-se integrantes da família e, já nos primórdios, protegiam naturalmente o 

território onde moravam, latindo e servindo como guardas (FOGLE, 2009). 

Contribuíram para o êxito de caçadas, com sua alta velocidade e excelente faro, 

além da surpreendente capacidade de entender o que queremos deles, ao ler nos 

gestos ou mesmo o olhar.  

Não obstante, os filhotes serviam de diversão e companhia (FOGLE, 2009). 

Logo o acasalamento destes, já não era mais por instinto, e sim controlado pelo 

homem, ocorrendo assim, os primeiros cruzamentos seletivos de cães, com o intuito 

de perpetuar os atributos que o homem considerava vantajoso (CLUTTON-BROCK; 

SERPELL, 1995).  

A seleção artificial na espécie canina para realçar tais atributos aumentou, e 

há 5 mil anos já existiam todos os tamanhos e formatos dos cães de hoje, sendo que 

nos últimos 200 anos, essa atividade se tornou uma verdadeira indústria, com 

padrões de kennel clubs para centenas de raças (FOGLE, 2009). Nesse decurso 

evolutivo, a reprodução dirigida realizada pelo homem, sobre a espécie canina, 

demostra-se muito longínqua, mesmo que inicialmente, realizada de forma empírica.  

Os primeiros registros bibliográficos técnicos de observação da reprodução de 

cães, com enfoque científico, datam do ano de 1780, onde o célebre naturalista 

italiano Lazzaro Spallanzani, realizou a primeira demonstração de inseminação
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 artificial bem sucedida, como experimento investigativo dos processos reprodutivos 

na classe dos mamíferos (MIES FILHO, 1970). Apesar dos primeiros estudos terem 

sido realizados ao final do século XVII, a área passou por um grande vazio 

concernente ao desenvolvimento e difusão de novas biotécnicas reprodutivas na 

espécie canina (GONÇALVES; DE FIGUEIREDO; DE FIGUEIREDO, 2008).  

Nos últimos anos a criação de cães deixou de ser um hobby, passando a ser 

uma atividade lucrativa. Segundo a Associação Brasileira da Indústria de Produtos 

para Animais de Estimação (ABINPET, 2017), no segmento do agronegócio 

relacionado ao desenvolvimento das atividades de criação, produção e 

comercialização de animais de estimação, o Brasil é o 3º maior mercado mundial, 

faturando em 2016 a estimativa de 18,9 bilhões de reais, adicionalmente, cerca de 1 

bilhão apenas no setor de vendas de animais de estimação. 

Não obstante, atualmente a espécie também é utilizada como modelo 

experimental para trabalhos científicos relacionados à preservação da 

biodiversidade de canídeos silvestres (MAKSUDOV; SHISHOVA; KATVOV, 2008).  

No momento atual, uma quantidade expressiva de trabalhos científicos é 

produzida diariamente. Dados do National Center for Biotechnology Information 

demostram que 45% de todos os trabalhos já realizados relacionados à reprodução 

de cães, foram publicados a partir do ano de 2009 (Figura 1). Incremento científico 

esse, devido, como descrito anteriormente, à grande importância econômica, afetiva 

e científica da espécie na atualidade.  

Devido às crioinjúrias espermáticas, baixas taxas de concepção (45%) são 

descritas na literatura com a utilização de sêmen canino congelado na inseminação 

artificial por deposição vaginal (PAYAN-CARREIRA; MIRANDA; NIZANSKI, 2011). 

Neste contexto, é necessária a descrição de protocolos mais eficientes para a 

criopreservação seminal da espécie.  

A nanotecnologia é uma área multidisciplinar, que envolve conhecimentos da 

biologia, química, engenharia e física (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007). 

Concentra-se na fabricação, manipulação, caracterização e aplicação de materiais 

com dimensões na magnitude da bilionésima parte do metro (1nm = 10-9 metros) 

(SAHOO et al., 2007; SANTAMARIA, 2012) Este campo científico tem como 

interesse as propriedades funcionais únicas encontradas em estruturas na escala 

nano, não obtidas na escala de dimensões maiores (CHAU; WU; YEN, 2007).  
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A nanotecnologia fundamenta-se no aumento da reatividade química e dos 

efeitos quânticos dos materiais, através da diminuição do tamanho das partículas, 

alterando as propriedades elétricas, mecânicas, magnéticas e óticas, o que 

proporciona uma intensa interação com a matriz na qual as nanoestruturas estão 

inseridas (BALBUS et al., 2006; ASSI et al., 2012).  

 

Figura 1: Número de publicações científicas em reprodução de cães, de 2000 até 

2017. Fonte: Elaborado pelo autor de acordo com dados coletados na plataforma 

National Center for Biotechnology Information (2017). 

 

Metodologias para a produção de partículas em escalas nanométricas 

influenciam na homogeneização, diminuição, dispersão e emulsificação de partículas 

(KENTISHA et al., 2008). O homogeneizador de alta pressão atua nas partículas 

através de cisalhamento e cavitação, já o ultrassom exerce nas partículas a 

cavitação de baixa intensidade e uniformidade em sistemas de banho e alta 

amplitude e homogeneidade em mecanismos com ponteira ou sonda (MUKHERJEE; 

RAY; THAKUR, 2009; ASSI et al., 2012; JIE PENG et al., 2015).  

A gema de ovo é um dos principais componentes de diluidores seminais, 

devido à sua capacidade de proteção contra o choque térmico durante a 

criopreservação (MOUSSA et al., 2002). A LDL é o principal componente crioprotetor 

da gema de ovo, porém outros compostos, como a lipoproteína de alta densidade 

(HDL) podem ser deletérios para a criopreservação (AMIRAT et al., 2004). Corcini et 
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al. (2016)  demostraram que a utilização apenas da fração plasmática da gema de 

ovo, constituída de LDL, é eficiente em diluentes de congelamento seminal de cães. 

A LDL é uma bionanopartícula micelar, com monômeros de 8 a 1.200 nm de 

dimensões (HEVONOJA et al., 2000; SKAJAA et al., 2011; HARISA; ALANAZI, 

2014). Diversos estudos indicam a ação da LDL, na proteção das células 

espermáticas contra o choque térmico e manutenção da motilidade após a 

criopreservação (BERNARDI; COOK, 1960 ; MOUSSA et al., 2002; PRAPAIWAN et 

al., 2016). 

O efeito crioprotetor da LDL se deve principalmente à aderência das micelas 

na membrana plasmática dos espermatozoides (GRAHAM; FOOTE, 1987; 

BERGERON et al., 2004), e a formação de interface entre ácidos graxos e água 

(ANTON et al., 2003), além de promover a entrada de fosfolipídios e colesterol na 

membrana celular (BERGERON et al., 2004), formar complexos com proteínas do 

plasma seminal, evitando a ação deletéria destas sobre as membranas 

(MANJUNATH et al., 2002). No congelamento de sêmen canino, a concentração 

ideal de LDL é de 8% (VARELA JUNIOR et al., 2009). 

A utilização de lipossomas, um tipo de estrutura nanométrica fosfolipídica, já 

foi descrita como eficiente na preservação de espermatozoides bovinos (GRAHAM e 

FOOTE, 1987), ovinos (HOLT; NORTH, 1988), suínos (HE; BAILEY; BUAR, 2001), 

galos (BONGALHARDO, 2013) e búfalos (KUMAR et al., 2015). Lipossomos 

compostos especificamente de LDL demostraram resultados promissores para a 

criopreservação de sêmen de cães (BELALA et al., 2016a; BELALA et al., 2016b).  

Geradores de ultrassons e homogeneizadores de alta pressão, são métodos 

mecânicos de formação de energia que podem ser empregados para a produção de 

nanoestruturas compostas por lipídios (DAS; CHAUDHURY 2011), desta forma 

podendo manipular nanoformas de micelas de como a Lipoproteína de baixa 

densidade (LDL), com possíveis incrementos na eficiência de interação e absorção 

durante a criopreservação. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral  

Avaliar diferentes protocolos de produção de nanopartículas de lipoproteína 

de baixa densidade provenientes do plasma de gema de ovo, sobre a manutenção 

da viabilidade do sêmen canino criopreservado. 

  

2.2 Objetivo específicos 

1) Caracterizar nanopartículas de lipoproteína de baixa densidade, produzidas 

por ultrassonicação através de ultrassom e homogeneizador de alta pressão em 

diluentes de congelamento de sêmen canino. 

2) Mensurar o tamanho médio, potencial zeta e índice de polidispersão de 

nanopartículas de lipoproteína de baixa densidade em diluentes de congelamento 

seminal de cães. 

3) Analisar in vitro a estrutura morfológica, funcional e cinética dos 

espermatozoides submetidos ao congelamento com diferentes diluentes contendo 

nanopartículas de lipoproteína de baixa densidade. 

 



 

 

3. Considerações Finais 

 

Os três métodos aplicados em EYP para a produção de nanopartículas de 

LDL modificaram o diâmetro médio das partículas. O índice de polidispersão (PDI) 

da nanoemulsão produzida por ultrassonicação por meio de ponteira de ultrassom 

formou um sistema monodisperso, enquanto as demais soluções apresentaram-se 

como polidispersas.  

O processamento de EYP formou soluções mais eficazes no controle da 

produção de espécies reativas de oxigênio intracelular. Os dois sistemas de 

ultrassom produziram nanoemulsões capazes de manter a maior motilidade 

espermática total após o descongelamento, quando comparado aos demais grupos. 

Adicionalmente, comparado ao controle EYP a nanoemulsão produzida por ponteira 

de ultrassom foi mais eficiente na manutenção da motilidade espermática 

progressiva, integridade e fluidez de membrana.  

Correlações significativas observadas neste estudo, indicaram que o diâmetro 

médio está associado à menor integridade de membrana, maiores níveis de ROS e 

à alta taxa de fluidez de membrana. 

A superioridade das propriedades físico-químicas das nanopartículas de LDL 

obtidas através de ultrassonicação por ponteira de ultrassom, possibilitou a 

maximização do efeito biológico e crioprotetor de LDL, devido possivelmente ao 

aumento de área superficial de contato e interação das nanopartículas de LDL com 

os espermatozoides, demostrando, desta forma a eficiência do sistema para a 

produção de nanopartículas de LDL para manutenção da qualidade espermática pós 

descongelamento. 

Nanopartículas de LDL produzidas a partir do plasma de gema de ovo por 

sistema de ponteira de ultrassom, apresentam potencial para novos estudos em 

busca do desenvolvimento e melhoria dos protocolos de congelamento do sêmen 

canino.
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