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RESUMO 
 

Objetivou-se avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações de 
Trolox C e ácido ascórbico no sêmen fresco de carneiros antes da 
criopreservação sobre a qualidade dos espermatozoides descongelados. 
Foram coletados 10 ejaculados de cada carneiro (n=3), sendo dois da raça 
Dorper e um da raça Santa Inês, através de vagina artificial. Os ejaculados 
foram diluídos com Tris-Gema de ovo, e subdivididos em 5 tubos, onde foram 
adicionadas as concentrações: controle, sem antioxidante; 100 µL (TRO100), e 
200 µL (TRO200) de Trolox C; 0,05% (AA0,05), e 0,25% (AA0,25) de Ácido 
Ascórbico. Após a adição, as amostras tratadas foram acondicionadas em 
câmara fria a 5°C/2h. Em seguida, as amostras foram envasadas em palhetas 
de 0,5ml, seladas, colocadas por 15 minutos sob vapores do nitrogênio liquido 
a 8 cm da lâmina líquida, e ao final deste tempo foram imersas no nitrogênio 
líquido. O descongelamento foi feito a 37°C/30s e foi avaliado quanto à 
motilidade, integridade da membrana plasmática e acrossomal, atividade 
mitocondrial e teste de ligação. Para a avaliação da motilidade total e 
progressiva, as amostras foram descongeladas a 37°C/30s. Os dados foram 
submetidos à ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. A motilidade total foi maior para o sêmen tratado com AA0,25 e 
TRO200 do que os demais tratamentos (P<0,05), e a progressiva foi maior em 
todos tratados com antioxidante em relação ao controle (P<0,05). A adição de 
AA0,25 apresentou maior integridade de membrana plasmática e acrossomal, 
atividade mitocondrial e capacidade dos espermatozoides de se ligar a 
membrana perivitelina da gema de ovo comparado aos demais tratamentos 
(P<0,05). A adição de 0,25% de ácido ascórbico no sêmen fresco de carneiros 
melhorou as características espermáticas após descongelamento. 

 
 

Palavras-chave: ácido ascórbico, criopreservação, in vitro, ovino, Trolox C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

ABSTRACT 
 

The objective was to evaluate the effect of adding different concentrations 
of Trolox C and ascorbic acid in fresh semen ram before cryopreservation on 
the quality sperm. Ten ejaculates were collected from each ram (n=3), two of 
Dorper and one Santa Ines through artificial vagina. The ejaculates were diluted 
with Tris-egg yolk and subdivided into 5 tubes, and concentrations of 
antioxidants added: control, no antioxidant; 100μL (TRO100) and 200 μL 
(TRO200) of Trolox C; 0.05% (AA0.05) and 0.25% (AA0.25) of ascorbic acid. 
The samples were cooled to 5°C/2h, packaged into 0.5ml straws, and frozen in 
static liquid nitrogen vapor for 15min before being plunged into liquid nitrogen. 
Straws were thawed at 37°C for 30s. The samples were evaluated for motility, 
plasma membrane integrity and acrosomal, mitochondrial activity and binding 
test. Data were submitted to ANOVA and means compared by Tukey test at 5% 
probability. The total motility of sperm treated with AA0.25 and TRO200 was 
higher than other treatments (P<0.05), and the progressive was higher in all 
treated with antioxidant compared to the control (P<0.05). The addition of 
AA025 demonstrated greater integrity of plasma membrane and acrosomal, 
mitochondrial activity and the ability of sperm to bind perivitelline membrane 
compared to the other treatments (P<0.05). Adding 0.25% of ascorbic acid to 
ram sperm prior to cryopreservation improved sperm characteristics after 
thawing.  

 
Keywords: ascorbic acid, cryopreservation, in vitro, ram, Trolox C 
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I. INTRODUÇÃO 
 

Dentre as biotécnicas existentes para a reprodução de caprinos e 

ovinos, a inseminação artificial (IA) é a mais utilizada e aquela que proporciona 

maior amplitude de resultados (BICUDO; SOUSA, 2003), pois possibilita a 

utilização de sêmen de um único macho para um grande número de fêmeas.  

A criopreservação de sêmen de animais domésticos associada à IA é 

fundamental em qualquer programa de ganho genético, por estocar material 

genético de animais que estejam temporariamente ou permanentemente 

inábeis à reprodução, permitir a ampla difusão do material genético de animais 

considerados superiores, e daqueles que estejam ameaçados de extinção 

(SALAMON; MAXWELL, 1995; 2000). 

A descoberta de substâncias denominadas crioprotetores, foi primordial 

para minimizar os danos causados pela criopreservação. Estes são capazes de 

atravessar a membrana plasmática, gerando desidratação celular e evitando a 

formação de cristais de gelo, durante o processo de congelamento e 

descongelamento (MEDEIROS et al., 2002). 

Entretanto, o sucesso da criopreservação é parcial, uma vez que o 

processo de congelamento/descongelamento danifica cerca de 50% dos 

espermatozoides. Isso ocorre porque, durante a criopreservação a célula passa 

por uma série de modificações causadas pelo gradiente osmótico gerado entre 

o meio intracelular e extracelular, o qual pode resultar em danos as membranas 

plasmática e acrossomal (MAIA, 2006).  

Este desequilíbrio entre as concentrações fisiológicas de oxidantes e 

antioxidantes resultam no aumento da produção de espécies reativas ao 

oxigênio (ERO) geradoras de radicais livres (GUERRA; EVANS; MAXWELL, 

2004), dentre as quais se destacam os superóxidos (O2), a hidroperoxila 

(HO2
°), a Hidroxila (OH°) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), (NORDBERG; 

ARNÉR, 2001), os quais, em níveis exacerbados reduzem a motilidade e 

viabilidade dos espermatozoides e, consequentemente, a taxa de fecundação 

(ISACHENKO et al., 2004; COLETO, 2006),  através da interação com lipídeos 

da membrana, proteínas, DNA mitocondrial e nuclear (GUERRA, 2004; 

BARREIROS, 2006). 
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No intuito de manter a integridade das membranas e a viabilidade 

espermática, experimentos utilizando antioxidantes (Trolox C, Vitamina C, 

Catalase, Superóxido dismutase), adicionados ao meio diluidor, tem sido 

empregados em várias espécies (BILODEAU et al., 2000; 2002; BORGES, 

2008; MAIA, 2010), a fim de que os mesmos sejam capazes de inibir e 

minimizar a produção das espécies reativas de oxigênio, sem interferir nos 

parâmetros da viabilidade espermática.  

Esta necessidade inclui, além da identificação dos antioxidantes, as suas 

melhores concentrações, que diminuam o estresse oxidativo e danos 

espermáticos, possibilitando a elaboração de um diluente mais eficaz.  

Espera-se que os resultados aqui obtidos possam contribuir 

sinergicamente na resolução da problemática que tem sido à busca de 

melhores resultados de fertilidade do sêmen ovino criopreservado.  
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II. DESENVOLVIMENTO 

 

1. REVISÃO DE LITERATURA  

 

1.1. Estrutura dos espermatozoides e membrana plasmática 

 

 Podemos definir o espermatozoide como uma estrutura composta de 

microtubulos condensados, fibras e estruturas membranosas, onde cada um 

desses componentes obtém resposta única ao sofrer choque térmico no 

processo de criopreservação (BORGES, 2008). As células espermáticas são 

formadas dentro dos túbulos seminíferos dos testículos, os quais apresentam 

uma série complexa de células germinativas em desenvolvimento, as quais, 

posteriormente, formarão os gametas masculinos. Essas células quando 

completamente desenvolvidas, apresentam forma alongada e são constituídas 

por cabeça e cauda/flagelo, sendo a cauda subdividida em colo e nas peças 

intermediária, principal e terminal (HAFEZ; HAFEZ, 2004). 

Em toda a sua extensão, o espermatozoide é recoberto pela membrana 

plasmática, porção mais externa que envolve toda a célula espermática, a qual 

difere sua natureza regional, sendo composta por fosfolipídeos que englobam a 

maior parte dos lipídeos presentes em toda a sua extensão, diferindo sua 

natureza de acordo com a região. Os fosfolipídeos possuem uma cadeia de 

ácidos graxos, predominantemente, poli-insaturados, os quais, quando 

submetidos a altas temperaturas, adquirem forma cônica, com extremidades 

hidrofóbicas externas e hidrofílicas internas, aumentando a permeabilidade da 

membrana com o estabelecimento de canais que permitem o influxo de íons e 

pequenas moléculas, desestabilizam a membrana, ocasionam danos 

irreparáveis e perda da viabilidade (AMANN; PICKET, 1987; EDDY; O’BRIEN, 

1994; FLESH e GADELLA, 2000). 

 

1.2. Capacitação e reação acrossômica  

 

 Os espermatozoides maturados na cauda do epidídimo são capazes de 

mover-se livremente, embora, ainda não possua imediata capacidade 

fecundante, a qual é adquirida após a capacitação espermática. Em 
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ruminantes, a capacitação espermática é iniciada na cérvix, pela passagem dos 

espermatozoides nas microestruturas cervicais (SCOTT, 2000), 

proporcionando a remoção e modificação de componentes derivados dos 

testículos, como as glicoproteínas, bem como aquelas que foram absorvidas ou 

ligadas à membrana plasmática dos espermatozoides em detrimento do 

plasma seminal (BALL e VO, 2002). Durante a capacitação, a membrana 

plasmática sofre as principais mudanças, mantendo contato direto com o meio 

capacitante.  

 Dentre estas mudanças, a depleção da relação colestrerol/fosfolipídio na 

superfície espermática permite o aumento da fluidez da membrana, 

principalmente pela elevação da concentração de fosfatidilcolina, que 

desestabiliza a membrana, gerando alterações nas glicosaminoglicanos, influxo 

de íons de cálcio, aumento do nível de AMP cíclico e modificações de algumas 

atividades enzimáticas, principalmente a proteína quinase C (O´FLAHERTY; 

BEORLEGUI; BECONI, 1997; BILODEAU et al., 2000).  

 Após a ejaculação, os espermatozoides são expostos as principais 

proteínas do plasma, conhecidas como BSP, os quais, cobrem a membrana do 

espermatozoide e aceleram a capacidade dos indutores. Esta ligação interage 

com lipoproteínas de alta densidade (HDL), estimulando o processo de 

capacitação. Assim, com todas as células sob condições aeróbicas, os 

espermatozoides são capazes de gerar radicais livres (BALL; VO, 2002; 

BAUMBER et al., 2003), em sua maioria, originados de atividade metabólica 

normal (DE LAMIRANDE et al., 1997). Radicais livres como ânion superóxido 

(O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO3), induzem 

hiperativação, capacitação e reação acrossômica (DE LAMIRANDE et al., 

1997), os quais em baixas concentrações, são fundamentais na função 

espermática, especificamente na fosforilação de tirosina (DE LAMIRANDE et 

al., 1997; BALL; VO, 2002; BAUMBER et al., 2003). A fosforilação de tirosina, 

por sua vez, possui uma variedade de funções celulares, como regulação do 

crescimento, controle de ciclos celulares, regulação de íons, formação do 

citoesqueleto celular (termo-sensível) (BRENER et al., 2003), além de ser um 

componente essencial à capacitação espermática (MEYERS; TABLIN; CONE, 

2003). 
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 Vale ressaltar que o estresse osmótico (CURRY; WATSON, 1994) e 

oxidativo causam injúrias na membrana plasmática e acrossomal, contribuindo 

na antecipação da capacitação e reação acrossômica, tanto no processo de 

refrigeração quanto no de congelamento/descongelamento, causando a 

redução da longevidade dos espermatozoides (CURRY, 2000).  

 A capacitação é finalizada quando ocorre a exocitose, processo 

denominado de reação acrossomal, momento em que os espermatozoides 

possuem o estímulo adequado. Este evento tem ao menos duas funções 

principais: condicionar o espermatozoide para atravessar zona pelúcida e se 

fundir com a membrana do oócito (YANAGIMACHI, 1994).  

 

1.3. Criopreservação espermática e diluidores 

 

A criopreservação oferece vantagens à indústria da produção animal, 

principalmente aquelas voltadas a programas de melhoramento genético, 

viabilizando a estocagem de material genético daqueles animais que estejam 

temporariamente ou permanentemente inábeis à reprodução e permitindo a 

ampla difusão do material genético de animais considerados superiores, bem 

como aqueles que estejam ameaçados de extinção (SALAMON; MAXWELL, 

1995; 2000). 

O processo de criopreservação é determinado desde o preparo de 

diluição do sêmen até a manutenção da capacidade funcional dos 

espermatozoides pós-descongelação, sendo que, em cada fase, os 

espermatozoides podem perder sua habilidade funcional (WATSON, 1995; 

AZEVEDO, 2006).  

 Durante este processo a célula espermática sofre variações bruscas de 

temperatura o que altera a organização dos seus componentes estruturais, 

afetando suas propriedades. Estas alterações estão associadas a mudanças 

na permeabilidade e na habilidade de sofrer fusão, o que favorece o 

aparecimento de inchaços e rupturas na membrana plasmática e acrossomal 

externas, alterações na fluidez da membrana, desregulação no influxo de cálcio 

intracelular e alterações na atividade enzimática (JANUSKAUSKAS; 

JOHANNISSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2001). 
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Deste modo, algumas hipóteses são lançadas, destacando-se aquela de 

que a criopreservação possa produzir uma subpopulação, pois há uma 

possibilidade que os espermatozoides que sobrevivem ao processo de 

congelação-descongelação, não sejam apenas uma população aleatória, mas 

uma selecionada, sugerindo que está subpopulação seja resistente à 

criopreservação, uma vez que, suas membranas permaneceram estáveis aos 

estímulos fisiológicos sofridos (WATSON, 2000; BAILEY; BILODEAU; 

CORMIER, 2000).  

 A sobrevivência dos espermatozoides ainda é afetada por vários fatores, 

como: a velocidade de congelamento e descongelamento, temperatura inicial 

do congelamento, qualidade de sêmen, composição do diluidor, concentração 

do crioprotetor, além da embalagem (palheta, minitubo, pelets) utilizada para 

armazenar o sêmen (SALAMON; MAXWELL, 2000; BAG et al., 2002). Tais 

fatores acarretam danos ao espermatozoide, resultando em consequências 

como: a diminuição dos parâmetros de cinética espermática, redução da 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, a redução da função 

mitocondrial e o incremento das alterações morfológicas dos espermatozoides 

(GILLAN; MAXWELL; EVANS, 2004). 

Segundo Moore et al. (2006), existem, pelo menos, dois pontos principais 

a serem considerados na técnica de congelação-descongelação. O primeiro 

está relacionando aos efeitos das mudanças de temperaturas e o segundo aos 

processos de desidratação celular e formação de cristais de gelo. 

Durante o processo de congelação do sêmen, a redução de temperatura 

pode afetar a capacidade respiratória do espermatozoide, pois, durante o 

procedimento, as bombas adenosina trifosfato dependentes, dentre elas, a de 

Na+/K+, são comprometidas, acarretando as despolarizações parciais das 

membranas, tornando-as permeáveis ao cálcio, induzindo, assim, a 

vesiculação prematura da membrana acrossomal e danificando a membrana 

mitocondrial (AMANN; PICKETT, 1987; BICUDO et al., 2007). Danos à 

motilidade espermática também são ocasionados, ocorrendo injúrias na 

arquitetura da bainha mitocondrial, o que resulta na baixa disponibilidade de 

energia (GILLAN; MAXWELL; EVANS, 2004). 

Outro fenômeno observado ocorre principalmente quando as taxas de 

resfriamento, excessivamente rápidas, são usadas, não havendo tempo 
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suficiente para que a água saia da célula, ocasionando um super-resfriamento 

e uma crescente probabilidade de se ter a formação de cristais de gelo no 

interior celular, que, normalmente, é letal (AZEVEDO, 2006). 

 Deste modo, é preferível que o processo de desidratação celular 

acompanhe a congelação lenta, o que é, potencialmente, benéfico à 

sobrevivência da célula, enquanto que as excessivas taxas de congelação 

rápidas são consideradas como a principal causa da morte celular. 

 Devido às crioinjúrias ocorrentes no processo de criopreservação de 

sêmen, se faz necessária a utilização de substâncias denominadas 

crioprotetores. Essas substâncias são de baixo peso molecular e de baixa 

toxicidade, as quais são capazes de atravessar a membrana plasmática, evitar 

a formação de cristais de gelo, elevando, assim, os níveis de sobrevivência 

celular durante o processo de congelamento e descongelamento (MEDEIROS 

et al., 2002).  

 Na tentativa de desenvolver um meio capaz de conservar o máximo de 

células espermáticas durante o processo de congelamento/descongelamento 

estudos têm sido realizados a fim de unir em único diluidor qualidades como: 

manutenção do pH próximo da neutralidade, capacidade de proteção a choque 

térmicos, manutenção de equilíbrio eletrolítico e pressão osmótica ideal (300 

mOsm), atuar como fonte energética, inibir o crescimento microbiano, 

estabilizar sistemas enzimáticos, permitindo, assim, a preservação da 

motilidade e integridade das membranas dos espermatozoides (PURDY, 2006). 

 Nos programas de criopreservação de sêmen, os diluidores mais 

utilizados são compostos de gema de ovo e/ou leite, tais como, o citrato-

glucose-gema de ovo (SALAMON; MAXWELL, 2000), rafinose-citrato de sódio-

gema de ovo-glicerol e o meio tris-gema de ovo-glicerol, (FOOTE; BROCKETT; 

KAPROTH, 2002). Entretanto, o uso de outros diluidores têm sido testado com 

sucesso na criopreservação de sêmen de pequenos ruminantes, como aqueles 

à base de água de coco (ACP-102), relatado por Salgueiro et al. (2002) e 

lecitina de soja (FUKUI et al., 2008). 

 Os crioprotetores, por sua vez, são divididos em intracelulares e 

extracelulares. Dentre os intracelulares, podemos citar: glicerol, etilenoglicol, 

acetamina, dimetilsulfóxido, atuantes também no meio extracelular. Já os 

crioprotetotes extracelulares são formados por grandes moléculas, não 
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conseguindo assim, atravessar a membrana, tais como as proteínas presentes 

no leite e gema de ovo, além de açúcares, como, lactose, trealose, entre outros 

(PICKETT; AMANN, 1992). O diluente Tris, por sua vez, associado a aditivos é 

uma realidade para os trabalhos de criopreservação, o qual permite uma 

melhora na motilidade após a descongelação, na integridade acrossomal e, 

consequentemente, na fertilidade. Aboagla e Terada (2004) utilizaram o 

diluente Tris-Gema com trealose, em concentrações diferentes, onde 

observaram melhora significativa da motilidade (80%) e do vigor (65%) nos 

referidos tratamentos. 

  Entretanto, mesmo com a utilização de crioprotetores, o sêmen de 

ovinos é sensível a variações externas decorrentes no processo de 

congelamento e descongelamento, implicando em danos físicos e químicos nas 

células espermáticas, alterando as membranas plasmáticas e acrossomal entre 

-10ºC e -25ºC, quando há a formação dos cristais de gelo (SALAMON; 

MAXWELL, 1995), o que reduz a motilidade e a viabilidade dos 

espermatozoides e, consequentemente, a fecundação (ISACHENKO et al., 

2004; COLETO, 2006).  

 

1.4. Espécies reativas de oxigênio (ERO) 

 

Quimicamente os metabólitos reativos do oxigênio são substâncias que 

apresentam número ímpar de elétrons, sendo, portanto, altamente energéticos 

e instáveis. As espécies reativas de oxigênio (ROS do termo inglês: reactive 

oxygen species), radicais livres ou ainda oxidantes, são termos usados para 

identificar os intermediários químicos do metabolismo do oxigênio. Entretanto, 

o termo radical livre não é o mais adequado a ser utilizado, pois nem todos os 

metabólicos reativos do oxigênio são radicais livres. O mesmo se pode dizer do 

termo oxidante, partindo do princípio que algumas ERO atuam como agentes 

oxidantes e como redutores, desde que em sistemas diferentes (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG; ARNÉR, 2001; MAIA, 2010).  

 O uso fisiológico das espécies reativas de oxigênio (ERO) pelas células 

começa a ser demonstrado em áreas como a da sinalização intracelular e 

regulação redox. As ERO são produzidas pelo metabolismo aeróbico normal, 

no entanto quando a sua produção se torna excessiva promovem danos 
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patológicos às células espermáticas (SANOCKA; KURPISZ, 2004). Esse efeito 

prejudicial foi sugerido há cerca de 50 décadas atrás por MacLeod (1943) e 

estudos atuais têm confirmado que altas concentrações de ERO no sêmen 

podem afetar o metabolismo de energia do espermatozoide, bem como, a 

motilidade, viabilidade e integridade do DNA em várias espécies (BILODEAU et 

al., 2002).  

 As ERO são encontradas em todos os sistemas biológicos, em 

condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o oxigênio (O2) sofre 

redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de água (H2O). Durante esse processo, são formados intermediários 

reativos (Figura 1), como radicais superóxidos (O2
-), hidroperoxila (HO2

°) e 

Hidroxila (OH°), além do não radical peróxido de hidrogênio (H2O2), 

(NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

 
 

Figura 1: Redução de oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até a formação de 

água. (Fonte: Adaptada de Nordberg e Arner, 2001).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Radical superóxido (O2
-) 

 

 Ao contrário da maioria dos radicais livres, o radical superóxido (O2
-) é 

inativo, formado a partir do oxigênio molecular pela adição de um elétron, em 

meio aquoso sua principal reação é a dismutação, na qual são produzidas uma 

molécula de peróxido de hidrogênio e uma molécula de oxigênio, neste meio, a 

sua produção é significativamente superior no ejaculado com espermatozoides 

defeituosos (NORDBERG ; ARNÉR, 2001). 

2H- 2H- 

2H20 °OH + OH° H20

2 
02 02

- 
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 O radical superóxido tem sua formação em quase todas as células 

aeróbicas, sendo produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, 

monócitos e eosinófilos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).  De maneira 

espontânea, sua formação ocorre especialmente, na membrana mitocondrial, 

através da cadeia respiratória, sendo produzido também por flavoenzimas, 

lipoxigenases e cicloxigenases (NORDBERG; ANÉR, 2001; BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). Além disso, é um radical pouco reativo e não tem a 

habilidade de penetrar membranas lipídicas, agindo, portanto, apenas no 

compartimento onde é produzido (NORDBERG e ARNÉR, 2001). 

 

Radical hidroxila (OH°) 

 

 Formado a partir do peróxido de hidrogênio em uma reação catalisada 

por íons metais (Fe++ ou Cu+), denominada, Reação de Fenton (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; NORDBERG; ARNÉR, 2001), possui limitada capacidade 

de difusão, no entanto, esses radicais possuem meia vida curta, atacam as 

moléculas por abstração de hidrogênio e por adição de insaturações. Entre os 

radicais, é considerado o mais reativo em sistemas biológicos, podendo 

ocasionar maiores danos do que qualquer outra ERO (NORDBERG; ARNÉR, 

2001; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

 Quando o radical hidroxila é produzido próximo ao DNA sendo fixado a 

metais, modificações poderão ocorrer nas bases purínicas e pirimídicas, 

levando a mutação ou inativação do DNA, esta alta reatividade torna-se 

responsável também pelas maiores alterações no RNA, ou seja, é a ERO mais 

deletéria ao organismo, a qual pode desencadear a peroxidação dos lipídios 

nas membranas celulares (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999; BARREIROS; 

DAVID; DAVID., 2006). 

 O radical hidroxila pode ser facilmente sequestrado in vitro por inúmeras 

moléculas, devido a sua alta reatividade, porém, para que os resultados in vitro 

se reproduzam in vivo, é necessário administrar altas concentrações de 

antioxidante, permitindo que este alcance o local onde o radical hidroxila esteja 

presente, em concentração suficiente para suprimi-lo. 
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Figura 2: Produção de hidroxila a partir de peróxido de hidrogênio, ou reação 

de Fenton (Fonte: Adaptada de Barreiros et al., 2006). 

 

 

 

 
 

 

Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

 Embora o peróxido de hidrogênio não seja classificado como um radical 

livre, ele é um metabólico do oxigênio gerado a partir da dismutação enzimática 

do O2
- pelo superóxido dismutase, possui vida longa, é extremamente deletério 

e auxilia como intermediário na reação que produz o OH° (NORDBERG; 

ARNÉR, 2001).  

 O peróxido de hidrogênio, isoladamente, é praticamente inócuo, porém 

apresenta uma elevada permeabilidade e estabilidade, difundindo-se 

rapidamente através da membrana plasmática, devido ao fato da célula possuir 

metais de transição exercendo importante papel no estresse oxidativo, sendo 

talvez o mais apto a promover alterações nos sistemas enzimáticos 

intracelulares (BAUMBER et al., 2000; NORDBERG; ARNÉR, 2001). Uma vez 

produzido, o H2O2 é removido parcialmente por um dos três sistemas de 

enzimas antioxidantes: catalase, glutationa peroxidase e peroxidases ligadas a 

tioredoxina (NORDBERG; ARNÉR, 2001; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

  

1.5. Antioxidantes 

  

 De acordo com Stedman (2003), o termo antioxidante significa impedir a 

oxidação de outras substâncias químicas, tendo por função regenerar o 

substrato ou prevenir a oxidação do mesmo. O equilíbrio entre agentes óxido-

redutores com as ERO e o sistema de defesa antioxidante é essencial, uma 

vez que estes agentes são gerados de maneira endógena como decorrente ao 

metabolismo do oxigênio (COLETO, 2006).   

H2O2 + Fe++/ Cu+ °OH + OH- + Cu++/ Fe+++ 
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 Os antioxidantes atuam na prevenção da oxidação das células, as quais 

também possuem um mecanismo de defesa que podemos dividir em duas 

categorias: uma como detoxificadora do agente oxirredutor, constituída por 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH – 

Px), glutationa reduzida (GSH) e vitamina E (GUERRA et al., 2012); e outra 

responsável por reparar a lesão ocorrida, sendo composta por glutationa-

redutase (GSH-Rd), glutationa peroxidase (GSH-Px ) e ácido ascórbico 

(vitamina C), entre outros (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GUERRA et al., 

2012). De acordo com suas características os antioxidantes podem ser 

divididos em sistemas enzimáticos e não enzimáticos. 

 

1.5.1. Antioxidantes enzimáticos 

 

Os antioxidantes enzimáticos são macromoléculas, advindas ou não do 

próprio organismo, as quais atuam contra as ERO, agindo diretamente sobre 

esses agentes ou reparando os danos causados por eles (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). 

Os antioxidantes enzimáticos são aqueles conhecidos como 

antioxidantes naturais, previnem os danos à estrutura celular e neutralizam os 

metabólicos excessivos, em de sistemas reprodutivos, pode-se observar uma 

discrepância nas concentrações e no papel protetor dessa enzima entre 

machos férteis e inférteis (KASIMANICKAM et al., 2006), o que sugere uma 

correlação positiva entre a ação antioxidante e a fertilidade (COLETO, 2006). 

 Dentre os antioxidantes enzimáticos as principais enzimas são: 

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peroxirredoxins (PrX), 

Glutationa (GSH), Glutationa redutase (GR) e Glutationa peroxidase (GPx), as 

quais serão abordados no tópico seguinte (ANDRADE et al., 2010). 

 

Superóxido dismutase (SOD) 

 

 A SOD foi à primeira descoberta entre as enzimas metabolizantes das 

ERO, contabilizada como a enzima mais abundante do organismo, ela tem por 

função catalisar a dismutação do ânion superóxido em oxigênio e H2O2 

(NISHIKIMI; MACHLIN, 1975; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Nas células 
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de mamíferos a SOD se apresenta em duas formas, o cobre superóxido 

dismutase (Cu-SOD) e zinco superóxido dismutase (Zn-SOD), presentes no 

citosol; e a Mn-SOD, presente na mitocôndria (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

Quando a SOD remove o radical superóxido, convertendo em peróxido de 

hidrogênio, o mesmo é encontrado tanto na célula espermática quanto no 

plasma seminal.  

 Nesse contexto, estudos sobre a sua atuação da SOD vêm sendo 

realizados quanto a seu poder antioxidativo, tanto na sua produção endócrina 

quanto na implementação externa do mesmo na técnica de criopreservação 

(BILODEAU et al., 2000; MARTI et al., 2008; SILVA et al., 2011). 

 Marti et al. (2008) compararam a atividade de SOD entre amostras de 

sêmen ovino (fresco e resfriado) e sêmen congelado e puderam observar que a 

atividade de SOD foi duas vezes maior nas amostras de sêmen (fresco e 

resfriado) do que em sêmen congelado, que, por sua vez, apresentou uma 

redução de 65%. 

 Câmara et al. (2011) não observaram efeito positivo na capacidade 

antioxidante total nem na qualidade dos espermatozoides congelados com 

SOD (5, 10 e 20 U/mL), associado a diferentes tempos de equilíbrio na 

criopreservação do sêmen ovino. Entretanto, Silva et al. (2011) relataram que a 

adição de SOD (100 UI/mL) preservou o acrossoma de espermatozoides 

descongelados de carneiros. 

 

Catalase (CAT) 

 

 A catalase é uma heme-proteína citoplasmática encontrada no sangue, 

medula óssea, mucosas, rim e fígado, que catalisa a redução do peróxido de 

hidrogênio à água e oxigênio molecular, o que decorre de sua ação 

complementar da SOD. Outra função da catalase é a detoxificação de 

diferentes substratos, como fenóis e álcoois, via redução acoplada do peróxido 

de hidrogênio. A catalase expressa seu papel antioxidante, diminuindo o risco 

de formação do radical hidroxila, a partir do H2O2, via Reação de Fenton, para 

aumentar sua eficiência e protegê-la da inativação, a catalase, então liga-se à 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato hidreto NADPH (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; NORDBERG; ARNÉR, 2001). 
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 A catalase pode ser funcionalmente relevante no trato genital feminino, 

uma vez que o espermatozoide dos mamíferos possui deficiência em relação à 

mesma. Além disso, aminoácidos presentes no útero e no oviduto de bovinos 

estimulam a produção de H2O2 pelos espermatozoides mortos. Lapointe e 

Bilodeau (2003) observaram que a presença de catalase no fluido do oviduto 

de vacas aumenta, cerca de duas vezes, do início ao final do ciclo estral, 

principalmente na região da ampola, ressaltando a importância da remoção de 

H2O2 no oviduto. 

 Câmara et al. (2011) também constataram ação benéfica da adição de 

CAT (100 e 200 UI/mL) ao diluente Tris-gema, onde observaram redução dos 

efeitos deletérios da refrigeração na motilidade total dos espermatozoides 

ovinos mantidos a 5 ◦C por 24 h, embora nenhum efeito positivo tenha sido 

observado na funcionalidade das membranas espermáticas. Diversamente, 

Sicherle et al. (2011) relataram que a adição de 100 UI/mL de catalase no 

sêmen de carneiros Santa Inês, não foi suficiente para melhorar a cinética 

espermática e impedir a excessiva produção de ROS, ocasionando assim 

peroxidação lipídica e fragmentação do DNA, em vista da baixa atividade de 

catalase influenciada pela produção de ATP e NADPH. 

 

Sistema glutationa/ glutationa redutase (GSH-Px e GSH-Red) 

 

 A glutationa peroxidase se apresenta dentro do organismo dos 

mamíferos em quatro formas (GSH-Px 1, GSH-Px 2, GSH-Px 3, GSH-Px 4), 

sendo o último responsável pela proteção dos espermatozoides (ALVAREZ et 

al., 2006). Da mesma forma que a GSH-Red, a GSH – Px é considerada a mais 

importante na remoção dos peróxidos nas células, sendo responsável pela 

proteção dos espermatozoides por inibir a peroxidação lipídica e os danos 

oxidativos (MANEESH; JAYALEKSHMI, 2006).  

 A GSH-Px atua como um catalisador da redução/degradação do 

peróxido de hidrogênio e de outros peróxidos (ALVAREZ et al., 2006), 

juntamente com a SOD, são responsáveis por atuar de como constituintes do 

sistema antioxidante que protege os espermatozoides de ovinos contra os 

efeitos das ROS (KASIMANICKAM et al., 2006). 
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 Foote, Brockett e Koproth (2002) e Bucak, Ahin e Yucel (2008) relataram 

que a adição de GSH em sêmen criopreservado melhorou a motilidade 

espermática. 

 

1.5.2.  Antioxidantes não-enzimáticos 

 

 São conhecidos como antioxidantes sintéticos, um grande número de 

compostos de baixo peso molecular, incluindo o ácido ascórbico, o tocoferol, 

diferentes compostos de selênio, ubiquinonas (coenzima Q), ácido úrico, ácido 

α-lipóico (NORDBERG; ARNÉR, 2001), zinco, taurinas, hipotaurinas, 

glutationas, betacaroteno e caroteno (MAIA, 2010).   Esse sistema pode atuar 

em duas linhas: como removedor do agente, antes que ele cause lesão, ou 

como reparador da lesão ocorrida, exceto a vitamina E, que é um antioxidante 

estrutural da membrana, e a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se 

no meio intracelular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os antioxidantes 

envolvidos diretamente na reprodução são o ácido ascórbico e Trolox C 

(análogo da vitamina E). 

 

Ácido ascórbico (Vitamina C) 

 

 O ácido ascórbico encontrado amplamente nas células vegetais e 

animais pode estar unido a uma proteína e ou na forma livre (COULTATE, 

2004). É bastante solúvel em água e pertence a um grupo orgânico chamado 

de lactonas que são ácidos carboxílicos, bem como apresenta uma estrutura 

molecular com C6H8O6 (Figura 3). 

 

Figura 3: Estrutura molecular do ácido ascórbico (Fonte: Adaptada de Barreiros 

et al., 2006). 
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 O ácido ascórbico encontra-se disponível para uma oxidação 

energeticamente favorável, pois apresenta característica hidrossolúvel, 

neutraliza as espécies de oxigênio reativas (ERO) e atua inibindo a 

peroxidação lipídica por redução (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006), 

processo que ocorre na fase aquosa sobre os radicais livres. Por outro lado, 

estudos in vitro mostraram que estes antioxidantes em excesso ou na presença 

de metais de transição, como o ferro, podem atuar como pró-oxidantes, 

gerando radicais como o H2O2
 e o OH- (RAMALHO; JORGE, 2005). 

 Coleto (2006) avaliou diferentes níveis de concentração de ácido 

ascórbico na criopreservação de sêmen de cães e mostrou que a concentração 

de 1200 µM é eficaz para preservação da motilidade espermática, em outro 

estudo realizado em cães, Branco et al. (2009) observaram que o uso de ácido 

ascórbico minimiza os efeitos oxidativos e mantém a integridade do DNA de 

espermatozoides humano, elevando os níveis de fertilidade. 

 Castilho et al. (2009) observaram que a utilização de ácido ascórbico na 

criopreservação de sêmen caprino das raças Saanen e Pardo Alpino, com 

proporções de 0,05% e 0,25% do antioxidante adicionado em um diluente 

comercial, mantém a integridade estrutural da membrana dos 

espermatozoides, bem como a sua viabilidade após ser submetido ao teste de 

termorresistência. 

 Sonmez e Demirci (2004) utilizaram ácido ascórbico como antioxidante 

para promover melhora nas taxas de criopreservação de sêmen ovino, e 

observaram que a proporção de 5% de glicerol + 1 mg de ácido ascórbico 

atuou de maneira eficaz na criopreservação do sêmen, gerando maior taxa de 

motilidade total (51,4%), conservando parte da integridade de membrana 

acrossomal e apontando maiores índices de espermatozoides viáveis. 

 

Trolox C (6 – Hidroxi – 2,5,7,8 – tetrametilcroman – 2 – 2 ácido carboxílico 

 

 Sintetizado por Escott e sua equipe em 1974, o Trolox C (6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametil croman-2- ácido carboxílico é um análogo hidrossolúvel do α-

tocoferol, indicado para a preservação de óleos e gorduras animal e vegetal 

com propriedades antioxidantes maiores que o α- e γ-tocoferol. Sabe-se que 

antioxidantes sintéticos por não conseguirem ser estocados no corpo do 
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animal, tornan-se menos efetivos que a vitamina E, entretanto, esse análogo é 

hidrossolúvel, o que oferece a condição necessária para que seja adicionado 

diretamente na membrana, sem a necessidade de solventes ou outros extratos, 

capacitando sua eficiência nos sistemas biológicos naturais (BORGES, 2008). 

 Trata-se de um excelente inibidor da lipoperoxidação devido ao fato de 

estarem distribuídas em ambas as camadas duplas de lipídeos das 

biomembranas, pois envolve o OH- fenólico e a remoção de radicais peroxil 

(ALBERTINI e ABUJA, 1999), por obter uma cadeia de carbono e ser composta 

por um núcleo croman. Sua estrutura molecular se assemelha a do α tocoferol 

(Figura 4). 

 
Figura 4: Estrutura molecular do Trolox C (6-hidroxi-2,5,78-tetra-metil-chroman-

2-ácido carboxílico). (Fonte: Adaptada de Rezk et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 A sua característica hidrossolúvel ainda lhe confere a possibilidade de 

agir com maior eficácia que os antioxidantes lipossolúveis, como a vitamina E, 

pois a maioria das ERO são originadas dentro de uma fase aquosa, permitindo 

que apenas os radicais peroxil não sejam eliminados pelos antioxidantes 

hidrossolúveis, desencadeando uma peroxidação lipídica. 

 Em humanos, Wu et al (1990) utilizaram o Trolox C como antioxidante 

celular, observando que o mesmo atuou como um removedor de radicais livres, 

prolongando a vida celular contra os danos oxidativos, em miócitos, hepatócitos 

e eritrócitos. Silva et al (2011) observaram que a adição de 120 mM Trolox C 

em sêmen criopreservado de garanhões, não foi suficiente para promover uma 

melhora dos parâmetros seminais. Entretanto, Marques et al. (2002) 

observaram que essa substância funciona como agente inibidor de ERO, 

incrementando a motilidade, viabilidade, e evitando danos ao DNA celular em 

espermatozoides de equinos. 
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 Coleto (2006) avaliou que a adição de Trolox C na criopreservação de 

sêmen de cão não determinou aumento de motilidade espermática, mas 

manteve a integridade do acrossoma espermático o que aumenta a viabilidade 

das células espermáticas. Peña et al. (2003) por sua vez, demonstraram que o 

uso de 100 µM e 200 µM de Trolox C em sêmen suíno, proporciona aumento 

da motilidade progressiva e dos movimentos circulares. 

 Borges (2008) ao utilizar diluidor acrescido de 200 µM de Trolox C em 

sêmen bovino, observaram que o uso do antioxidante não melhorou a 

motilidade espermática e nem proporcionou maior integridade à membrana 

plasmática; as taxas de viabilidade não diferiram estaticamente do grupo 

controle, não promovendo, assim, melhores taxas de concepção; além disso, a 

utilização do Trolox C, neste caso, aumentou a taxa de patologias 

espermáticas.  

 Em ovinos, o uso de Trolox C foi eficiente para inibir a liporexidação 

lipídica da membrana plasmática, no entanto, a adição de 50 µM não foi 

suficiente para melhorar a motilidade espermática (MAIA, 2009), contrariando 

resultados de Sarlos et al. (2002), utilizando o sêmen da mesma espécie. 

 

1.6. Atuação dos ERO e antioxidantes na função espermática 

 

 O primeiro relato de que o estresse oxidativo poderia afetar a viabilidade 

e a função espermática foi descrito em 1947, por Macleod, quando observou 

que o espermatozoide humano perdia rapidamente sua motilidade ao ser 

incubado e submetido a concentrações de O2, e que a adição de catalase 

oferecia alguma proteção (HALLIWELl; GUTTERIDGE, 1999). 

 Tais danos oxidativos causados às células são decorrentes do 

desequilíbrio entre as concentrações fisiológicas de oxidantes e antioxidantes, 

aliado a rica quantidade de ácidos graxos poli-insaturados presentes na 

membrana dos espermatozoides dos mamíferos, tornando-a susceptível à 

peroxidação lipídica e ao ataque das ERO, reduzindo assim a capacidade 

antioxidante total do sêmen, bem como a qualidade do mesmo (GUERRA; 

EVANS; MAXWELL, 2004; BUCAK et al., 2007). 
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1.6.1. Produção de ERO no sêmen 

 

 Sabe-se que o mecanismo responsável pela produção das ERO ainda 

não está elucidado (MAIA; BICUDO, 2009), entretanto, algumas hipóteses são 

lançadas, pois a formação dos oxidantes tem sido intrínseca aos 

espermatozoides, onde os mesmos possuem sistemas produtores de ERO na 

membrana plasmática pelo sistema NADPH – oxidase; e nas mitocrôndrias, 

pela NADP oxidase dependente (GUERRA; EVANS; MAXWELL, 2004). 

 Ainda na década de 90, Aitken et al. (1995) descreveram que há 

evidências da presença de uma oxidase na membrana plasmática do 

espermatozoide que, quando ativa, gera O2
-, sugerindo ainda que a 

nicotinamina adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) seja a principal fonte de 

elétrons responsáveis pela produção de O
2

- 
pelo espermatozoide humano, com 

o possível envolvimento do sistema NADPH oxidase, como acontece em outros 

tipos de células.   

 Avaliando sêmen de equinos, Sauber e Ball (2006) confirmaram que 

espermatozoides dessa espécie usam NADPH como substrato para geração 

de superóxido. Por outro lado, De Lamirande e Lamothe (2009) relataram que, 

em sêmen humano, a enzima espermática não é similar a NADPH – oxidase, 

pois os componentes dessa oxidase não foram encontrados quando 

submetidos à análise, entretanto sugeriram que outra oxidase não identificada 

está presente na membrana, tornando-se responsável pela produção de 

superóxido no espermatozoides.  

  Outra hipótese para produção de ERO seria através da diaforase 

espermática, integrada a cadeia respiratória mitocondrial e localizada na peça 

intermediária do espermatozoides (GAVELLA; LIPOVAC, 1992). Há uma 

predominância da diaforese espermática como sistema gerador de ERO pelo 

espermatozoide e o sistema mitocrondial é a maior fonte intracelular desses 

oxidantes, principalmente em espermatozoides de reprodutores inférteis 

(SANOCKA; KURPISZ, 2004). 

 As principais fontes de ERO do ejaculado estão nos espermatozoides, 

principalmente nos imaturos e morfologicamente anormais, pois geram maiores 

quantidades de ERO do que os normais (GIL-GUZMAN et al., 2001; MAIA; 
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BICUDO, 2009), bem como nos leucócitos que podem estar presentes no 

ejaculado (SANOOCKA; KURPISZ, 2004; MARCHESI; FENG, 2007) gerando 

cem vezes mais ERO que as células espermáticas (MAIA, et al., 2010). 

Baumber et al. (2002), ao incubarem espermatozoides de garanhão, na 

presença ou não de neutrófilos, observaram que os leucócitos presentes 

tornam-se, potencialmente, perigosos, sendo fonte de ERO, podendo causar 

um efeito prejudicial na função espermática.  

 Em sêmen de ovinos criopreservado aditivado, ou não com Trolox C e 

catalase, Maia et al. (2010) relatou a geração de oxidantes como: superóxido 

dismutase, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, através da 

lipoperoxidação, em sêmen congelado com ou sem antioxidantes, sugerindo 

que o processo de criopreservação induz a formação de ERO na espécie.  

 

1.6.2. ERO e a capacitação espermática  

 

 Estudos vêm demonstrando evidências de que a capacitação 

espermática é um processo oxidativo, onde pequenas quantidades de ERO, 

como ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, são necessárias, para que 

ocorra a capacitação espermática,e a reação acrossomal, proporcionando 

capacidade de fecundação ao espermatozoides (BAUMBER et al., 2003; 

O’FLAHERTY et al., 2003). 

 De Lamirande e Lamonthe (2009) descreveram que tanto o superóxido 

(O
2

-
) quanto o óxido nítrico (NO

•
) estão envolvidos na capacitação do 

espermatozoides humano, e que há uma diferença entre essas duas ERO 

quanto ao período de tempo em que elas são necessárias, sendo O
2

- 
para os 

primeiros 30 minutos, e o NO
• 
por mais de duas horas. 

 O’flaherty, BEORLEGUI; BECONI, (2003) avaliaram o envolvimento do 

H2O2 no espermatozoides bovino após induzir a capacitação do mesmo na 

presença de heparina com adição de várias concentrações de catalase (10 a 

100 µg/mL), podendo observar que os níveis de H2O2 foram positivos (P<0,05) 

nos espermatozoides induzidos a capacitação do que no controle. Entretanto a 

adição de catalase, removedor de H2O2, não ocasionou nenhuma diferença 

(P>0,05) na porcentagem dos espermatozoides capacitados, porém, após 
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adicionar SOD ao meio pode-se observar inibição da capacitação, como a SOD 

é um removedor de O2
-, é possível afirmar que o superóxido dismutase é a 

ERO envolvida no mecanismo de capacitação espermática do 

espermatozoides bovino. 

 Maia et al. (2006), ao avaliar a geração de ERO e viabilidade 

espermática no sêmen de carneiro congelado com diferentes doses de 

antioxidantes, observaram que as concentrações de H2O2 gerados no sêmen 

com catalase foram semelhantes ao do controle não havendo nenhum efeito 

negativo na integridade da membrana plasmática e acrossomal, relatando a 

importância do peróxido de hidrogênio na capacitação espermática dessa 

espécie. Resultado semelhante foi obtido por Baumber et al. (2003), ao 

incubarem sêmen equino na presença do sistema gerador de O2
- e/ou H2O2 

xantina – xantina oxidase (X-XO), com e sem catalase, onde a geração de 

ERO não teve nenhum efeito na porcentagem de espermatozoides vivos com 

membrana intacta, independente da adição de catalase, quando comparado ao 

grupo controle. 

 

1.6.3. Danos causados ao espermatozoides pelas ERO 

 

 Embora as concentrações controladas das ERO sejam necessárias para 

o desenvolvimento de algumas funções fisiológicas em diferentes tipos 

celulares, seu excesso prejudica a motilidade, viabilidade e função 

espermática, através da interação com lipídeos da membrana, proteínas, DNA 

mitocondrial e nuclear (GUERRA; EVANS; MAXWELL, 2004; BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). Tais danos celulares podem ser aumentados e/ou 

acelerados quando os espermatozoides do ejaculado de diferentes espécies 

são submetidos ao processo de criopreservação (AZEVEDO, 2006; RODELLO, 

2006; MAIA, 2006; MAHFOUZ et al, 2010).   

 Esses distúrbios no balanço oxidante-antioxidante, em favor do oxidante, 

favorecem ao estresse oxidativo, que inicialmente, pode ser causado por 

redução na quantidade de antioxidantes e sistemas de defesa celular ou por 

produção elevada de ERO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).   

  Alguns estudos relataram que a ocorrência de decréscimo no 

metabolismo de energia do espermatozoides, na motilidade, viabilidade 
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espermática e na fragmentação do DNA proporciona em várias espécies, com 

a equina (ARMSTRONG et al., 1999), ovina (KRZYOSIAK et al., 2000), bovina 

(DURU; MURSHFOI; OFHNINGER, 2000) e humana (BILODEAU et al., 2002), 

a geração de altas concentrações de ERO.  Sicherle et al (2006) avaliaram a 

adição de diferentes concentrações de Trolox C (50, 100, 150 e 200 mM) em 

sêmen de carneiro e relataram que a utilização de 100 mM do composto Trolox 

C promoveu um efeito deletério sobre a mortalidade espermática, devido a 

produção elevada de ERO. Peris, Bilodeau e Dufour. (2007) observaram 

resultados semelhantes ao avaliarem os parâmetros seminais (motilidade) de 

carneiros, os quais apresentaram danos oxidativos nas células espermáticas.   

 Silva, (2010) observou efeito deletério na motilidade progressiva, vigor e 

membrana plasmática de espermatozoides de ovino aditivados com etileno 

glicol (3 e 5%) e acetamida (2 e 7%), submetidos a criopreservação, a partir da 

presença de ERO. Baumber et al. (2002) observaram, uma influência negativa 

das ERO, geradas por neutrófilos ativados sobre a motilidade do 

espermatozoides equino, havendo um declínio significativo no total de 

espermatozoides móveis e na motilidade progressiva. 

 Sircherle et al. (2011), ao adicionar os antioxidantes Trolox C e catalase 

em sêmen de ovino incubado, observaram que os aditivos não conseguiram 

inibir a alta produção de ERO após o descongelamento do sêmen, provocando 

a lipoperoxidação lipídica, fragmentação do DNA e queda de motilidade devido 

o decréscimo na produção de ATP e NADPH.  

 

1.6.4. Efeitos do uso de antioxidantes sobre a viabilidade  

 

 A adição de antioxidantes ao diluente vem sendo testada por vários 

pesquisadores, com intuito de promover proteção ao espermatozoides dos 

efeitos tóxicos das espécies reativas de oxigênio e minimizar as crioinjúrias 

decorrentes do processo e criopreservação (HOLT, 2000; WATSON, 2000) que 

promovem redução da motilidade, da integridade morfológica dos 

espermatozoides e, consequentemente, da fertilidade (SALAMON; MAXWELL, 

1995). 

 Krzyzosiak et al. (2000) também observaram um efeito benéfico da 

adição de Catalase ao diluente, na sobrevivência, motilidade e na viabilidade 
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do espermatozoides bovino. Bilodeau et al. (2002) observaram que a adição de 

pequenas quantidades de catalase (1 a 5 U/mL) foi suficiente para proteger o 

espermatozoides bovino dos danos causados pelo H2O2 à sua motilidade.  

 Silva et al (2008), avaliariam a adição de diferentes dosagens de 

piruvato de sódio e Trolox C ao diluidor, em sêmen congelado de garanhões, 

relatando que houve uma melhora (P<0,05) da motilidade progressiva e da 

integridade do DNA do espermatozoides, porém na associação de piruvato ao 

Trolox C não houve melhoras dos parâmetros seminais. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Atessahin et al. (2008), em 

espermatozoides de bodes da raça Angorá submetidos a criopreservação, 

onde observaram aumento da motilidade progressiva ao utilizarem 15 mM de 

cisteína.  

 Trabalhando com sêmen de carneiros, Sarlos et al. (2002) avaliaram o 

efeito dos antioxidantes: acetato de α-tocoferol, glutationa peroxidase, aromex, 

resveratrol e da associação de resveratrol + vitamina E ou resveratrol + 

aromex, na motilidade e integridade das membranas espermáticas. Estes 

autores observaram que a adição de antioxidantes prolonga o período de 

conservação do sêmen, melhora a motilidade do espermatozoides e reduz o 

grau de danos celulares. 

 Coyan et al. (2010) realizaram o primeiro estudo utilizando metionina 

como antioxidantes em sêmen de carneiro a 5ºC e relataram que foi possível 

melhorar, significativamente, a motilidade espermática utilizando uma dose de 

1 mM, após 72 horas de armazenamento. Tais efeitos são explicados devido a 

metionina ser percussora da glutationa, o que gerou seu aumento no meio em 

72 horas de armazenamento, favorecendo melhora na motilidade. 

 Bucak e Tekin (2007), ao avaliarem o efeito da adição trealose (50 mM) 

e glutationa (5 ou 10 mM) em sêmen diluido com tris-gema, relataram que a 

utilização de ambos demonstrou melhora significativa na proteção do 

espermatozoides  como por exemplo, motilidade, viabilidade e estabilização da 

membrana de espermatozoides submetidos a técnica de criopreservação.   

 Tilburg et al. (2008) promoveram um estudo para avaliar a influência da 

insulina em sêmen criopreservado de carneiro e observaram a aumento da 

motilidade espermática, devido ao aumento da captação de glicose pelas 

células espermáticas, gerado pela maior concentração de insulina. Tal trabalho 
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também evidenciou que os parâmetros de retilinearidade, linearilidade e 

freqüência da batida do flagelo aumentaram significativamente em níveis de 

0,3; 3 e 0,003 µM/UI de insulina/mL, respectivamente. Os autores também 

observaram que o isso de insulina proporcionou a manutenção da integridade 

acrossomal no espermatozoides de carneiros. 

 

1.7.  Avaliação da fertilidade do sêmen  

  

 Tradicionalmente, a avaliação da fertilidade do sêmen de um reprodutor 

era feita apenas com bases descritivas, evidenciando o número de 

espermatozoides presentes no ejaculado, sua motilidade e morfologia. No 

entanto, estudos têm demonstrado que esse conceito é falho, uma vez que, o 

número de espermatozoides moveis ou morfologicamente normais garantem 

apenas sua competência funcional, e não a fertilidade do ejaculado.  

 Comumente a motilidade espermática é obtida de maneira subjetiva, 

através de análise sob microscopia óptica, entretanto pesquisas apontam que 

este tipo de avaliação manual é impreciso, mesmo quando realizada por 

técnicos experientes, devido a influência de uma série de variações entre 

observações e observadores (ARRUDA et al., 2003a; ARRUDA et al., 2003b).  

 Visando reduzir estas variações ocorrentes, o sistema de avaliação 

automatizada da motilidade dos espermatozoides tem sido reportado, uma vez 

que, a cinética espermática é um fator relevante na determinação do potencial 

de fecundidade dos espermatozoides, tornando a avaliação automatizada da 

motilidade dos espermatozoides é de suma importância, uma vez que, oferece 

maior confiabilidade nos parâmetros avaliados, os quais têm sido 

correlacionados com provas de capacidade fecundante em testes in vitro 

(JANUSKAUSKAS; JOHANNISSON; RODRIGUEZ-MARTÍNEZ, 2001). 

 Todavia, apenas a motilidade espermática não é capaz de explicar as 

diferenças entre o grau de fecundidade dos machos, pois, para atingir o 

excelente grau de fecundidade o espermatozoide deve possuir a capacidade 

de transpor parte do trato reprodutivo da fêmea até de ligar-se a zona pelúcida, 

sofrer reação acrossomal, penetrar na zona pelúcida e finalmente ligar-se a 

membrana do oócito, para que o mesmo seja ativado e inicie seu 
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desenvolvimento, a deficiência em qualquer dessas etapas reduz a capacidade 

de fecundidade do espermatozoide.  

 Com base nesta nova ótica de avaliação, novos testes complementares 

têm sido instituídos para avaliar com maior acurácia a capacidade fecundante 

do espermatozoide in vitro e in vivo, no entanto nenhum teste laboratorial 

isolado pode predizer o potencial de fecundidade do ejaculado. Além disso, 

algumas técnicas de avaliações complementares do sêmen por vezes têm sua 

aplicabilidade reduzida em detrimento da baixa repetibilidade dos testes, 

relação entre as características quantitativas e qualitativas na dose 

inseminante, manipulação do ejaculado e sua possível injúria, manutenção no 

trato genital feminino, fecundação e desenvolvimento embrionário (CORREA; 

PACE; ZAVOS, 1997). 

 Contudo, dentre a grande diversidade de biotécnicas que vem sendo 

desenvolvida para a avaliação seminal, podemos incluir a avaliação 

computadorizada de sêmen, que viabiliza a visualização de diversas 

características do movimento espermático, os testes de integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, o potencial de atividade mitocondrial e o 

teste de ligação do espermatozoide a membrana perivitelina da gema do ovo, 

como um importante conjunto de métodos possam predizer a capacidade de 

fertilidade do sêmen. 

  

1.8. Integridade das membranas  

 

 A avaliação dos espermatozoides por técnicas que apresentem maior 

confiabilidade, objetividade e repetibilidade é de suma importância, entre as 

várias formas de avaliação de integridade e função de compartimentos 

específicos da célula espermática, grande ênfase tem sido dada ao uso de 

sondas fluorescentes. A fluorescência é um indicador sensível e específico do 

estado de determinadas moléculas, podendo ser aplicada como um meio de 

medir as mudanças metabólicas dentro de células vivas, estas diferenças em 

afinidade das sondas fluorescentes por certas regiões do espermatozoide 

provavelmente é resultado de interações da célula com os lipídios e proteínas 

que estão distribuídos de maneira heterogênea por toda a membrana (EDDY; 

O’BRIEN, 1994; HAUGLAND, 2001). 
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 A realização da análise laboratorial da integridade espermática é 

fundamental em programas de pesquisa e tecnologia de sêmen, sendo uma 

ferramenta essencial para a avaliação da função celular. Sondas fluorescentes 

supravitais como iodeto de propídeo (PI) e Hoechst 33342 são utilizadas para 

avaliar a integridade de membrana plasmática do espermatozoide, o iodeto de 

propídeo vem sendo utilizado em larga escala e apresentando bons resultados 

tanto por microscopia com fluorescência como em sistema de citometria de 

fluxo, possui afinidade ao DNA e cora em vermelho as células que 

apresentarem danos em sua membrana plasmática (GRAHAM; KUNZE; 

HAMMERSTEDT, 1990; SALAMON; MAXWELL, 1995; ARRUDA et al., 2003a; 

CELEGHINI, 2005). Graham et al. (1990) ao testaram a eficiência do PI em 

avaliação de integridade de membrana plasmática no sêmen congelado de 

touros observaram uma nível de confiabilidade de 95%, indicando que o PI é 

um corante supravital confiável na avaliação de espermatozoides bovinos.  

 O corante Hoechst 33342 por sua vez, ao verificar a integridade de 

membrana plasmática do espermatozoide liga-se especificamente ao DNA e 

marca o núcleo da célula em azul, e por ter a capacidade de atravessar 

membrana plasmática intacta, atua como marcador das células não lesadas, 

podendo atuar de forma associada com outra sonda de coloração distinta, 

como por exemplo, o PI (SALAMON; MAXWELL, 2000).  

 A integridade acrossomal é outro parâmetro importante na morfologia 

espermática, pois o processo de criopreservação pode antecipar o 

desencadeamento da reação acrossômica. Dentre as diferentes técnicas 

utilizadas para avaliação da integridade acrossomal as aglutininas como, 

aglutinina Pisum sativum (PSA), aglutinina de Ricinus communis (RCA) e 

Aglutinina Arachis hypogea (PNA) as lectinas de leguminosas, uma das 

famílias de proteínas vegetais mais estudadas, mostram uma ampla 

abrangência em suas especificidades por carboidratos. O reconhecimento 

específico de carboidratos pelas lectinas é crítico para as interações celulares 

e, por isso, tem implicações em diversas áreas da biologia e da medicina 

(KUMAR et al., 1999).   

 Estas sondas produzem uma marcação uniforme do capuz acrossonal 

nas células que não tiveram o acrossoma reagido e uma banda fluorescente ao 

redor do segmento equatorial do espermatozoide que tenha sofrido reação 
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acrossomal, uma vez que, o caráter glicoproteico dos componentes 

acrossomais fornece especificidade a glicoproteínas da membrana acrossomal, 

sendo normalmente utilizado para esse tipo de análise a conjunção entre estas 

aglutininas a fluoresceínas, como o isotiocionato de fluoresceínas (FITCH), 

para que seja possível a visualização da membrana acrossomal em 

microscopia de fluorescência  (FARLIN et al., 1992; CELEGHINI, 2005). 

 A aglutinina do amendoim (PNA) é uma lectina vegetal não glicolisada 

composta de quatro subunidades idênticas de 27 kDa. O PNA é oriundo do 

amendoim, se liga a galactose, presente na membrana acrossômica externa, 

não se ligando a membrana plasmática (ZEGINIADOU; PAPADIMAS; 

MANTALENARIS, 2000). Quando o FITC-PNA é utilizado para a avaliação da 

integridade do acrossoma, este agente se liga a β-galactose associada à 

pequena porção da membrana acrossomal externa de espermatozoides 

portadores de acrossoma intacto, corando-os com uma fluorescência verde 

brilhante (ROTH et al., 1998). Já em acrossomas reagidos e/ou com áreas 

danificadas na membrana acrossomal, o corante não consegue ligar-se a β-

galactose, marcando apenas a região equatorial da cabeça em verde 

fluorescentes ou mantendo toda a extensão da cabeça de forma incolor (ROTH 

et al., 1998; GRAHAM, 2001). 

 De maneira inversa FITC-PSA para a avaliação da integridade do 

acrossoma, os espermatozoides que possuem sua membrana integra não são 

corados, devido à ausência de contato efetivo entre a sonda fluorescente com 

o conteúdo acrossomal, uma vez que está aglutinina não é permeável a 

membrana acrossomal. Por outro lado, em células espermática que 

apresentam acrossoma danificado, o FITC-PSA entra em contato com o 

conteúdo acrossomal e se liga a α-manose e a α-galactose da matriz 

acrossomal, corando esta região em verde amarelado fluorescente (ARRUDA 

et al., 2007; CELEGHINI, 2005).  

 A avaliação do potencial de membrana mitocondrial é fundamental para 

a intepretação de mudanças na fisiologia celular em várias situações, tem 

como principal finalidade predizer o risco da célula espermática sofrer 

apoptose, pois o comprometimento deste parâmetro deve ser encarado como 

primeiro sinal de estresse, induzido pela elevação da concentração de espécies 
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reativas de oxigênio (ERO), comprometendo o metabolismo normal celular 

(MARCHESI; FENG, 2007).   

 O ATP produzido pelas mitocôndrias é gerenciado pelo potencial de 

membrana mitocondrial interno gerado pela cadeia respiratória, este ATP 

produzido pelas mitocôndrias atuam como suplemento energético para 

ocorrência dos batimentos flagelares, tornando indispensável a produção de 

ATP, para que ocorra a motilidade espermática (DUCHEN et al., 1993). Desta 

forma inúmeros marcadores para o monitoramento do potencial mitocondrial de 

membrana têm sido pesquisados, dando ênfase ao uso das sondas 

fluorescentes, como o Rhodamine 123 (GRAHAM, 2001; AURICH, 2005), 

MITO (SILVA et al., 2009) e o 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’- 

tetraetilbenzimidazolil-carbocianine iodide (JC-1) são utilizados para o 

monitoramento do potencial de membrana mitocondrial (AURICH, 2005). 

 A rodamina 123 (R123), que é um fluorocromo capaz de marcar 

mitocôndrias em células vivas, emitindo fluorescência verde a 515-575 nm, tem 

sido utilizada para análise da função mitocondrial dos espermatozoides, devido 

ao fato de ser uma sonda seletiva de membranas funcionais, cujo princípio de 

atuação está baseado na formação do gradiente de próton na membrana 

mitocondrial interna (SILVA e GADELLA, 2006). 

 Graham, Kunze e Hammesstedt. (1990) confirmaram que a sonda R123 

pode ser utilizada para avaliação da mitocôndria funcional das células 

espermáticas, após observarem que o corante R123 acumulou-se e foi retido 

intensamente em mitocôndria funcional de espermatozoide bovino, 

identificando ainda que a função mitocondrial, mensurada pela fluorescência 

emitida por R123, foi deprimida por inibidores de mitocôndrias (rotenona e 

monensina), dando condição de detectar os danos mitocondriais por esta 

sonda.  

 

1.9.  Avaliação da fecundação in vitro 

 
 A capacidade da célula espermática ligar-se a zona pelúcida in vitro, 

avalia a eficácia (concentração e capacidade) de receptores de 

espermatozoides ligarem-se ao oócito (MORAES et al., 2010). Observando os 

eventos primordiais para que ocorra a fecundação (GRAHAM, 1996) podemos 
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mencionar que a capacidade de ligação dos espermatozoides a zona pelúcida 

seja um importante atributo a ser considerado, num período que compreenda 

desde a capacitação espermática até a fertilização do oócito. Este tipo 

avaliação já tem sido reportado em espermatozoides de seres humanos, 

touros, porcos, garanhões e outras espécies, porém a necessidade da 

obtenção um grande número de ovários para este tipo de avaliação inviabiliza a 

realização corriqueira da técnica.  

 Sendo assim, outras alternativas de avaliação de fertilidade in vitro tem 

sido desenvolvidas, como por exemplo, a atualização da membrana perivitelina 

da gema de ovo da galinha, uma vez que a semelhanças moleculares entre 

essa e a zona pelúcida de algumas espécies dão condições para realização de 

testes de fertilidade in vitro (MORAES, 2010). Além disso, a membrana 

perivitelina da gema de ovo por ser uma matéria-prima abundante e de fácil 

manipulação, o que facilita a realização de vários ensaios in vitro (Graham; 

Moce, 2005), tornando-se uma ferramenta importante para o desenvolvimento 

de novos ou melhores testes de avaliação de fertilidade, que unam a 

praticidade com a confiabilidade de resultados.  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A utilização de sêmen criopreservado durante a inseminação artificial 

merece destaque, uma vez que, favorece a multiplicação de animais 

geneticamente superiores, auxilia na preservação de raças nativas e em risco 

de extinção, além de ser uma técnica simples e com custo baixo, quando 

comparada às demais biotécnicas.  

No entanto, alguns entraves decorrentes do uso destas biotécnicas 

ainda precisam ser solucionados. A exemplo disso, são os baixos índices de 

fertilidade quando do uso do sêmen congelado-descongelado. Sendo assim 

faz-se necessário estudos quanto a compreensão do eventos metabólicos e 

fisiológicos necessários para a capacitação e fecundação espermática, visando 

reduzir os estresse oxidativo, bem como os danos ocasionados ao 

espermatozoide durante o processo de congelamento-descongelamento.  

Neste contexto, a adição de antioxidantes ao meio diluidor visa tentar 

resolver este impasse, a fim de permitir alcançar taxas de fecundidade mais 

elevadas, melhorando assim os índices reprodutivos do rebanho ovino como 

um todo.  Os antioxidantes atuam na prevenção da oxidação das células, as 

quais possuem um mecanismo de defesa que atua como detoxificador do 

agente oxirredutor, ou como responsável na reparação da lesão ocorrida, 

inibindo ou minimizando a exacerbada produção das ERO no processo de 

criopreservação, sem alterar a viabilidade espermática (GUERRA et al., 2012).  

 Dentre os antioxidantes enzimáticos o ácido ascórbico e o Trolox C 

(análogo da vitamina E) merecem destaque quanto a sua utilização. Uma vez 

que, a adição de ácido ascórbico ao diluente minimiza os efeitos oxidativos, 

mantendo a integridade do DNA do espermatozoide, elevando assim os níveis 

de fertilidade (BRANCO et al., 2009). Marques et al. (2002) observaram que ao 

adicionarem Trolox C ao sêmen diluído de equinos, o mesmo atuou como 

agente inibidor de ERO, pois proporcionou incremento da motilidade e 

viabilidade espermática, e redução dos danos ao DNA da célula espermática. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral  

 Avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações dos antioxidantes 

no sêmen fresco de carneiros antes da criopreservação sobre a 

qualidade espermática após descongelamento. 

 

3.2. Objetivos específicos  

  Avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações de Trolox C e 

ácido ascórbico no sêmen fresco de carneiros antes da criopreservação 

sobre: 

 a motilidade do espermatozoides descongelados; 

 a integridade das membranas plasmática e acrossomal; 

 o potencial de atividade mitocondrial; e 

 a capacidade de ligação dos espermatozoides descongelados na 

membrana perivitelina da gema de ovo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos  

 

 Toda e qualquer manipulação com os animais experimentais e às 

práticas de execução do experimento respeitaram os princípios éticos da 

experimentação animal do Comitê de Ética e Deontologia em Estudos e 

Pesquisas da Universidade Federal do Vale do São Francisco/Univasf, sob o 

protocolo de número 0005/140813.  

 

4.2 Local de execução  

 

As atividades experimentais foram realizadas nas instalações do Setor de 

Caprinovinocultura e no Centro de Pesquisa em Suínos, Espécies Nativas e 

Silvestres (CPSENS) da Univasf, situados no munícipio de Petrolina, Estado de 

Pernambuco. O município está localizado a uma latitude 09º23'55" Sul e a uma 

longitude 40º30'03" Oeste, estando a uma altitude de 376 metros, com 

precipitação média anual em torno de 500 mm. 

 

4.3 Animais experimentais e coleta de sêmen  

 

Foram utilizados três ovinos, sendo dois da raça Dorper e um da raça 

Santa Inês, com idade entre 12 e 36 meses, mantidos em um sistema de 

confinamento, em baias individuais. As dietas eram compostas de capim 

elefante (Pennisetum purpureum, Schum) como volumoso e concentrado à 

base de farelo de milho, farelo de soja, complementada com mistura mineral 

(NRC, 2000), com fornecimento de água à vontade.  

Foram realizadas 10 coletas de cada carneiro por meio de vagina 

artificial, na presença de uma fêmea ovina em estro natural ou induzido, entre 

os meses de maio a julho de 2014. 

 

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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4.4 Avaliações do sêmen fresco 

 

 Após a coleta, o sêmen era mantido em banho-maria a 32ºC e, 

imediatamente, avaliado quanto ao volume, aspecto, turbilhonamento, 

motilidade e concentração espermática. O aspecto e o volume eram avaliados 

diretamente no tubo coletor.  

 

Avaliação computadorizada da motilidade espermática  

 

 Para avaliar a motilidade total e progressiva de sêmen, 8 µL do sêmen 

fresco foi diluído em 400 mL de Tris e avaliado no Sistema de Análise 

Computadorizada de Sêmen (CASA; Minitub®, Berlim, Alemanha), em placa 

aquecida a 37ºC, em cada amostra foram avaliados cinco campos escolhidos 

aleatoriamente. Apenas sêmen com motilidade ≥70% foram utilizados. 

 

Avaliação da Concentração Espermática  

 

 Para determinar a concentração espermática uma alíquota de 4 µL de 

sêmen foi diluído em 4 mL de água destilada em microcuvetas próprias para o 

fotômetro SpermaCue (SDM6; Minitub®; Berlim, Alemanha), devidamente 

calibrado para sêmen de ovinos. Em seguida procedia-se a leitura 

automatizada, para obter a taxa de diluição para a concentração de 200x106
 de 

espermatozoides/mL (Figura 5). 

 

Figura 5. Fotômetro SpermaCue para determinar a concentração espermática. 

 

 

 

 

 

 

 
      Fonte: Arquivo Pessoal.  

 



51 

 

 

4.5 Diluição e Criopreservação do Sêmen 

 

 A quantidade de antioxidantes a ser acrescentado no sêmen diluído foi 

calculada de acordo com o número de palhetas a serem congeladas para cada 

tratamento, reduzindo o volume total do diluente Tris-gema de ovo (Anexo A).  

Para a utilização do antioxidante Trolox C foi necessário realizar o 

preparo da solução estoque (Anexo B), conforme descrito por Maia (2006). As 

concentrações de ácido ascórbico eram preparadas nos dias de coleta.  

A diluição foi realizada com o diluente Tris-Gema de ovo, conforme 

Souza et al. (2014), e em seguida os ejaculados foram subdivididos em 5 tubos 

de ensaio (5 mL) e as seguintes concentrações de antioxidantes foram 

adicionadas: 

 Controle, sem antioxidante; 

 100 µL de Trolox C1 (TRO100); 

 200 µL Trolox C (TRO200); 

 0,05% de Ácido Ascórbico2 (AA0,05); e 

 0,25% Ácido Ascórbico (AA0,25). 

 

  Após a diluição, as amostras tratadas foram colocadas dentro de becker 

com água a 32ºC, e acondicionados em câmara fria a 5°C durante 2 horas 

(taxa de resfriamento foi de 0,25ºC/min). Depois, as amostras foram levemente 

homogeneizadas, envasadas em palhetas de 0,5 mL e lacradas com seladora 

UltraSeal (Minitub®; Berlim, Alemanha). As palhetas foram acondicionadas a 8 

cm da lâmina de nitrogênio líquido (N2) durante 15 minutos, e em seguida 

submersas em N2  para serem armazenadas em botijão criogênico.  

 

4.6 Avaliações dos tratamentos  

  
 As amostras de cada tratamento foram descongeladas a 37ºC durante 

30 segundos, utilizando descongelador de palheta automático (IMV 

Technologies, SP, Brasil), e acondicionado em microtubos (1,5 mL), em banho-

maria a 37°C até a realização das avaliações. 

                                                 
1 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 carboxilic acid, (53188-07-1) Sigma Aldrich. 
2 C6H8O6, (A92902) c/ 176.12 g/mol, Sigma Aldrich. 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=53188-07-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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4.6.1 Avaliação da motilidade espermática  

 

 A avaliação da motilidade total e progressiva dos espermatozoides foi 

realizada através do CASA, conforme descrita anteriormente. 

 

4.6.2 Avaliação da integridade da membrana plasmática 
  
 

 A avaliação da integridade da membrana plasmática (iMP) foi 

realizada conforme descrita por Azevedo (2006), onde 5 µL do sêmen 

descongelado (2 x106 espermatozoides) foi colocado em outro microtubo e 

adicionado 120 µL de Tris, 2 µL de PI e Hoechst 33342 (1 mg/mL em PBS). Em 

seguida, foi homogeneizada, mantida protegida da luz e incubada a 37ºC 

durante 8 minutos. Após este tempo, 10 μL foi retirado, colocado entre lâmina e 

lamínula aquecidas a 37°C e avaliada em microscópio de fluorescência (AXIO 

Image A2; Carl Zeiss®, Berlim, Alemanha), utilizando filtro de fluoresceína de 

excitação de 365nm e de emissão de 420nm, onde foram contados 200 

espermatozoides em campos aleatórios da lâmina.  

As células coradas foram visualizadas e classificadas baseado na 

classificação de Celeghini (2005): 1) ausência de fluorescência azul (Hoechst 

33342) e presença de fluorescência vermelha (PI) na cabeça do 

espermatozoide indica que há lesão na membrana plasmática; e 2) presença 

de fluorescência azul (Hoechst 33342) e ausência de fluorescência vermelha 

(PI) na cabeça do espermatozoide, indica que a membrana plasmática 

encontra-se integra.   

A coloração fluorescente dos espermatozoides foi fotografada utilizando a 

câmara Zeiss Axiophot acoplada ao microscópio. 

 

4.6.3 Avaliação da integridade da membrana acrossomal  

 

Para avaliar a integridade da membrana do acrossoma (iAC) foram 

preparados esfregaços com 10 µL de sêmen de cada tratamento, que foram, 

protegidos da luz, secos em temperatura ambiente e armazenados a 4ºC. Após 

duas semanas, os esfregaços foram corados com 30 µL de FITC-PNA (100 



53 

 

 

µg/mL), incubados durante 20 minutos em câmara úmida a 4ºC, lavados depois 

em PBS e secos na ausência da luz. 

  Antes da avaliação dos esfregaços, 5 µL de meio de montagem (4,5 mL 

de glicerol, 0,5 mL de PBS e 5 mg de fenilenediamine) foi adicionado sobre o 

esfregaço de cada lâmina e depois coberta com lamínula (ROTH et al.1998). O 

total de 200 células foi avaliado em microscópio de fluorescência (AXIO Image 

A2; Carl Zeiss®, Berlim, Alemanha), utilizando filtro de fluoresceína de 

excitação de 365 nm e de emissão de 420 nm, onde foram contados 200 

espermatozoides em campos aleatórios da lâmina. Os espermatozoides foram 

classificados da seguinte forma, no aumento de 400x: a) com acrossoma 

integro, quando apresentavam a região acrossomal corada de verde brilhante; 

b) com acrossoma reagido/lesado, quando apresentavam uma faixa verde 

fluorescente na região equatorial da cabeça espermática ou não apresentavam 

fluorescência verde em toda a cabeça.  

 

4.6.4 Avaliação da atividade mitocondrial  

 

Para avaliar a atividade mitocondrial (AM) da cauda dos 

espermatozoides foi realizada conforme descrita por Celeghini (2005), com 

modificações. Alíquota de 5 µL (2x106 espermatozoides) de cada tratamento  

foi diluída com 120 µL de Tris, onde foram adicionadas 2 μL de Rodamina 123 

(R123) e 2 μL de PI. A utilização do PI foi necessária, para identificar os 

espermatozoides com ausência de atividade mitocondrial, uma vez que, estes 

se apresentavam incolor, desta forma, o PI deixou de cor vermelha a cabeça 

do espermatozoide. 

 Após homogeneizar a amostra, ela foi incubada a 37ºC durante 20 

minutos, sobre abrigo da luz, depois 10 μL foi retirado, colocado entre lâmina e 

lamínula pré aquecidas e avaliados em microscópio de fluorescência (AXIO 

Image A2; Carl Zeiss®, Berlim, Alemanha), utilizando filtro de fluoresceína de 

excitação de 400 a 570 nm e de emissão de 460 a 610 nm, em aumento de 

400x. Foram contados 200 espermatozoides em campos aleatórios da lâmina, 

onde os espermatozoides corados foram visualizados e classificados da 

seguinte forma: a) ausência de atividade mitocondrial, quando não havia 

fluorescência verde (R123) na cauda do espermatozoide; b) presença de 
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atividade mitocondrial, quando havia fluorescência verde na cauda do 

espermatozoide.  

 

4.6.5 Teste de ligação 

 

Preparação da membrana perivitelina  

 

A capacidade de se ligarem a membrana perivitelina da gema de ovo 

dos espermatozoide descongelados foi realizada conforme descrito por Amorim 

et al. (2007). As membranas perivitelinas (MPVs) a serem usadas foram 

preparadas retirando a gema de ovo da clara, em seguida removeu-se o 

excesso da clara da gema de ovo com papel toalha (marca Snob). A gema de 

ovo intacta foi colocada sobre um pedaço de parafilme, antes do rompimento 

da mesma, e depois a membrana da gema de ovo remanescente foi 

gentilmente lavada com diluente TALP (GRAHAM,1996). Antes da membrana 

da gema de ovo ser removida do parafilme, ela foi cortada com tesoura para 

abri-la, e então colocada na placa de petri de vidro contendo TALP para ser 

lavada várias vezes com TALP até a mesma não conter mais resíduo de gema.  

A MPV foi cortada em pequenos fragmentos (1x1 cm), utilizando uma 

cubeta de espectrofotômetro e uma lâmina de bisturi ainda dentro da placa de 

petri e com TALP. Cada fragmento da MPV foi imerso em 1 mL de TALP em 

tubos de ensaio de 4 mL.  

 

Ensaio de ligação a MPV in vitro 

 

Para realizar o teste de ligação, cada MPV foi inseminada com 50.000 

espermatozoides descongelados de cada tratamento.  

As membranas e os espermatozoides foram incubados a 37ºC numa 

atmosfera de 5% de CO2 no ar durante 90 minutos, onde os tubos foram 

agitados gentilmente a cada 30 minutos para manter a membrana aberta em 

contato com os espermatozoides. Vinte minutos antes do final do tempo de 

incubação, 10 µL de Hoechst 33342 (1 mg/ml em PBS) foi adicionado em cada 

tubo, a fim de permitir visualizar os espermatozoides ligados a MPV no 

microscópio de fluorescência (AXIO Image A2; Carl Zeiss®, Berlim, Alemanha).  
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Após a incubação, as MPV foram retiradas dos tubos e colocada em 

outro tubo contendo 1 mL de TALP, e lavada mais 5 vezes para remover 

aqueles espermatozoides que não se ligaram. Depois, cada MPV foi aberta em 

lâmina e coberta com lamínulas e avaliadas em microscópio de fluorescência 

usando um filtro de excitação com 365 nm e de emissão com 420 nm, em 

aumento de 400x.  

O número de espermatozoides ligados à MPV foram contados em 6 

campos aleatórios observado, e registrado. O número relativo de 

espermatozoides ligados por membrana para cada tratamento foi calculado, 

pela divisão do número total de espermatozoides ligados a MPV pelo número 

de espermatozoides ligados à do controle. 

 

4.7  Análise estatística  

 

Os parâmetros avaliados foram submetidos à análise de variância e as 

médias comparadas ao teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o 

programa SAS 9.2 2002-2008 by SAS Institute Inc. (Cary, NC, USA). 

 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Motilidade espermática 

 

 A motilidade total espermática foi maior para nos espermatozoides que 

foram tratados com 0,25% de ácido ascórbico (AA0,25) e 200 µL de Trolox C 

(TRO200) do que TRO100, AA0,05 e controle (Tabela 1; P<0,05).    

 Todas as amostras de sêmen tratadas com antioxidantes (TRO100; 

TRO200; AA0,05; e AA0,25) apresentaram a motilidade progressiva 

espermática maior que o controle (Tabela 1; P<0,05). 
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Tabela 1. Motilidade total e progressiva (%) de espermatozoides 

descongelados de carneiros tratados ou não com diferentes concentraçãoe de 

antioxidantes antes da criopreservação (Média±DP) 

  Trolox C Ácido Ascórbico 

(%) Controle TRO100 TRO200 AA0,05 AA0,25 

MT 59,80± 1,9c 61,99±1,92bc 64,33±1,9a 62,82±1,92bc 64,48±1,9a 

MP 39,57±2,68b 42,60±2,68a 46,70±2,6a 44,29±2,68a 44,84±2,6a 

a,b,cMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).  

AA: Ácido ascórbico; TRO: Trolox C; MT: motilidade total; MP: motilidade progressiva. 

 

 

5.2. Integridade da membrana plasmática e acrossomal, e da atividade 

mitocondrial 

 

O percentual de integridade da membrana plasmática dos 

espermatozoides tratados com 0,25% de ácido ascórbico (AA0,25) (Figura 6) 

foi maior que os demais tratamentos (Tabela 2; P<0,05).  

 

Figura 6. Espermatozoides de carneiros corados com PI e Hoechst 33342. 

Espermatozoides com membrana plasmática intacta (A) e lesada (B).  
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Tabela 2. Integridade da membrana plasmática e do acrossoma, e atividade 

mitocondrial de espermatozoides descongelados de carneiros tratados ou não 

com diferentes concentrações de antioxidantes antes da criopreservação 

(Média±DP) 

 

(%) 

 Trolox C Ácido Ascórbico 

Controle TRO100 TRO200 AA0,05 AA0,25 

iMP 22,04±6,9bc 18,80±6,9c 23,67±6,9bc 27,17±6,9b 37,0±6,9a 

iAC 78,06±5,3c 84,46±5,3b 86,48±5,3ab 89,0±5,3ab 92,19±5,3a 

AM 87,54±3,5d 91,85±3,5c 93,46±3,5bc 94,64±3,5ab 97,04±3,5a 

a,b,c,dMédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey 
(P<0,05).  
AA: Ácido ascórbico; TRO: Trolox C; iMP: integridade da membrana plasmática; iAC: 
integridade do acrossoma; AM: atividade mitocondrial.  

 

O tratamento com 0,25% de ácido ascórbico (AA0,25) ocasionou em 

maior percentual de espermatozoides com acrossoma intacto (Figura 7) e 

atividade mitocondrial (Figura 8) comparado aos tratados com TRO100 e 

controle (Tabela 2; P<0,05). 

 

Figura 7. Espermatozoides de carneiros corados com FITC-PNA. Células 

espermáticas com membrana acrossomal intacta (A) e reagida/lesada (B). 
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Figura 8. Cauda de espermatozoides de carneiros corados com R123. Células 

espermáticas com atividade mitocondrial (A) e sem atividade (B).  

 

 

5.3. Capacidade de ligação espermática a MPV 
 

Após o descongelamento, os espermatozoides tratados com 0,25% de 

ácido ascórbico (AA0,25) tiveram maior capacidade de ligação a membrana 

perivitelina (Figura 9) comparado aos demais tratamentos (Tabela 3; P<0,05).  

 

Figura 9. Espermatozoides corados com Hoechst 33342 ligados a MPV da 

gema do ovo.  
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Tabela 3. Número (absoluto e relativo) de espermatozoides após 

descongelamento de carneiros, tratados ou não com diferentes concentrações 

de antioxidantes antes da criopreservação, ligados a MPV (Média±DP) 

 NAE NRE 

Controle 115,70b 1,0b 

TRO100 125,93b 1,08b 

TRO200 141,83b 1,22b 

AA0,05 144,86b 1,25b 

AA0,25 155,73a 1,34a 

a,bMédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey 
(P<0,05). 
AA: Ácido ascórbico; TRO: Trolox C; NAE: Número absoluto de espermatozoides ligados a 
MPV; NRE: Número relativo de espermatozoides ligados a MPV. 
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6. DISCUSSÃO 

  

 A queda na motilidade é uma característica comum do espermatozoide 

criopreservado, devido ao estresse causado pelo processo de congelamento-

descongelamento (WATSON, 2000). Neste contexto, há necessidade de 

selecionar ejaculados de excelente qualidade, no intuito de reduzir as perdas 

da qualidade espermática após a criopreservação, e assim, manter os níveis de 

fertilidade para um bom programa de inseminação artificial.  

 A avaliação automatizada da motilidade dos espermatozoides é de suma 

importância, uma vez que, a motilidade espermática representa uma 

característica primordial para que o espermatozoide seja capaz de fecundar o 

oócito. Além disso, a análise computadorizada de sêmen oferece maior 

confiabilidade nos parâmetros avaliados, os quais têm sido correlacionados 

com provas de capacidade fecundante em testes in vitro (JANUSKAUSKAS; 

JOHANNISSSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2001). 

A motilidade total dos espermatozoides descongelados tratados com 

AA0,25 foi maior que o valor padronizado para ovinos pelo Manual para Exame 

Andrológico do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 1998), e 

superior aos reportados em diversos estudos com sêmen ovino descongelado 

(MOSES et al., 1995; OLIVEIRA; NEVES; LUZ, 1988; EL-ALAMY; FOOTE, 

2001; BAG et al., 2002). O ácido ascórbico melhora a cinética espermática, 

pois eleva as atividades antioxidativas das enzimas superóxido dismutase e 

catalase, que equilibram a ação negativa das ERO (GARCEZ et al., 2010). 

Maia et al. (2009) e Silva (2010) ao avaliarem a adição de 50 µL de Trolox C e 

0,5% ácido ascórbico, respectivamente, no sêmen criopreservado de ovinos, 

observaram resultados semelhantes aos encontrados neste estudo.  

 A motilidade progressiva em todos os espermatozoides tratados com 

Trolox C e ácido ascórbico encontrado em nossos estudos foram maiores que 

os reportados por Maia  et al. (2009), que testaram a associação de Trolox C e 

catalase (27,0±1,1) no sêmen de carneiro. Corroboram com nossos resultados 

Peixoto et al. (2008) e Martinez-Páramo et al. (2012) ao descongelarem sêmen 

de carneiro e de peixe, respectivamente, tratados com vitamina C e Trolox C, 

encontraram redução dos efeitos negativos das ERO e melhora da motilidade 

espermática.  
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A utilização das concentrações de ácido ascórbico e Trolox C merece 

destaque na avalição de motilidade progressiva de sêmen de ovinos, 

considerando que as concentrações dos antioxidantes utilizados foram 

eficientes na redução das espécies reativas de oxigênio após um ciclo de 

congelamento e descongelamento. Além disso, estes resultados foram 

superiores aos apresentados por Câmara et al. (2011) ao utilizarem glutationa 

redutase, superóxido dismutase e catalase como antioxidantes exógenos em 

sêmen de carneiro criopreservado, obtendo uma motilidade progressiva em 

torno de 30%.   

 Estes resultados quanto a motilidade progressiva são importantes, uma 

vez que, a motilidade é um dos fatores responsáveis para que o 

espermatozoide tenha condição de percorrer o trato reprodutivo feminino, e 

realizar a penetração efetiva nas células do cumullus e zona pelúcida do oócito. 

 A adição de 0,25% de ácido ascórbico proporcionou efeito benéfico na 

integridade de membrana plasmática avaliada pela associação das sondas PI e 

Hoechst 33342, dados que corrobora com os achados de Salamon e Maxwell 

(1995) que demonstraram espermatozoide com cerca de 30% intactos. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Moraes; Costa e Souza (2015) ao 

testarem a associação de Trolox+ácido ascórbico, e Trolox+ácido 

ascórbico+melatonina em sêmen de carneiros, observaram de 23% a 28% de 

espermatozoides com membrana plasmática íntegra. Valcárcel et al. (1997) 

obtiveram resultados semelhantes ao avaliarem a integridade de membrana 

plasmática de sêmen de carneiros, cerca de 36,7% e 44%, mantiveram-se 

íntegros. 

 Desta forma, podemos presumir que o uso de 200 µL de Trolox C, 0,05 

% e 0,25% de ácido ascórbico encontrados nesse estudo aumentou a 

capacidade de produção dos antioxidantes enzimáticos GSH, CSH-Px e 

catalase, reduzindo o potencial de lipoperoxidação lipídica, durante o processo 

de congelamento e descongelamento (HU et al., 2011).  

Maia et al. (2009) e Silva et al. (2011) ao utilizarem a sonda fluorescente 

PI na avaliação de membrana plasmática de espermatozoides de ovinos, 

observaram que, independente do acromossoma encontrar-se lesado ou 

reagido, cerca de 31 e 38%, respectivamente, mantiveram a membrana 

plasmática intacta.  Vimos que nossos percentuais de integridade acrossomal 
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nos tratamentos com antioxidante teve efeito benéfico (P>0,05) quando 

comparados ao controle. Arruda et al. (2007), Maia (2006), Azevedo (2006) e 

Bittencourt et al. (2014) encontraram resultados inferiores ao nosso quanto a 

integridade acrossomal, 47,5%, 59,9%, 51,5% e 67,0%, respectivamente. 

Todavia, Peixoto et al. (2008), avaliando a adição de ácido ascórbico e 

Trolox C na criopreservação de sêmen ovino, relataram que a adição desses 

antioxidantes não minimiza os efeitos negativos sobre a membrana acrossomal 

após a criopreservação. No entanto, Maia (2006) observou também que a 

utilização de Trolox C propicia um leve aumento nas concentrações de 

antioxidantes enzimáticos como a SOD, GPx e Catalase, o que não inibiu 

completamente a ocorrência da liporoxidação. De maneira similar, Silva et al. 

(2011a) relataram que a adição de superóxido dismutase (100 UI⁄mL) e 

glutationa (2 e 5 mM) ao diluente de congelação do sêmen ovino, preserva a 

integridade do acrossoma espermático. 

Sabe-se que a integridade de membrana plasmática e acrossomal são 

parâmetros que possuem maior correlação com a taxa de fecundação in vitro 

do que com a motilidade e morfologia, fato esse também observado por 

Januskauskas, Johannisson; Rodriguez-Martinez. (2001). 

 A avaliação do potencial de membrana mitocondrial tem sido usada 

como forma de medir a função mitocondrial, por causa de sua relação com a 

síntese de ATP que é necessária para a motilidade do espermatozoide. Assim, 

vimos que a adição de Trolox C e ácido ascórbico no sêmen de carneiro 

melhoraram a função mitocondrial, pois o número de espermatozoides 

descongelados com potencial de atividade mitocondrial foi maior em todos os 

tratamentos com antioxidante.  

 Windsor e White (1995), utilizando a sonda R123, demonstraram que o 

processo de congelamento e descongelamento provoca severos danos à 

membrana mitocondrial do espermatozoide ovino. Moraes, Costa e Souza. 

(2015) reportaram o potencial de atividade mitocondrial com a sonda R123 em 

sêmen de ovino tratado com melatonina+ácido ascórbico+Trolox C de 96,43%. 

Beconi et al. (1993), obtiveram percentual maior de espermatozoides com 

mitocôndrias intactas ao adicionarem vitamina C (5 mM) e vitamina E (1 

mg/mL) ao sêmen bovino, visualizando e redução dos efeitos nocivos das 

espécies reativas de oxigênio.  
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 Embora os índices de atividade mitocondrial tenham sido considerado 

alto neste estudo, a integridade de membrana plasmática não acompanhou a 

acrossomal. Este fato pode estar relacionado com o tempo de incubação, 

supondo que muitas vezes as células espermáticas estão em um período de 

transição, ou seja, embora tenham perdido a integridade da membrana 

plasmática, ainda apresentam função mitocondrial, a qual perde sua 

capacidade apenas após um determinado período (VALCÁRCEl et al.,1997).  

 Segundo Baumber et al. (2000), a estrutura mitocondrial do 

espermatozoide é a menos afetada por concentrações fisiológicas de algumas 

espécies reativas de oxigênio. Entretanto, é sabido que as mitocôndrias são 

responsáveis pela energia que gera motilidade a célula espermática, 

demostrando uma forte correlação entre os espermatozoides que possuam alto 

potencial de membrana mitocondrial, com aqueles que possuem capacidade de 

fecundação.  

 Vale salientar, que os resultados deste estudo são oriundos de carneiros 

com ejaculados de alta qualidade e baixo índice de patologias espermáticas. 

Segundo Alvarez e Moraes (2006) e Barbosa (2009), a grande produção de 

ERO ocorre de maneira exacerbada na presença de elevada quantidade de 

espermatozoides com gota protoplasmática e/ou com altas concentrações de 

leucócitos no ejaculado. 

 Sendo assim, a preservação da membrana plasmática e acrossomal e o 

a atividade mitocondrial observadas neste estudo, constata que a utilização de 

antioxidantes no meio diluidor é fundamental na proteção de alguns 

compartimentos celulares, reforçando ainda, a ideia de intensificar mais 

estudos visando a melhor constituição de diluidores, que, aliada às melhores 

curvas de resfriamento e congelação, possam alcançar o pico máximo de 

proteção as diferentes estruturas da célula espermática. 

 A capacidade dos espermatozoides em se ligar à membrana de oócitos 

foi conduzida utilizando a membrana perivitelina da gema de ovo de galinha. 

Este tipo de teste tem sido utilizado para avaliar o sêmen de humanos, touros, 

suínos, garanhões e outras espécies, uma vez que, existem semelhanças 

moleculares entre a zona pelúcida e a membrana perivitelina de ovo de 

galinha, como reportado por Moraes et al. (2010).  
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 A suplementação com 0,25% de ácido ascórbico teve a maior taxa de 

ligação dos espermatozoides à membrana da gema do ovo. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Costa et al. (2015), que testou 

melatonina+Trolox C+ácido ascórbico (1,54) e Trolox C+ácido ascórbico (1,54) 

nos espermatozoides descongelado de ovinos. 
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III. CONCLUSÕES 

 

 A adição de 0,25% de ácido ascórbico no sêmen fresco de carneiros 

antes da criopreservação melhora as características e a sobrevivência 

espermática após descongelamento, bem como seu potencial de fertilizante. 
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V. ANEXOS 

 

A) Tris-gema de ovo: 

3,605 g Tris; 2,024 g ácido cítrico; 1,488 g frutose; 2% de glicerol; 20% gema 

de ovo; 2% de glicerol; 100 mL de água destilada (sqs). 

 

B) Solução de Trolox C (10mM) 
 
0,0125 g de Trolox C em 5 mL de Tampão Tris 
 
 
C) Iodeto de propídio (Sigma-Aldrich, 28, 707-5 – 25 mg) 

Solução estoque: 25 mg de PI + 1 mL de DMSO  

Solução trabalho: 20 µL da solução estoque + 980 µL de PBS 

Armazenar em freezer, protegido completamente da luz.  

 

D) Rodamina 123 (R123, Molecuar Probes, R302 – 25 mg) 

Solução estoque (DMSO) – 5 mg/mL 

Solução trabalho (DMSO) – 0,2 mg/mL 

Armazenar em freezer, protegido completamente da luz. 

 

 


