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RESUMO 

 

Com o avanço das biotécnicas reprodutivas e do melhoramento animal, em todas as espécies 

de interesse econômico, o aprimoramento das técnicas de conservação de germoplasma se 

tornaram cada vez mais necessárias. A criopreservação de sêmen é uma dessas principais 

técnicas de conservação, no entanto, elas geram danos irreversíveis nas células espermáticas, a 

exemplo da lipoperoxidação, causada por espécies reativas ao oxigênio (EROs). Diante disso, 

se faz necessário o estudo de métodos que atenuem esses danos e aumentem a qualidade final 

do material criopreservado. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por 

meio da suplementação com Diazinon (120 μM), assim como o efeito dos agentes antioxidantes 

Trolox (75 μM), Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM), no diluidor TRIS-gema, sobre a 

qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. Para tanto, foram coletadas amostras de sêmen 

de seis carneiros da raça Dorper clinicamente saudáveis e com os parâmetros 

andrológicos/seminais normais. O sêmen foi diluído em diluidor Tris-Gema com glicerol e os 

respectivos tratamentos, em cada experimento. Experimento 1: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-

Gema + 120 µM de Diazinon); T2 (Tris-Gema + 75 µM de Trolox). Experimento 2: Controle 

(Tris-Gema); T1 (Tris-Gema + 25 µM de Genisteína); T2 (Tris-Gema + 20 µM de Resveratrol). 

Posteriormente, foram realizadas as análises macro e microscópicas do ejaculado pré e pós-

diluição. As amostras foram criopreservadas pelo método automatizado, em curva de 

congelação lenta para a espécie ovina e, após 15 dias, foram realizadas as seguintes análises 

pós-descongelamento: análise física, avaliação da longevidade espermática pelo teste de 

termorresistência (TTR), avaliação morfológica pós-descongelação, avaliação da ultraestrutura 

espermática: integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, atividade 

mitocondrial e funcionalidade da membrana plasmática espermática. Foi utilizado no estudo o 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), os dados foram submetidos à análise de variância 

e as médias comparadas pelo teste de Tukey e Duncan, com um nível de significância de 5%. 

Observou-se um aumento significativo do vigor espermático no tratamento com Resveratrol, 

quando comparado ao sêmen pré-congelação (p<0,05). Os tratamentos não geraram alterações 

nos parâmetros da ultraestrutura espermática (p>0,05). Não houve diferença entre os 

tratamentos na avaliação da longevidade espermática pelo TTR, no entanto, houve 

estabilizações na motilidade e vigor espermáticos entre os tempos do TTR (p<0,05). Não houve 

diferença entre os tratamentos na análise de morfologia espermática do sêmen criopreservado. 

A funcionalidade da membrana plasmática foi reduzida nos grupos com 120 µM de Diazinon e 

25 µM de Genisteína adicionadas meio diluidor. Não houve diferença entre os tratamentos na 

avaliação dos parâmetros cinéticos pelo CASA (p>0,05), com exceção da motilidade 

progressiva do T1 (Tris-Gema + 120 µM de Diazinon) que se mostrou reduzida em relação ao 

controle (p<0,05). Em conclusão, a suplementação de 120 μM de Diazinon ao meio diluidor 

Tris-Gema, não melhorou a cinética espermática bem como a qualidade estrutural dos 

espermatozoides criopreservados e a adição de 75 µM de Trolox manteve a qualidade 

espermática. A adição de 25 µM de Genisteína, ao diluidor Tris-Gema, mantém os parâmetros 

cinéticos espermáticos em relação ao controle, porém a suplementação de 20 µM de Resveratrol 

ao diluidor foi capaz de melhorar o vigor espermático do sêmen ovino criopreservado.  

 

Palavras-chave: espermatozoide, antioxidante, criopreservação 
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ABSTRACT 

 

With the advancement of reproductive biotechniques and animal improvement, in all species 

of economic interest, the improvement of germplasm conservation techniques has become 

increasingly necessary. Semen cryopreservation is one of these main conservation techniques, 

however, they generate irreversible damage to sperm cells, such as lipoperoxidation, caused by 

reactive oxygen species (ROS). Therefore, it is necessary to study methods that mitigate these 

damages and increase the final quality of the cryopreserved material. Thus, the objective was 

to evaluate the effect of sublethal stress, through supplementation with Diazinon (120 μM), as 

well as the effect of the antioxidant agents Trolox (75 μM), Genistein (25 μM) and Resveratrol 

(20 μM), on TRIS-yolk extender on the quality of cryopreserved ram semen. For this purpose, 

semen samples were collected from six clinically healthy Dorper rams with normal 

andrological/seminal parameters. The semen was diluted in Tris-Gema extender with glycerol 

and the respective treatments, in each experiment. Experiment 1: Control (Tris-Gem), T1 (Tris-

Gem + 120 µM Diazinon); T2 (Tris-Gem + 75 µM Trolox). Experiment 2: Control (Tris-

Gema); T1 (Tris-Gem + 25 µM Genistein); T2 (Tris-Gem + 20 µM Resveratrol). Subsequently, 

macro and microscopic analyzes of the pre- and post-dilution ejaculate were carried out. The 

samples were cryopreserved by the automated method, in a slow freezing curve for the ovine 

species and, after 15 days, the following post-thawing analyzes were carried out: physical 

analysis, evaluation of sperm longevity by the thermoresistance test (TTR), post morphological 

evaluation -thawing, evaluation of sperm ultrastructure: plasma membrane integrity, acrosomal 

integrity, mitochondrial activity and sperm plasma membrane functionality. The study used a 

completely randomized design (DIC), the data were submitted to analysis of variance and the 

averages compared by the Tukey and Duncan test, with a significance level of 5%. There was 

a significant increase in sperm vigor in the treatment with Resveratrol, when compared to pre-

freezing semen (p<0.05). Treatments did not change sperm ultrastructure parameters (p>0.05). 

There was no difference between treatments in the evaluation of sperm longevity by TTR, 

however, there were stabilizations in sperm motility and vigor between TTR times (p<0.05). 

There was no difference between treatments in sperm morphology analysis of cryopreserved 

semen. Plasma membrane functionality was reduced in the groups with 120 µM Diazinon and 

25 µM Genistein added to extender medium. There was no difference between treatments in 

the evaluation of kinetic parameters by CASA (p>0.05), with the exception of the progressive 

motility of T1 (Tris-Gem + 120 µM of Diazinon) which was reduced in relation to the control 

(p<0 .05). In conclusion, the supplementation of 120 μM of Diazinon to the Tris-Gema extender 

medium, did not improve the sperm kinetics as well as the structural quality of the 

cryopreserved spermatozoa and the addition of 75 µM of Trolox maintained the sperm quality. 

The addition of 25 µM of Genistein, to the extender Tris-Gema, maintains the sperm kinetic 

parameters in relation to the control, however the supplementation of 20 µM of Resveratrol to 

the extender was able to improve the sperm vigor of cryopreserved ram semen. 

 

KEYWORDS: sperm, antioxidant, cryopreservation   
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1 INTRODUÇÃO 

 

A utilização de sêmen criopreservado, em algumas biotecnologias reprodutivas, 

apresentam uma limitação devido aos baixos índices de fecundidade obtidos, quando 

comparado ao sêmen fresco ou resfriado (MAIA et al., 2009), uma vez que o processo de 

congelação/descongelação danifica cerca de 50% das células (SOUZA et al. 2016). 

O processo de criopreservação tem sido cada vez mais utilizado, devido a praticidade 

no transporte e manipulação do material genético, como também pela possibilidade de diversos 

métodos de criopreservação. Entretanto, esta técnica é capaz de induzir crioinjúrias seminais 

em diferentes espécies, provocando uma redução nas características in vitro e na fertilidade dos 

espermatozoides, devido aos danos nas membranas (ABAVISANI et al., 2013). 

Na tentativa de minimizar esses prejuízos, os antioxidantes vêm sendo utilizados nos 

meios de congelação de sêmen de várias espécies, inclusive na espécie ovina, com o objetivo 

de reduzir a produção de espécies reativas de oxigênio, melhorando a qualidade e resistência 

da célula espermática ao processo de criopreservação (CASTELLINI et al., 2003). 

Além disso, a partir de estudos na área de microbiologia de alimentos, foram 

desenvolvidas estratégias de aplicação de tratamentos que induzissem um estresse subletal em 

gametas e embriões visando a melhoraria das taxas de sobrevivência após tecnologias de 

reprodução assistida (PRIBENSZKY; VAJTA, 2011).  

A exposição prévia das células a estresses subletais pode estimular uma resposta com a 

síntese de proteínas de choque térmico (HSP). Estas células expostas a uma nova situação de 

estresse responderão de forma mais rápida, eficaz e reprogramada, procurando reduzir e limitar 

a extensão das lesões (MENTZ, 2018). 

Estudos mais recentes demonstraram que a alta produção de Espécies Reativas ao 

Oxigênio (EROs), decorrente da exposição a doses maiores de organofosforados, um potencial 

indutor de estresse oxidativo, a exemplo do Diazinon, pode ser antagonizada pela introdução 

de antioxidantes como o Trolox, assim como a Genisteína, que tem grande potencial 

antioxidante (LIU et al., 2010; FLORES et al., 2017). Essas substâncias podem reduzir 

substancialmente os efeitos das EROS sobre a lipoperoxidação da membrana plasmática. 

Portanto, a comparação de substâncias que levem a produção de estresse a nível subletal, com 

o uso tradicional de substâncias antioxidantes, pode demonstrar novos caminhos para redução 

dos efeitos adversos das EROs como alternativa aos testes rotineiros com diferentes classes de 

antioxidantes, aumentando a eficácia do processo de criopreservação e outras biotécnicas 

reprodutivas. 
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Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por meio da 

suplementação com Diazinon (120 μM), assim como o efeito dos agentes antioxidantes Trolox 

(75 μM), Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade 

do sêmen criopreservado de ovinos.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Espermatozoide e sua função 

 

Os espermatozoides são células formadas no interior dos túbulos seminíferos dos 

testículos, possuem uma forma alongada e consistem de uma cabeça contendo um núcleo 

achatado e de forma oval com a cromatina altamente condensada, com a sua extremidade 

anterior recoberta pelo acrossoma, e uma cauda composta de colo e peças intermediária, 

principal e terminal (PESCH; BERGMANN, 2006). 

A estrutura dos espermatozoides de mamíferos está fortemente relacionada às suas 

funções, que incluem capacitação espermática, reação acrossômica e processo de fertilização 

(JIANG et al. 2016). Contudo a seleção de espermatozoides funcionais desempenha um papel 

crucial na reprodução assistida.  

Os espermatozoides são células altamente especializadas, que possuem como principal 

função fertilizar o óvulo (NAGATA et al., 2018). São células alongadas, recobertos pela 

membrana plasmática. Na cabeça estão o núcleo e o acrossoma. O colo conecta a cabeça com 

o flagelo, que é dividido em peça intermediária, principal e terminal (SANTOS et al., 2018), 

onde cada estrutura desempenha um papel importante para o funcionamento da célula 

espermática (VARNER et al., 2014). 

Organelas de espermatozoides, incluindo o acrossoma, mitocôndrias e flagelos, têm sido 

implicadas no processo de fertilização (ERICSSON et al., 1993). Morfologicamente, o 

espermatozoide tem que sair no ejaculado já maduro, isto é, com a cromatina completamente 

condensada, membrana acrossomal íntegra e sem deformação, com a peça intermediária sem 

danos e o flagelo livre de gota citoplasmática. Isso facilita o transporte dos espermatozoides no 

trato reprodutivo da fêmea para o encontro com o ovócito. Além disso, a membrana íntegra 

permite a permanência de todos os componentes protéicos e lipídicos necessários para participar 

do mecanismo de fecundação (MARTINS et al., 2016).  

Para obter uma fertilização bem-sucedida, os espermatozoides devem permanecer 

progressivamente móveis, capazes de produzir energia na forma de ATP para os processos 

celulares, manter a membrana plasmática e a integridade acrossomal e reter as enzimas 

necessárias para a penetração no oócito. A interrupção de qualquer uma dessas características 

do espermatozoide, durante o processamento do sêmen e a criopreservação, provavelmente 

comprometerá a capacidade de fertilização.  
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2.2 Criopreservação e estresse oxidativo 

 

O processo de criopreservação espermática possibilita o uso de amostras de sêmen por 

períodos relativamente longos, reduz riscos e custos com aquisição de reprodutores, além de 

favorecer a rápida difusão do material genético (CASTELO et al., 2008). O uso do sêmen 

congelado permite maior aproveitamento de animais com alto potencial genético, transporte do 

sêmen para várias localidades, formação de bancos de germoplasma tanto de animais que 

correm risco de extinção como daqueles que não podem ser utilizados na reprodução, por danos 

ocasionados durante o manejo dos animais, e também possibilita replicar características de 

determinados grupos genéticos ao longo do tempo (BERTOZZO et al., 2009). 

Em 1983, no Brasil, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, motivada pela 

perda de material genético de animais em extinção, incluiu a técnica de criopreservação em seu 

Programa de Pesquisa em Recursos Genéticos. Desde então, foi possível criar uma rede de 

conservação de recursos genéticos animais e por meio de núcleos de conservação, mantidos nos 

habitats onde os animais estiveram submetidos à seleção natural (in situ), e no armazenamento 

de sêmen, de embriões e de oócitos em Bancos de Germoplasma (MARIANTE et al., 2011). 

A rápida congelação do sêmen, juntamente com lenta descongelação, implica em danos 

causados pela formação de cristais de gelo, que se agrupam formando grandes cristais, que 

rompem a membrana. A curva de congelação ideal deve ser suficientemente lenta para permitir 

que os espermatozoides se desidratem, e rápida o bastante para evitar que as células 

espermáticas fiquem expostas por muito tempo às elevadas concentrações dos solutos 

(SNOECK, 2003). 

Três são as etapas de temperatura da criopreservação. A primeira corresponde ao 

arrefecimento situado próximo de 0ºC, provocando danos nas células da grande parte dos 

animais e plantas quando submetidos à exposição contínua a estas temperaturas; a segunda de 

0 aos -40ºC, compreendendo o intervalo de temperatura de congelação, ocorrendo neste período 

à maioria dos danos celulares; e por fim, a temperatura criogênica a -196ºC, na qual os efeitos 

bioquímicos e fisiológicos são praticamente nulos (PESCH; BERGMANN, 2006).  

Diversos estudos sugerem que espermatozoides de diferentes espécies possuem 

particularidades criobiológicas e graus de sensibilidade variados para manipulação 

experimental, choque térmico (transições da fase lipídica), congelação e tolerância osmótica 

(WATSON, 2000; PURDY, 2006).  

Os efeitos da criopreservação na função e fertilidade dos espermatozoides foram 

estudados extensivamente em muitas espécies. A ultraestrutura espermática, principalmente, 
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a membrana plasmática e as membranas acrossomais externas, são comprometidas durante a 

criopreservação (LAYEK et al., 2016).  

Durante a criopreservação os espermatozoides sofrem um choque por frio e isso resulta 

em menor sobrevida dos espermatozoides pós-descongelamento. Para aqueles que sobrevivem, 

ocorre uma longevidade reduzida no trato reprodutivo da fêmea.  

Os efeitos negativos da criopreservação sobre os espermatozoides incluem, além do 

choque por frio, outros danos, como o estresse osmótico e alterações na fluidez e 

permeabilidade da membrana (NAGATA et al., 2019), superprodução de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), redução da integridade acrossômica, comprometimento do potencial de 

membrana mitocondrial e menor motilidade espermática em diversas espécies de animais 

domésticos. Nesse sentido, compreender as modificações moleculares infligidas pelo processo 

de congelamento-descongelamento é essencial para diminuir ou prevenir os danos causados 

durante a criopreservação (PERIS-FRAU et al., 2020).  

A criopreservação consiste em três etapas: diluição com o extensor/resfriamento, adição 

de crioprotetor e congelamento/descongelamento. A melhoria nos procedimentos de 

criopreservação de espermatozoides exigirá uma avaliação cuidadosa da complexidade da sua 

membrana plasmática, a interação de seus componentes e a influência do resfriamento, 

congelamento e descongelamento nessas interações (PARKS; GRAHAM, 1992). Os danos à 

membrana, causados pela criopreservação, afetam a capacitação e hiperativação espermática, 

assim como o processo de fertilização, que pode ser observado quando o mesmo número de 

espermatozoides é inseminado, a fertilidade do sêmen fresco é superior ao criopreservado 

(SANTOS et al., 2015). 

Além disso, as diferenças entre as espécies em termos de tamanho, formato e 

composição lipídico-proteica dos espermatozoides denotam que o processo de criopreservação 

não é igualmente eficiente entre todas as espécies. Foi relatado que touros, carneiros, cavalos e 

javalis produzem mais espermatozoides criossensíveis do que humanos, coelhos, gatos e cães 

(PERIS-FRAU et al., 2020). O principal efeito deletério causado ao espermatozoide é a geração 

de EROs durante todo o ciclo de congelamento e descongelamento, acompanhada por baixos 

níveis de antioxidantes no plasma seminal e no extensor, induzindo um estado de estresse 

oxidativo que causa a peroxidação lipídica do sistema de membrana biológica e resulta em 

qualidade reduzida do sêmen (CHAITHRASHREE et al., 2020). 

O estresse oxidativo foi identificado como um dos muitos mediadores da infertilidade 

no macho, causando disfunção do espermatozoide, uma vez que a produção aumentada de 

EROs sobrecarrega as defesas antioxidantes do corpo. Embora pequenas quantidades de EROs 
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sejam necessárias para o funcionamento normal dos espermatozoides, níveis desproporcionais 

podem afetar negativamente a qualidade dos espermatozoides e prejudicar sua capacidade geral 

de fertilização (AGARWAL et al., 2014). Altos níveis de EROs podem diminuir a motilidade 

dos espermatozoides, inativar as enzimas glicolíticas que afetam a qualidade do sêmen, 

deteriorando os lipídios da membrana, proteínas e DNA nuclear ou mitocondrial. Embora o 

sêmen ovino possua um sistema de defesa natural contra EROS, ele é considerado insuficiente 

sob estresse mediado pela criopreservação.  

Com isso, recomenda-se a adição de antioxidantes em meios utilizados para 

criopreservação para proteger as células espermáticas contra os danos causados pelas EROs 

durante a criopreservação dos espermatozoides com o intuito de aumentar as taxas de 

fecundação após inseminação artificial (CHAITHRASHREE et al., 2020). 

O estresse oxidativo é caracterizado como um distúrbio no estado de equilíbrio do 

sistema pró-oxidante e antioxidante das células, representados pela produção e eliminação das 

EROS. As EROS, conhecidas também como radicais livres, são produtos do metabolismo 

aeróbio celular, na qual uma molécula de O2 é reduzida em duas moléculas de água, através da 

incorporação de 4 elétrons. No entanto, quando essa redução ocorre de forma incompleta, ou 

seja, agregando menos de 4 elétrons, há a formação das EROS: superperóxidos (O2-), peróxidos 

de hidrogênio (H2O2) e radicais de hidroxila (OH) (MENEZO et al., 2016). 

Estes metabólitos, parcialmente reduzidos, são instáveis e altamente reativos, 

características que levam a um comportamento de interação com moléculas de lipídios, 

carboidratos e ácidos nucleicos, visando adquirir elétrons e retomar a estabilidade das 

moléculas. Dessa forma, as moléculas que concedem os elétrons sofrem oxidação, gerando 

danos celulares, como peroxidação lipídica, alterações na membrana e no DNA mitocondrial, 

danos no retículo endoplasmático, desnaturação proteica e alterações no fuso meiótico, que 

favorecem a produção de mais EROS (CROCOMO et al., 2012; AMIN et al., 2014).  

Apesar do excesso de EROS ser nocivo às células, estas moléculas são necessárias como 

sinalizadoras em reações do ciclo celular. Portanto, a redução excessiva de EROS pode levar à 

parada do desenvolvimento embrionário devido ao comprometimento de funções biológicas 

(HARVEY, 2007; FRIGONI, 2016). 

A produção de EROS é aumentada em condições de cultivo in vitro devido a fatores 

ambientais como a alta tensão de oxigênio (O2), cátions metálicos na água ou em reagentes 

utilizados, exposição à luz, presença de espermatozoides e danos celulares prévios de 

manipulação (CROCOMO et al., 2012). 
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Nos últimos anos, além dos danos ultraestruturas, bioquímicos e funcionais, os estudos 

associaram os baixos índices de fecundidade às EROs as quais são produzidas durante o 

processo de congelação/descongelação da célula espermática (BUCAK et al. 2008, SOUZA et 

al. 2016). Sendo os espermatozoides de ovinos susceptíveis ao estresse oxidativo, devido à 

elevada concentração de ácidos graxos poli-insaturados presentes na membrana plasmática 

(BUCAK et al., 2007).  

Por outro lado, alguns estudos demonstraram que restrições calóricas e diminuição do 

metabolismo de glicose, que são fatores de estresse celular, levam o metabolismo mitocondrial 

a prolongar o tempo de vida. Esses efeitos podem ocorrer em função do aumento da formação 

de EROS dentro das mitocôndrias, causando uma resposta adaptativa que aumenta a resistência 

ao estresse e, a longo prazo, a redução do estresse oxidativo. Esse conceito recebeu o nome de 

hormese mitocondrial ou mito-hormese (RISTOW; ZARSE, 2010). 

O conceito de hormese consiste em um fenômeno biológico em que o organismo, frente 

a estímulos subletais, tende a se adaptar (SILVA; FERRARI, 2011). Após a adaptação a 

determinado limiar de estresse, podem ocorrer benefícios ao seu desempenho (GONÇALVES, 

2014). A hormese aumenta a expressão de HSP, metalotioneínas (quelantes de metais tóxicos) 

e outras enzimas antioxidantes, na tentativa de defesa contra os radicais livres. Dessa forma, 

com o aumento das defesas celulares, há redução das taxas de morte celular, aumentando a 

longevidade (RATTAN; DEMIROVIC, 2010). 

A mito-hormese é a denominação do processo de adaptação das mitocôndrias, que pode 

produzir efeitos positivos, e um desses meios é pela produção de radicais livres. A teoria da 

mito-hormese apresenta que, em células incialmente normais, uma carga oxidante específica no 

balanço redox da mitocôndria pode ser benéfica (GONÇALVES, 2014).  

 

2.3 Estresse subletal 

 

Os diversos procedimentos que estão presentes nas técnicas de reprodução assistida, 

acabam exercendo alguma forma de estresse não controlado, em estruturas como oócitos e 

embriões. Vários relatos sobre estratégias que consistem em aplicar alguma forma de estresse 

subletal, de maneira controlada, em gametas e embriões, tem mostrado que, em sua grande 

maioria, esse tipo de estratégia pode gerar benefícios de alguma forma. As principais maneiras 

já apresentadas envolvem formas de estresse subletal que se baseiam em aumento de pressão 

hidrostática, alterações na pressão osmótica, aquecimento ou estresse oxidativo (MEZZALIRA, 

2018). 
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Quando as células são submetidas a vários fatores indutores de estresse, ocorre um 

aumento na produção de uma classe de proteínas denominadas proteínas de choque térmico 

(HSP, do inglês heat shock proteins) (VENDRELL‐FLOTATS et al., 2017), as quais estão 

presentes em todas as células das mais variadas formas de vida (DILLER, 2006). As HSP 

também atuam como chaperonas moleculares e há evidências de que essas proteínas 

desempenham papéis fisiológicos importantes em condições normais (KREGEL, 2002). As 

HSP também são expressas como resposta a um aumento de temperatura e a outros estímulos 

estressantes com o objetivo de proteger as células, mantendo a sua sobrevivência, e podem ser 

benéficas às mesmas quando são expostas a insultos subsequentes (DILLER, 2006). 

As chaperonas moleculares têm função de manter as proteínas que foram sintetizadas 

em sua correta conformação, interagindo com outras proteínas e, dessa forma, minimizam a 

probabilidade de que essas outras proteínas interajam de forma inadequada uma com a outra 

(FEDER; HOFMANN, 1999). Assim, impedem a desnaturação de proteínas e auxiliam a sua 

renaturação durante e após períodos de exposição a agentes estressores (NAHLEH et al., 2012).  

Quando há um aumento nas concentrações de proteínas malformadas, a resposta ao 

choque térmico (HSP) é ativada, aumentando a expressão dos genes das proteínas de estresse, 

que estão presentes em todos os compartimentos subcelulares das células eucarióticas 

(HOOGENRAAD, 2017). Essa alteração na expressão gênica pode ser mensurada através da 

quantificação de mRNA, utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(qPCR) (ARYA et al., 2005). 

De acordo com Fulda et al. (2010) qualquer situação que promova alterações na 

homeostase celular estimula uma HSP. Embora o nome pareça se referir a alterações na 

temperatura, essa resposta também é induzida a partir de outros estímulos, sendo uma das 

principais atividades celulares que preservam a sobrevivência frente ao estresse. Uma das 

principais alterações celulares causadas pelo estresse é o dano proteico que leva à agregação de 

proteínas desdobradas.  

Os princípios da resposta fisiológica ao estresse podem ser extrapolados desde os seres 

menos desenvolvidos, até organismos mais complexos, como os seres humanos. Ao enfrentar 

uma situação estressante, o organismo produz e libera fatores que desencadearão a melhor 

adaptação possível ao agente estressor. Através desses fatores, o organismo em questão se torna 

um pouco mais tolerante mediante a mesma situação estressante, e essa resistência ser 

extrapolada para outras situações, igualmente estressantes, mas de origem diferente da primeira. 

O que irá ocorrer, após a liberação dos fatores de tolerância, vai ser influenciado pela 

intensidade do estresse provocado, assim como pela intensidade da resposta (MENTZ, 2018). 
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2.3.1 Diazinon 

 

O Diazinon é um organofosforado comumente utilizado como ectoparasiticida em 

pequenos e grandes animais. Assim como os demais organofosforados, inibe a ação da enzima 

acetilcolinesterase, alterando o balanço oxidativo e antioxidante, além de causar danos ao DNA 

(GENG et al., 2015; INCE et al., 2017). Dessa forma, conforme mencionado anteriormente, 

substâncias capazes de gerar estresse celular oxidativo, quando utilizado em doses subletais, 

podem induzir alterações positivas a nível celular, a exemplo das células espermáticas e elevar 

a qualidade dessas células após exposição a outros tipos de danos como a criopreservação. 

Em elevadas doses, os organofosforados Malation e Diazinon são capazes de reduzir a 

qualidade espermática e as concentrações hormonais, devido a elevação do estresse oxidativo 

nos testículos, além de danos histopatológicos e diminuição do peso dos órgãos do sistema 

genital masculino, podendo reduzir a fertilidade dos animais expostos (SCHONS, 2022). 

Devido a sua propriedade lipofílica, o organofosforados atravessam facilmente a 

bicamada lipídica das membranas celulares, e dentro da célula produz radicais livres que 

causam um estresse oxidativo local (OZSOY et al., 2016; RIEGER et al., 2017). De forma 

semelhante, o Diazinon causa estresse oxidativo em diferentes tipos celulares de mamíferos 

devido a sua produção prévia de espécies reativas de oxigênio, causando apoptose em várias 

células no organismo (COLOVIC et al., 2015). 

Por ser uma substância muito difundida no uso agropecuário para controle de 

ectoparasitas, há uma grande importância da mensuração do efeito que doses subletais desse 

composto pode causar na fertilidade animal, pois é uma substância que pode gerar estresse 

oxidativo em diferentes tipos de células, bem como pode induzir a uma elevação da resistência 

aos danos provocados pelo processo de criopreservação espermática, através da alta produção 

de proteínas CSP (Cold Shock Proteins). 

 

2.3.2 Respostas celulares ao estresse subletal 

 

Para neutralizar o estresse celular e os danos proteicos decorrentes, as células aumentam 

a expressão dos genes responsáveis pelas chaperonas moleculares, que auxiliam no 

redobramento de proteínas e reduzem a agregação proteica. Para que esse processo ocorra é 

necessário que haja uma adaptação de uma célula ao efeito estressor (FULDA et al., 2010). A 

resposta inicial ao estímulo estressante é direcionar a célula a um processo de defesa e 

recuperação do insulto. A exposição prévia das células a estresses subletais pode estimular uma 
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resposta com a síntese de HSP ou proteínas de choque por frio (CSP). Estas células expostas a 

uma nova situação de estresse responderão de forma mais rápida, eficaz e reprogramada, 

procurando reduzir e limitar a extensão das lesões (MENTZ, 2018). 

No entanto, se o estímulo nocivo não for resolvido, as células ativam reações que levam 

a apoptose. No embrião bovino, por exemplo, a capacidade das células em realizar a apoptose 

é um fenômeno adquirido durante o desenvolvimento e é possível identificá-lo entre o estágio 

de oito e dezesseis células (HANSEN, 2007). Em nível molecular a apoptose é criteriosamente 

regulada através de duas principais vias e o resultado final de ambas é a ativação da cascata de 

caspases e a clivagem de substratos celulares específicos, resultando em mudanças 

morfológicas e bioquímicas associadas à apoptose (ZIMMERMANN et al., 2001). 

 

2.4 Mecanismos de defesa antioxidante 

 

É cada vez maior a procura de novos compostos com o objetivo de melhorar as defesas 

antioxidantes de sistemas biológicos bem como combater as EROS, as responsáveis pelo 

estresse oxidativo, através do desequilíbrio do sistema redox, interferindo na ação de 

substâncias antioxidantes no organismo (MOURÃO, 2007). 

Uma molécula antioxidante pode ser definida como qualquer substância que, quando 

presente em baixas concentrações comparadas àquela do substrato oxidável, previne ou retarda, 

a oxidação daquele substrato. Além disso, também possui a capacidade de transformar uma 

espécie reativa de oxigênio em água (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). 

Durante o período de estocagem do sêmen, a produção de EROS tem sido apontada 

como a principal causa da redução na motilidade, na integridade espermática e no declínio do 

metabolismo energético (BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002). Estudos têm 

demonstrado uma melhoria da qualidade cinética dos espermatozoides com adição de 

substâncias que combatam as EROS, no meio diluente, sendo utilizadas diversas substâncias 

como: vitaminas E e C, Trolox, CAT, SOD, cisteamina, cisteína, selênio, dentre outras 

(BUCAK et al., 2007). 

As células espermáticas possuem um sistema de defesa antioxidante enzimático e um 

não enzimático. O sistema enzimático é composto pelas enzimas: superóxido desmutase (SOD), 

catalase (CAT), peroxiredoxinas (Prx), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa 

peroxidase (GPx). E a defesa não enzimática, corresponde um grande número de compostos de 

baixo peso molecular, incluindo as vitaminas C e E, diferentes compostos de selênio, 

ubiquinonas (coenzima Q), ácido úrico e ácido lipóico (NORDBERG; ARNÉR, 2001).  



23 

 

As defesas antioxidantes endógenas têm como função remover as EROS ou convertê-

las em produtos intermediários não tóxicos. Existem várias evidências da atividade protetora 

dos componentes do sistema antioxidante (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), como o 

combate da lipoperoxidação e da apoptose espermática, prevenção das lesões de reperfusão 

pós-isquemia de coração, rim, fígado e intestino, desempenhada por enzimas como, SOD e 

CAT (BARBOSA et al., 2010).  

Com exceção da vitamina E (a-tocoferol), que é um antioxidante estrutural da 

membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Acredita-se que esta vitamina é o inibidor primário de 

EROS encontradas em pequenas quantidades nas membranas celulares de mamíferos e no 

plasma seminal (SIKKA, 2004). Por sua vez a vitamina C proporciona proteção contra a 

oxidação descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder redutor 

(JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007).  

As superóxidos dismutases e redutases devem funcionar em conjunto com enzimas que 

removem H2O2. As Catalases estão em nenhuma ou em baixa quantidade na mitocôndria, onde 

grande quantidade de O2 é gerado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004). Os antioxidantes 

não enzimáticos agem como agente redutor - doador de elétrons, além de se ligarem a moléculas 

de O2 que possam ser substrato para formação de EROS, ou seja, de forma geral atuam 

prevenindo ou minimizando os danos provocados pelas EROS (SILVA et al., 2010).  

Os antioxidantes combatem as EROS em três níveis: prevenção, intercepção e 

reparação, com objetivo único de proteger as células contra a ofensa oxidativa (AGARWAL et 

al., 2008).  

A atividade antioxidativa da melatonina, hormônio produzido pela glândula pineal, tem 

sido sugerida que esta seja um eficiente sequestrador de EROS. Alguns estudos relataram que 

a melatonina in vivo é cinco vezes mais efetiva que a vitamina E para detoxificar OH e duas 

vezes mais eficaz para neutralizar o radical peroxil (LOO•) (REITER et al., 2002).  

A identificação de antioxidantes que sejam capazes de minimizar os danos às células 

espermáticas durante a criopreservação, é um processo que deve ser bastante estudado, isto 

porque há variações nas características do ejaculado nas diferentes espécies de acordo com as 

épocas do ano, além de sofrer influência da idade e da alimentação (CÂMARA; GUERRA, 

2011). 
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2.4.1 TROLOX® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-ácido carboxílico) 

 

O TROLOX® é um análogo hidrossolúvel do tocoferol, foi sintetizado por Scott et. al. 

(1974) e indicado como antioxidante para a preservação de óleos e gorduras. Esta substância 

apresenta propriedades antioxidantes e é eficaz tanto em gordura animal quanto vegetal, 

característica que o torna singular, já que o tocoferol tem pouca atividade na preservação da 

peroxidação de óleos vegetais (SCOTT et al., 1974). 

A vitamina E ou tocoferol é um composto lipossolúvel natural da membrana celular 

(MANEESH et al., 2006) e protege as células das EROS. Acredita-se que a vitamina E é o 

inibidor primário dos radicais livres encontrados nas membranas celulares e no plasma seminal 

de mamíferos (SIKKA, 2004). 

O mecanismo de ação do efeito antioxidante do Trolox é semelhante ao da vitamina E, 

ou seja, ele envolve o OH- fenólico e a remoção de radicais peroxil (ALBERTINI; ABUJA, 

1999). 

O efeito da adição da Trolox ao diluidor de congelação do sêmen ovino foi observado 

por Silva (2010), onde relatou que a adição de Trolox (60 e 120 μM) ao diluente Tris-gema 

proporciona maior integridade estrutural e cinética de espermatozoides de carneiros pós-

criopreservação. 

 

2.4.2 Fitoestrógenos  

 

Os alimentos de origem vegetal são considerados uma rica fonte de fitoestrógenos, que 

são compostos polifenólicos não esteroides derivados do metabolismo vegetal com estrutura 

conformacional semelhante ao 17-β estradiol (E2) (PÉREZ-RIVERO et al., 2007; DI GIOIA; 

PETROPOULOS, 2019). Quando ingeridos por animais, os fitoestrógenos podem atuar como 

moduladores seletivos de receptores de estrogênio e agir como desreguladores endócrinos de 

forma agonista ou antagonista, dependendo da dose ingerida (ADAMS, 1995; DI GIOIA; 

PETROPOULOS, 2019), interferindo na síntese, secreção, transporte e metabolismo dos 

hormônios reprodutivos, durante o desenvolvimento embrionário e na vida adulta (WHITTEN; 

PATISAUL, 2001). 

Cerca de 100 fitoestrógenos foram reconhecidos. São categorizados de acordo com sua 

estrutura química, em quatro classes: isoflavonóides (Genisteína, Daidzeína, Formononetina); 

flavonóides (naringenina, kaemferol); cumestanos (coumestrol “COU”, sativol, diacetato de 

COU, 4-metoxicumestrol) e lignanas (enterolactona e enterodiol) (NILSSON et al., 2001; 

WOCŁAWEK-POTOCKA et al., 2013). A soja é a fonte mais abundante de isoflavonas, pois 
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é um dos alimentos com maior teor de Genisteína e Daidzeína, enquanto a alfafa e o trevo 

contêm uma grande quantidade de cumarinas. Vale ressaltar que os fitoestrógenos estão 

naturalmente presentes nas plantas, como glicosídeos, que são hidrolisados a aglicona (forma 

ativa) catalisada por enzimas presentes no sistema digestório (BONILLA, 2004). 

Nos últimos anos, os antioxidantes naturais, flavonóides e isoflavonóides, têm recebido 

uma considerável atenção. Muitos esforços têm sido feitos para elucidar a relação entre a 

estrutura e a atividade destes compostos. Estudos sugerem que o anel B de flavonóides e 

isoflavonóides é o centro da atividade antioxidante, sendo atribuído a esse centro a capacidade 

de sequestrar radicais livres. Além deste, as isoflavonas apresentam a propriedade de quelar 

metais, dependente da posição da hidroxila fenólica. A Genisteína tem três grupamentos 

hidroxílicos fenólicos com diferentes ações antioxidantes. A ação antioxidante da Genisteína 

contra os radicais peroxila está diretamente relacionada com a presença da hidroxila fenólica 

na posição C4’ (ZHANG et al., 2003; SIMÃO et al., 2005). 

Por meio de diversos estudos, foi demonstrado que a ingestão de fitoestrógenos causa 

alterações reprodutivas em animais de ambos os sexos, além de síndromes de infertilidade 

temporária (PÉREZ-RIVERO et al., 2009; PEÑA-CORONA et al., 2019). No entanto, também 

há evidências de que os fitoestrógenos favorecem a reprodução ao aumentar a concentração, 

motilidade e volume espermático necessários para a fertilização (YOUSEF et al., 2004). 

Em sêmen ovino, Adwas et. al. (2019) verificaram que a suplementação com Genisteína, 

uma isoflavona com potencial antioxidante, no diluidor seminal para criopreservação, foi capaz 

de aumentar a capacidade antioxidante, reduziu a lipoperoxidação, além de reduzir a 

fragmentação de DNA e a expressão da proteína pró-apoptótica caspase-3 na concentração de 

10 M. Por outro lado, uma concentração maior de Genisteína (100 M) causou efeitos 

deletérios à célula espermática e integridade funcional. Em um estudo de revisão, a Cisteamina 

teve seu benefício comprovado melhorando parâmetros de motilidade e viabilidade em sêmen 

ovino criopreservado (AKALIN et al., 2016). 

 

2.4.3 Resveratrol 

 

O Resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) é um polifenol encontrado em 

diversas espécies de plantas, entre elas, uvas, amoras e amendoim (BURNS et al., 2002). 

Estudos in vitro e in vivo mostram que o Resveratrol possui diversas propriedades biológicas 

como, por exemplo, eficácia antioxidante, anti-inflamatória, antifúngica, anticarcinogênica e 

inibidora da agregação plaquetária (RASTIJA et al., 2009; LI et al., 2010). 
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Os efeitos protetores do Resveratrol contra o dano oxidativo in vivo e in vitro são 

provavelmente devido à regulação de antioxidantes endógenos dos sistemas celulares, além de 

atuar como um antioxidante “scavenger” de EROs (SPANIER et al., 2009). Ele também inibe 

a formação de radicais livres de oxigênio suprimindo genes que induzem oxidação e induzindo 

enzimas antioxidantes incluindo SOD, CAT, tioredoxina e GPx (DOLINSKY et al., 2009; 

SPANIER et al., 2009; TANNO et al., 2010). Estudos também relataram que o Resveratrol 

quela o metal de transição cobre, que é capaz de gerar radicais livres e causar lipoperoxidação 

(FERRETTI et al., 2004). 

Apesar do efeito do Resveratrol ter sido demonstrado com eficácia na melhoria de 

parâmetros espermáticos dessas espécies, não há relatos claros dos efeitos do Resveratrol 

acrescido no diluidor seminal para criopreservação do sêmen de ovinos nas dosagens 

atualmente descritas.  

 

2.5 Análises espermáticas 

 

Após o processo de congelação/descongelação as análises seminais são necessárias 

fontes de confirmação da qualidade do material armazenado, de tal forma que o uso destas 

técnicas in vitro e in vivo, visam estimar o potencial de fertilidade do macho, através das 

avaliações a partir da funcionalidade, integridade e viabilidade espermática (KUÇUK et al., 

2014). 

Através do teste de termorrestência é possível observar o decréscimo na curva linear nos 

valores de motilidade e vigor com a progressão do tempo de incubação durante o teste de 

exaustão, acreditando-se muitas vezes, que este decréscimo ocorre por conta do maior consumo 

de suas substâncias nutritivas nos primeiros períodos do teste, além das perdas de componentes 

intracelulares ou de lesões estruturais na cauda dos espermatozoides, diminuindo sua 

viabilidade durante as duas primeiras horas (BARROS et al., 2013). 

A funcionalidade da membrana pode ser testada, dentre outros, pelo teste hiposmótico 

(JEYENDRAN et al., 1984). Esse teste baseia-se na observação de que um espermatozoide, 

com uma membrana celular íntegra, se colocado em solução hiposmótica, permite a passagem 

da água pela membrana celular até o restabelecimento do equilíbrio osmótico entre os fluidos 

extra e intracelulares, sendo um indicativo de que o transporte de água através da membrana 

está ocorrendo normalmente (INAMASSU et al., 1999).  

A utilização de sondas fluorescentes permite avaliar a integridade da membrana 

plasmática, através da combinação do Iodeto de Propídio com o Diacetato de 
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Carboxifluoresceína. O Diacetato de Carboxifluoresceína, por conter radicais acetil, consegue 

transpor a membrana intacta, sendo imediatamente desacetilada por esterases intracelulares, 

tornando a sonda impermeável e fazendo com que as células íntegras corem em verde. O Iodeto 

de Propídio somente penetra através de células que contenham membrana plasmática lesada, 

tendo afinidade pelo DNA e corando o núcleo da célula em vermelho (ARRUDA; 

CELEGHINI, 2003).  

A integridade acrossomal pode ser mensurada por diferentes métodos, todavia os mais 

comumente usados são aqueles que utilizam isotiocianato de fluoresceínas conjugadas a 

lecitinas, tais como: Peanut Agglutinin (FITC-PNA) ou Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA) 

(HERRERA et al., 2002). Estas lecitinas ligam-se especificamente a conteúdos acrossomais por 

meio da interação com glicoconjugados da membrana acrossomal externa (FITC-PNA) ou com 

grupos sacarídeos da glicoproteína pró-acrosina (FITC-PSA) (GILLAN et al., 2005; SILVA; 

GADELLA, 2006). 

O corante JC-1 não apenas tem a habilidade para distinguir a mitocôndria funcional 

daquela não funcional, mas permite que os diferentes níveis de função mitocondrial sejam 

observados, visto que mitocôndrias com respiração pouco ativa acumula pouco corante e 

fluorescem em verde, ao passo que mitocôndrias com respiração bastante ativa acumulam mais 

corante, formando um agregado e fluorescendo em laranja (GRAHAM; MOCÉ, 2005). 

A análise computadorizada do sêmen (CASA), oferece informações sobre a cinética 

espermática, com a utilização de campos de vídeo contendo imagens de espermatozoides 

eletronicamente digitalizados, fornecendo informação acurada, precisa e significativa do 

movimento individual de cada espermatozoide (AMANN; KATZ, 2004). Os parâmetros 

comumente obtidos através de analisadores de sêmen computadorizados são: velocidade do 

percurso curvilinear (VCL), velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta 

(VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), oscilação (WOB), frequência de batimento 

cruzado (BCF), e deslocamento lateral da cabeça (ALH) (VERSTEGEN et al., 2002). 
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 7 

RESUMO 8 

Objetivou-se avaliar o efeito do estresse subletal, por meio da suplementação com 9 

Diazinon (120 μM), assim como o efeito do agente antioxidante Trolox (75 μM), no 10 

diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. Para tanto, 11 

foram coletadas amostras de sêmen de seis carneiros da raça Dorper, clinicamente 12 

saudáveis e com os parâmetros andrológicos/seminais normais. O sêmen foi diluído em 13 

meio Tris-Gema com glicerol e os respectivos tratamentos: Controle (Tris-Gema), T1 14 

(Tris-Gema + 120 µM de Diazinon) e T2 (Tris-Gema + 75 µM de Trolox). 15 

Posteriormente, foram realizadas as análises físicas do ejaculado pré e pós-diluição. As 16 

amostras foram criopreservadas pelo método automatizado e, após 15 dias, foram 17 

realizadas as seguintes análises pós-descongelamento: análise física, teste de 18 

termorresistência (TTR), avaliação morfológica pré-congelação e pós-descongelação, 19 

integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, atividade mitocondrial, 20 

funcionalidade da membrana plasmática espermática e análise computadorizada do 21 

sêmen (CASA). A análise estatística foi realizada utilizando o SAS 2013, e as diferenças 22 

foram consideradas significativas quando p<0,05. No tratamento com Diazinon, a 23 

integridade acrossomal e a funcionalidade da membrana plasmática, se mostraram 24 

reduzidas em relação aos demais tratamentos (p<0,05), porém os demais parâmetros 25 

cinéticos foram semelhantes (p>0,05). Em conclusão, a suplementação de 120 μM de 26 

Diazinon ao meio diluidor Tris-Gema, não melhorou a cinética espermática bem como a 27 

qualidade estrutural dos espermatozoides, porém o tratamento com Trolox (75 µM), 28 

mantém a qualidade espermática do sêmen criopreservado de ovinos.  29 

Palavras-chave: antioxidante, criopreservação, organofosforado 30 

INTRODUÇÃO 31 
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A utilização de sêmen criopreservado se tornou cada vez mais importante ao longo 32 

dos anos, pois tem sido utilizado em diversas biotécnicas reprodutivas, devido à sua 33 

praticidade de manipulação, transporte e armazenamento. Entretanto, esta técnica é capaz 34 

de induzir crioinjúrias e outros efeitos deletérios aos espermatozoides, incluindo a 35 

indução prematura da reação acrossômica, perda de motilidade, redução na integridade 36 

do DNA, danos na membrana plasmática, acrossomal e mitocondrial, provocando a 37 

redução da fertilidade dos espermatozoides (Abavisani et al., 2013; Morrell e Mayer, 38 

2017). 39 

No entanto, as crioinjúrias podem ser reduzidas pela adição de antioxidantes ao 40 

meio diluidor durante a criopreservação, melhorando os parâmetros pós-descongelação 41 

de motilidade e fertilização in vitro (Castelo Branco et al., 2017).  42 

Tem sido observado que o Trolox é um excelente inibidor da lipoperoxidação, 43 

devido ao fato de distribuir-se nas camadas duplas de lipídeos das biomembranas, 44 

envolvendo o OH- fenólico e proporcionando a remoção de radicais peroxil (Albertini e 45 

Abuja, 1999). 46 

Por outro lado, a exposição prévia das células a estresses subletais podem 47 

estimular uma resposta com a síntese de proteínas de choque térmico (HSP). Estas células 48 

expostas a uma nova situação de estresse responderão de forma mais rápida, eficaz e 49 

reprogramada, procurando reduzir e limitar a extensão das lesões (Mentz, 2018). 50 

Em elevadas doses, os organofosforados Malation e Diazinon são capazes de 51 

reduzir a qualidade espermática e as concentrações hormonais, devido a elevação do 52 

estresse oxidativo nos testículos, além de danos histopatológicos e diminuição do peso 53 

dos órgãos do sistema genital masculino, podendo reduzir a fertilidade dos animais 54 

expostos (Schons, 2022).  55 

Porém, a níveis subletais, esses compostos podem levar a síntese de proteínas de 56 

choque térmico (HSPs), atuando no reagrupamento e remodelação de proteínas, 57 

exercendo a função de chaperonas moleculares, elevando sua resistência ao processo de 58 

criopreservação. Todavia, ainda não existem evidências e estudos relativos ao uso de 59 

organofosforados, como indutor oxidativo subletal, na criopreservação espermática. 60 

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do estresse subletal, por 61 

meio da suplementação com Diazinon (120 μM), assim como o efeito do agente 62 
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antioxidante Trolox (75 μM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sêmen 63 

criopreservado de ovinos. 64 

 65 

MATERIAL E MÉTODOS 66 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 67 

Universidade Federal do Piauí, UFPI, Teresina - PI, sob protocolo nº 745/2022. 68 

Foram utilizados seis carneiros da raça Dorper, provenientes do Biotério de 69 

Produção de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT), da Universidade Federal do 70 

Piauí, localizado na cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-71 

intensivo, em área com pastagem cultivada de capim Tifton sp e Mombaça sp, dividida 72 

em piquetes, recebendo silagem de milho, água e 20g/animal/dia de sal mineral, e 73 

avaliados quanto à normalidade dos parâmetros andrológicos antes do estudo, de acordo 74 

com as recomendações do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (motilidade em 75 

massa: ≥3; motilidade espermática: ≥80 %; concentração: 1 a 3 bilhões 76 

espermatozoides/mL; número total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhões; 77 

espermatozoides morfologicamente normais: ≥ 80% (CBRA, 2013). 78 

Foram realizadas 6 coletas de sêmen dos 6 reprodutores, com auxílio de uma 79 

vagina artificial, com um intervalo de 4 dias entre as coletas, totalizando 36 ejaculados. 80 

Após cada coleta, foram avaliados individualmente o ejaculado de cada reprodutor e 81 

selecionado conforme as características seminais desejáveis de reprodutores ovinos 82 

(CBRA, 2013). Posteriormente, foi formado o pool do ejaculado dos seis produtores, 83 

avaliado as características físicas do pool, e diluído em diluidor Tris-Gema (3,605 g de 84 

Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 UI de 85 

penicilina; 100 ml de água destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com 86 

osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), avaliando os parâmetros físicos de motilidade 87 

e vigor espermático após a diluição. Três diluidores experimentais foram preparados na 88 

seguinte disposição: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-Gema + 120 µM de Diazinon) e T2 89 

(Tris-Gema + 75 µM de Trolox). Uma parte do mesmo pool foi diluído em cada um dos 90 

grupos experimentais. As concentrações utilizadas nos tratamentos T1 (120 µM de 91 

Diazinon) e T2 (75 µM de Trolox) foram obtidas através de avaliação de desempenho em 92 

testes preliminares. Nesses testes, foram utilizadas as concentrações de 60, 120 e 180 µM 93 

de Diazinon e as concentrações de 25, 50 e 75 µM de Trolox, acrescidos ao diluidor Tris-94 
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Gema, de forma individual, inserindo o volume de sêmen necessário, conforme o cálculo 95 

de concentração espermática estabelecido pelo CBRA (2013) e avaliados os parâmetros 96 

de motilidade e vigor espermático imediatamente após a diluição e 15 minutos pós-97 

diluição, obtendo as melhores concentrações utilizadas neste estudo. 98 

Imediatamente após a coleta e processamento, as amostras de sêmen foram 99 

envasadas em palhetas de 0,25 mL, à temperatura ambiente, para uma concentração final 100 

de 20 × 106 espermatozoides viáveis/palheta, e então foram congeladas em máquina TK 101 

3000® (TK Tecnologia em congelação Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma taxa 102 

de resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a temperatura 103 

de 5 °C. Após estabilização a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 °C/min 104 

até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas foram colocadas diretamente 105 

em nitrogênio líquido (-196 °C). Após um período de 15 dias, as amostras foram 106 

submetidas às análises pós-descongelação. A descongelação foi realizada em banho-107 

maria, em uma temperatura de 37 ºC por 30 segundos, para avaliação quanto à motilidade 108 

total e vigor no teste de termo resistência (TTR), análise computadorizada do sêmen 109 

(CASA), avaliação morfológica pós-descongelação, avaliação da integridade da 110 

membrana plasmática, integridade acrossomal, atividade mitocondrial, através de sondas 111 

fluorescentes, funcionalidade da membrana plasmática espermática (HOST). 112 

O teste de termorreristência avaliou a longevidade dos espermatozoides das 113 

amostras de sêmen descongeladas, incubadas em banho-maria a 37 °C por um período de 114 

3 horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e 115 

incubadas a 37 ºC, posteriormente, foram avaliadas quanto à motilidade total (MT - %) e 116 

o vigor (1-5) espermático por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical 117 

Co., Ltda., Tóquio, Japão) com placa aquecedora acoplada, com aumento de 400x, nos 118 

tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos pós-descongelamento de acordo com Colégio 119 

Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). 120 

A análise computadorizada do sêmen descongelado foi realizada no Núcleo 121 

Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceará (NIB/UECE), através do 122 

sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analyses), utilizando o software Sperm Class 123 

Analyzer® (SCA) (Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha). Uma amostra de 124 

10 μL de sêmen descongelado de cada ejaculado foi diluído em 50 μL de meio TRIS 125 

(3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de frutose; 126 
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100 mL de água destilada) previamente aquecido em banho-maria a 37ºC, e uma alíquota 127 

de 10 μL dessa diluição foi inserido em lâmina previamente aquecida a 37ºC e analisado 128 

com auxílio de microscópio de contraste de fase acoplado a uma vídeo-câmera adaptada 129 

ao sistema (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japão). Para cada amostra foram analisados 130 

cinco campos. Dentre os parâmetros avaliados estão: motilidade total (MT - %), 131 

motilidade progressiva (MP - %), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em 132 

linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso (VAP - μm/s), linearidade (LIN - 133 

%), retilinearidade (STR - %), índice de oscilação ou wobble (WOB - %), deslocamento 134 

lateral de cabeça (ALH - μm) e frequência de batimento cruzado (BCF - Hz), individual 135 

para cada espermatozoide analisado. 136 

A morfologia foi estimada em cada amostra de sêmen descongelado, pelo método 137 

da câmara úmida, por meio do qual foram avaliados 200 espermatozoides por observação 138 

microscópica (1000x), e a porcentagem das diversas alterações morfológicas foi agrupada 139 

e classificada em espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos maiores, 140 

defeitos menores e defeitos totais, conforme Bloom (1973). 141 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizado o método de 142 

coloração dupla com diacetato de carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St.Louis, 143 

MO, USA) e iodeto de propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado 144 

por Coleto et al. (2002), em que alíquotas de 50 μL de sêmen pós-descongelação foram 145 

diluídas em 150 μL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de ácido cítrico, 1,488 g de frutose, 146 

100 mL de água destilada) contendo 5 μL de DCF (0,46mg/mL em DMSO) e 20 μL de 147 

IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 200 148 

espermatozoides foi avaliado em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., 149 

Ltda., Tóquio, Japão), com aumento de 400x, usando-se filtro de emissão DBP 580-150 

630nm e excitação DBP 485/20nm. Os espermatozoides foram classificados com 151 

membrana intacta, quando se apresentaram corados em verde, e com membrana 152 

danificada quando corados em vermelho.  153 

Para avaliação da integridade do acrossoma, foi utilizado o corante isotiocianato 154 

de fluoresceína conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis, 155 

MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma alíquota 156 

de 20 μL da solução estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e adicionada a 157 

480 μL de solução de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentração final de 100 158 



34 

 

μg/mL. Alíquotas (20 μL) desta solução foram inseridas sobre esfregaços de lâminas 159 

contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em câmara úmida a 160 

4 °C, na ausência de luz. Após incubação, as lâminas foram enxaguadas duas vezes em 161 

PBS refrigerado (4 °C) e reservadas para secagem na ausência de luz. Imediatamente 162 

antes da avaliação, 5 μL de meio de montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, 163 

5mg de azida sódica e 5mg de p-fenilenodiamina) foi inserido sobre a lâmina e cobertos 164 

com lamínula. Foram avaliados 200 espermatozoides por lâmina, com aumento de 1000 165 

x, sob óleo de imersão, em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., 166 

Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitação. 167 

Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas intactos, quando 168 

apresentaram a região acrossomal corada com fluorescência verde, ou como portadores 169 

de acrossoma reagido, quando apresentaram uma faixa verde fluorescente na região 170 

equatorial da cabeça espermática ou não apresentaram fluorescência verde em toda região 171 

da cabeça.  172 

A função mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo 173 

catiônico lipofílico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, alíquotas de 50 μL de sêmen 174 

pós-descongelação foram diluídas em 150 μL de Tris, contendo 5 μL de JC-1 (0,15 mM 175 

em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 200 espermatozoides foram 176 

avaliados em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, 177 

Japão), com aumento de 1000 x, sob óleo de imersão, usando-se filtro de emissão LP 515 178 

nm e BP 450-490 nm para excitação. Os espermatozoides com a região da peça 179 

intermediária coradas em laranja foram classificados com alto potencial de membrana 180 

mitocondrial, e aqueles com a região da peça intermediária coradas em verde foram 181 

classificados com baixo potencial de membrana mitocondrial. 182 

Para avaliação da funcionalidade da membrana espermática, através do teste 183 

hiposmótico (HOST), uma proporção de 10 μL de sêmen descongelado de cada 184 

tratamento, de forma individualizada, foi diluído em 1 mL de solução hiposmótica 185 

constituída por citrato tri-sódico e frutose, obedecendo a uma concentração de 150 186 

mOsm/L. Outra alíquota de 10 μL de sêmen, de cada tratamento, de forma 187 

individualizada, foi diluído em 1 mL de solução isosmótica, constituída por citrato tri-188 

sódico e frutose, obedecendo a uma concentração de 300 mOsm/L, conforme Fonseca et 189 

al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente, 190 
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10µL de cada solução (hiposmótica e isosmótica) foi inserido sobre lâmina, coberta com 191 

lamínula, e observada em microscópio de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., 192 

Tóquio, Japão) com aumento de 1000x. O resultado foi expresso em percentual pela 193 

diferença de caudas dobradas antes e após o teste, em 200 espermatozoides contados. 194 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com três 195 

tratamentos e 6 repetições (coletas). As variáveis motilidade total e vigor no teste de termo 196 

resistência (TTR), integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, 197 

atividade mitocondrial, funcionalidade da membrana plasmática espermática (HOST) e 198 

avaliação morfológica pré e pós-descongelação foram submetidas à análise de variância 199 

(ANOVA), utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM), e para 200 

comparação de média foram utilizados os testes paramétricos de Duncan e Tukey, na 201 

probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do programa Statistical 202 

Analysis System (SAS Institute Inc, 2002). 203 

 204 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 205 

 206 

Os parâmetros cinéticos, pós-descongelação, de espermatozoides criopreservados, 207 

analisados pelo sistema CASA, são observados na Tab. 1. O grupo suplementado com 208 

Diazinon (120 μM) apresentou menor motilidade progressiva (10,92%) em comparação 209 

com o grupo Controle (20,82%) (p<0,05), porém não diferiu do grupo suplementado com 210 

Trolox (75 μM) (p>0,05, Tab. 1). Por outro lado, a motilidade progressiva do grupo 211 

suplementado com Trolox (75 μM) se manteve ao mesmo nível do tratamento controle 212 

(p>0,05). Os demais parâmetros cinéticos espermáticos foram preservados de forma 213 

semelhante em todos os diluidores utilizados no processo de criopreservação (p>0,05). 214 

O sêmen criopreservado em meio com Diazinon (120 μM) não apresentou a 215 

resposta esperada de proteção após o estímulo nocivo provocado pelo processo de 216 

criopreservação, através de uma concentração subletal, mantendo uma motilidade 217 

progressiva abaixo do tratamento controle. No entanto, o grupo suplementado com 218 

Diazinon manteve uma motilidade total de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013) 219 

para o sêmen criopreservado de ovinos (≥ 30%). Dessa forma, observa-se que o Diazinon 220 

(120 μM) estimulou um nível de estresse subletal nas células espermáticas, porém sem 221 

melhorar os parâmetros cinéticos. 222 
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 223 

Tabela 1. Parâmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovinos 224 

em meio de congelação suplementado com Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM) (n=6) 225 
 226 

Parâmetros Controle Diazinon Trolox 

MT (%) 51,67±13,73 35,67±9,44 51±10,18 
MP (%) 20,82±10,77a 10,92±2,77b 13,5±4,23ab 

VCL (μm/s) 61,22±10,42 54,98±5,75 54,95±5,7 

VSL (μm/s) 33,88±11,08 26,58±4,54 25,53±5,47 

VAP (μm/s) 42,65±10,96 36,67±4,2 35,1±5,04 

LIN (μm/s) 54,23±9,0 48,1±4,38 46,28±7,48 

STR (μm/s) 78,23±7,01 72,73±4,18 72,15±5,46 

WOB (μm/s) 68,98±6,43 66,1±3,32 63,83±6,15 

ALH (μm/s) 3,18±0,43 3,18±0,41 3,15±0,21 

BCF (μm/s) 9,6±1,76 8,6±1,74 10,17±1,55 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 227 
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 228 
MT – motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em 229 
linha reta; VAP – velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB – 230 
Oscilação; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda. 231 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 232 
 233 

O sêmen criopreservado em meio com Diazinon (120 μM) não apresentou a 234 

resposta esperada de proteção após o estímulo nocivo provocado pelo processo de 235 

criopreservação, através de uma concentração subletal, mantendo uma motilidade 236 

progressiva abaixo do tratamento controle. No entanto, o grupo suplementado com 237 

Diazinon manteve uma motilidade total de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013) 238 

para o sêmen criopreservado de ovinos (≥ 30%). Dessa forma, observa-se que o Diazinon 239 

(120 μM) estimulou um nível de estresse subletal nas células espermáticas, porém sem 240 

melhorar os parâmetros cinéticos. 241 

Em geral, se o estímulo estressor não for além de um certo limite, a célula pode 242 

se adaptar, montando uma adequada resposta celular protetora, o que garante a 243 

sobrevivência da mesma. Por outro lado, pode ocorrer uma falha em ativar ou manter uma 244 

resposta protetora, por exemplo, se o agente estressor for muito intenso, resultando na 245 

ativação de cascatas de sinalização de estresse, que eventualmente induzem as vias de 246 

morte celular (Perkins e Gilmore, 2006; Weston e Davis, 2007). 247 

Os resultados desse estudo divergem dos observados por Silva (2010), avaliando 248 

o efeito da suplementação do Trolox (30, 60 e 120 μM) na qualidade do sêmen 249 

criopreservado de ovinos, onde a percentagem de espermatozoides com motilidade 250 

progressiva (MP), LIN, STR, WOB, VSL e VAP, utilizando 60 μM e 120 μM de Trolox, 251 
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foram superiores às observadas no controle. Observa-se que as médias de motilidade 252 

progressiva foram muito semelhantes aos observados nesse estudo, para o grupo Trolox 253 

(75 μM – 13,5%). 254 

Os parâmetros de MT, MP, LIN, STR e BCF observados nesse estudo foram 255 

superiores aos observados por Peixoto (2007), avaliando o efeito do Trolox (60 μM) na 256 

qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. Amostras com elevados valores desses 257 

parâmetros de velocidade e de LIN e BCF apresentam melhor migração e penetração no 258 

muco cervical (Mortimer, 2000; Verstegen et al., 2002). 259 

O efeito inibitório do Trolox sobre a lipoperoxidação, através da neutralização de 260 

radicais peróxil e radicais alcoxil, encontrados nas membranas espermáticas, durante o 261 

processo de criopreservação (Pereira et al. 2003), não foi suficiente para produzir 262 

melhores parâmetros cinéticos dos espermatozoides ovinos, e isso pode ser atribuído à 263 

dose utilizada e à sua interação com o diluidor Tris-gema, interagindo com menor 264 

intensidade sobre a bicamada lipídica do espermatozoide. 265 

No teste de termorresistência (TTR) espermático a 37 ºC nos tempos 0, 30, 60, 266 

120 e 180 minutos pós-descongelamento, observou-se que os parâmetros de motilidade e 267 

vigor não diferiram estatisticamente entre os tratamentos e o controle, em nenhum dos 268 

tempos avaliados, quando adicionado Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM) ao diluidor 269 

de criopreservação de sêmen em ovinos (Tab. 2; p>0,05). No entanto, houve variações 270 

entre os tempos dentro de cada tratamento para as variáveis motilidade e vigor e 271 

espermático (Tab. 2; p<0,05).  272 

Sousa Filho et al. (2021), avaliando o efeito da vitamina E (116 μM) no sêmen 273 

criopreservado de cães, também não observaram efeitos positivos da motilidade e vigor 274 

espermáticos, avaliados pelo TTR, nos diferentes tempos de avaliação da longevidade 275 

espermática, corroborando com os resultados desse estudo. O mesmo resultado foi 276 

observado por Peixoto et al. (2013), quando utilizaram Trolox na criopreservação de 277 

sêmen de cães, nas concentrações de 200 e 300 μM/L. 278 
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Tabela 2. Motilidade total e vigor pós-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio de congelação suplementado 279 

com Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM), avaliados pelo teste de termo resistência (TTR) (n=6) 280 

 281 

Tratamentos 
0 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos 

Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor 

Controle 29,17±8,01a 2,83±0,41A 17,5±7,58b 2,67±0,51A 12,5±6,89b 2,17±0,98A 4,83±3,54c 1,33±0,81B 1,5±2,07c 0,5±0,55C 

Diazinon 19,17±6,64a 2,5±0,55A 12,5±4,18b 2,17±0,75A 7,33±3,88c 2±1,09AB 3±1,89cd 1,17±0,75BC 1±2d 0,33±0,51C 

Trolox 28,33±7,53a 2,83±0,41A 16,67±4,08b 2,67±1,03A 9,5±6,12c 2,17±0,75A 3,33±1,37d 1,17±0,41B 0,67±1,21d 0,33±0,51C 

Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Duncan 282 
Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Duncan 283 

 284 

Castelo Branco et al. (2020), avaliando o efeito do Eugenol (10μM e 50μM), adicionado ao meio de congelação de sêmen de touros, 285 

observaram o mesmo efeito de estabilização da redução da motilidade e vigor e espermático pelo TTR, sobretudo nos tempos 120 e 180 286 

minutos pós-descongelação. 287 

Para o tratamento com Diazinon houve uma redução significativa da motilidade espermática até o tempo de 60 minutos pós-288 

descongelação (T60) (p<0,05), havendo uma estabilização entre os tempos 60 e 120 minutos (p>0,05) e entre os tempos 120 e 180 minutos 289 

(p>0,05). Para o tratamento com Trolox houve uma redução significativa da motilidade espermática até o tempo de 120 minutos pós-290 

descongelação (p<0,05), havendo uma estabilização entre os tempos 120 e 180 minutos (p>0,05). 291 

Esses resultados podem indicar a necessidade de maior tempo de ação do Diazinon e do Trolox, pós-descongelamento, na bicamada 292 

lipídica dos espermatozoides, para estabilização dos danos ocasionados pela criopreservação espermática, em especial, a lipoperoxidação da 293 

membrana plasmática. 294 



39 

 

Para os resultados de morfologia espermática (Tab. 3), observou-se que a adição 295 

de Diazinon e Trolox ao meio diluidor não alterou o percentual de defeitos espermáticos 296 

no sêmen criopreservado de ovinos, e não alterou o percentual de defeitos espermáticos 297 

antes (pool) e após o processo de criopreservação em cada tratamento (p>0,05). Observa-298 

se que há uma tendência de aumento no percentual de defeitos maiores após o processo 299 

de criopreservação. O percentual de espermatozoides com defeitos maiores, em todos os 300 

grupos, está de acordo com o preconizado pelo CBRA (2013), com valores menores que 301 

10%, assim como o percentual de espermatozoides normais é superior a 80%.  302 

 303 

Tabela 3. Parâmetros morfológicos (defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais) 304 

espermáticos pós-descongelação, do sêmen de ovinos, criopreservados em meio de 305 

congelação suplementado com Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM) (n=6) 306 

 307 

Parâmetros Controle Diazinon Trolox Pool 

Defeitos maiores 

(%) 
8±3,03 5±2 7,67±4,54 4,43±1,28 

Defeitos menores 

(%) 
6±3,09 9,17±3,76 5,5±2,88 9,63±4,03 

Defeitos totais 

(%) 
14±3,85 14,17±3,97 13,17±3,87 14,07±3,55 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 308 
 309 

Resultado semelhante foi observado por Castelo Branco et al. (2017), ao avaliar 310 

o percentual de defeitos maiores, menores e totais, pós-descongelamento, do sêmen de 311 

bovinos criopreservados em diluidor suplementado com inibidores de serino protease 312 

(inibidor do ativador do plasminogênio 1 – PAI 1 e Antipaina), onde esses agentes 313 

antioxidantes não interferiram nesses padrões de morfologia espermática. O mesmo autor 314 

também não observou interferência desses antioxidantes no potencial de membrana 315 

mitocondrial, a exemplo do Diazinon nesse estudo e não observou interferência na 316 

integridade de membrana plasmática, a exemplo do Trolox neste estudo. 317 

Esses resultados demonstram que o Diazinon e o Trolox, assim como algumas 318 

outras categorias de antioxidantes, não promovem uma alteração no padrão morfológico 319 

das células espermáticas, no entanto, podem gerar alterações a níveis ultraestruturais da 320 

célula, a exemplo da estrutura da membrana plasmática e potencial de membrana 321 

mitocondrial, provavelmente por serem os principais sítios de ação das EROs sob os 322 

espermatozoides. 323 
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Na avaliação da ultraestrutura espermática, através de sondas fluorescentes, 324 

observou-se que a adição de Diazinon e Trolox não gerou um incremento no percentual 325 

de células com integridade de membrana plasmática, bem como no percentual de células 326 

espermáticas com atividade mitocondrial (Tab. 4; p>0,05), porém o Diazinon reduziu o 327 

percentual de espermatozoides com acrossoma intacto quando comparado aos demais 328 

tratamentos (Tab. 4; p<0,05). O Trolox apresentou uma tendência favorável para a 329 

manutenção da integridade do acrossoma.  330 

 331 

Tabela 4. Integridade da membrana plasmática, atividade mitocondrial e integridade 332 

acrossomal pós-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio 333 

de congelação suplementado com Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM) (n=6) 334 

 335 

Parâmetros Controle Diazinon Trolox 

Integridade de Membrana 

Plasmática (%) 
34,33±7,97 28,83±7,08 38,83±12,59 

Atividade Mitocondrial 

(%) 
35,33±12,75 20,67±5,2 33±12,29 

Integridade Acrossomal 

(%) 
34,67±2,73ab 30,17±2,32b 36,67±2,42a 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 336 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (P>0,05). 337 

 338 

Em estudo realizado por Souza et al. (2017), avaliando a associação de Trolox ao 339 

ácido ascórbico ou melatonina, também não houve aumento do percentual de 340 

espermatozoides com integridade de membrana plasmática e acrossomal nos tratamentos 341 

utilizando Trolox, no entanto, os autores obtiveram maiores percentuais de atividade 342 

mitocondrial quando associaram o Trolox ao ácido ascórbico e melatonina.  343 

Tem sido observado que o Trolox é um excelente inibidor da lipoperoxidação, 344 

devido ao fato de distribuir-se bicamada lipídica das biomembranas, envolvendo o OH- 345 

fenólico e proporcionando a remoção de radicais peroxil (Albertini e Abuja, 1999), no 346 

entanto não foi observado no presente estudo a efetividade das característica 347 

antioxidantes do Trolox na criopreservação do sêmen, sugerindo que a substância pode 348 

ter um efeito dose dependente, não apresentando um nível de concentração necessário 349 

para exercer uma atividade antioxidante nessas regiões específicas dos espermatozoides. 350 

Além disso, a associação de antioxidantes com diferentes características, no meio diluidor 351 
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para criopreservação, pode potencializar os efeitos de cada um dos antioxidantes 352 

utilizados. 353 

Peña et al. (2003), utilizando o Trolox nas concentrações de 100 e 200 μM, na 354 

congelação do sêmen de suínos, identificaram que a maior dosagem conferiu melhores 355 

resultados para a motilidade espermática e potencial de membrana mitocondrial. 356 

O diluidor suplementado com 120 μM de Diazinon apresentou bom potencial de 357 

manutenção da motilidade espermática pré-congelação, mostrando estabilidade no meio 358 

diluidor, alcançando uma motilidade espermática de 72,5%. Não existem estudos 359 

anteriores do efeito do Diazinon na qualidade espermática, quando inserido no diluidor 360 

para criopreservação. No entanto, em estudo realizado em roedores sobre os efeitos do 361 

Diazinon na qualidade espermática, foi observado que a exposição de camundongos ao 362 

Diazinon levou à redução da qualidade espermática e do potencial de fertilidade (Naderi 363 

et al., 2020), o que pode estar associado às lesões provocadas pelo aumento da 364 

peroxidação lipídica na membrana celular, que afetou, dentre outras, a região acrossômica 365 

e estresse oxidativo. Portanto, não foi observado o efeito de subletalidade na concentração 366 

empregada, gerando danos ao acrossoma espermático. 367 

Breininger et al. (2005), verificaram que a dosagem de 200 μg/mL de acetato de 368 

α-tocoferol preservou a integridade mitocondrial, elevando a motilidade espermática em 369 

suínos, uma vez que foi preservada a matriz de energia. 370 

Silva (2010), comparando o efeito do Trolox (30, 60 e 120 μM) e da Catalase, 371 

adicionados ao diluidor Tris-Gema na congelação do sêmen de ovinos, observou que, ao 372 

aumentar a concentração do Trolox ao meio diluidor, houve maior preservação do 373 

acrossoma quando comparado à utilização da Catalase.  374 

Na análise da funcionalidade da membrana plasmática, pelo teste hiposmótico 375 

(HOST), houve redução do percentual de células espermáticas com membrana funcional 376 

quando diluídos em meio de congelação suplementado com Diazinon, quando comparado 377 

aos demais grupos (Tab. 5; 0<0,05). O Trolox manteve a funcionalidade da membrana 378 

plasmática ao nível do controle (P>0,05). Resultado semelhante foi observado por Castelo 379 

Branco et al. (2020), que não verificaram efeito positivo do Eugenol (10 μM e 50μM) na 380 

funcionalidade da membrana plasmática, pelo teste hiposmótico (p>0,05). 381 

Taherdehi et al. (2019) e Naderi et al. (2020), avaliando o efeito da administração 382 

endógeno do Diazinon na qualidade espermática e tecido testicular de camundongos, 383 
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observaram redução da qualidade espermática e aumento da peroxidação lipídica, com 384 

redução da produção de glutationa reduzida no parênquima testicular, mostrando que o 385 

Diazinon pode gerar efeitos negativos nas membranas espermáticas ainda na fase de 386 

espermatogênese, o que pode ocasionar redução da integridade e funcionalidade da 387 

membrana plasmática, em doses elevadas. 388 

Carvalho (2022), avaliando o efeito da adição de Diazinon ao meio de maturação 389 

em oócitos bovinos, observou uma redução da qualidade das estruturas embrionárias 390 

formadas, embora não tenha interferido na taxa de clivagem das células, em seus estágios 391 

iniciais. Devido a sua propriedade lipofílica, os organofosforados atravessam facilmente 392 

a bicamada lipídica das membranas celulares, e dentro da célula produz radicais livres 393 

que causam estresse oxidativo local (Ozsoy et al., 2016; Rieger et al., 2017)  394 

Essa característica explica alguns dos efeitos negativos diretos que o Diazinon, na 395 

concentração atualmente utilizada, provocou a nível ultraestrutural nas células 396 

espermáticas, impactando diretamente na integridade e funcionalidade da membrana 397 

plasmática do espermatozoide, no entanto, não gerou alterações significativas na cinética 398 

espermática, denotando baixa letalidade do composto, sem induzir respostas adaptativas.  399 

 400 

Tabela 5. Funcionalidade da membrana espermática de espermatozoides ovinos, pós-401 

descongelação, submetidos ao teste hisposmótico (HOST), criopreservados em meio de 402 

congelação suplementado com Diazinon (120 μM) e Trolox (75 μM) (n=6) 403 

 404 

Parâmetros Controle Diazinon Trolox 

HOST (%) 16,67±8,91a 8,17±5,19b 12,17±7,08ab 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 405 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 406 
 407 

Aguiar et al. (2020), avaliando o efeito da suplementação com Trolox (40 µM) no 408 

diluidor, para o sêmen refrigerado de equinos, também não observaram aumento do 409 

percentual de células espermáticas com funcionalidade da membrana plasmática 410 

(p>0,05), pelo HOST, quando compara ao grupo controle e ácido decosa-hexaenoico 411 

(30ng/mL - DHA).  412 

Por outro lado, Rosin et al. (2020), observaram um aumento do percentual de 413 

espermatozoides com funcionalidade da membrana plasmática de touros, quando 414 

criopreservado em diluidor suplementado com 250 μM/mL de Vitamina E (Trolox) e 0,60 415 

mg/mL de Vitamina C, mostrando que há uma grande variabilidade de resultados que 416 
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podem ser influenciados diretamente pela espécie animal, concentrações utilizadas no 417 

meio diluidor, raças, variações individuais ou associações com diferentes categorias de 418 

antioxidantes, com mecanismos de ação complementares. 419 

 420 

CONCLUSÃO 421 

A suplementação de 120 μM de Diazinon, ao meio diluidor Tris-Gema, reduziu a 422 

cinética espermática bem como a qualidade estrutural dos espermatozoides, porém o 423 

tratamento com Trolox (75 µM) manteve a qualidade espermática do sêmen 424 

criopreservado de ovinos.  425 

 426 
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 8 

Resumo 9 

Objetivou-se avaliar o efeito dos agentes antioxidantes Genisteína (25 μM) e Resveratrol 10 

(20 μM), no diluidor TRIS-gema, sobre a qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. 11 

Para tanto, foram coletadas amostras de sêmen de seis ovinos da raça Dorper clinicamente 12 

saudáveis e com os parâmetros andrológicos/seminais normais. O sêmen foi diluído em 13 

meio Tris-Gema com glicerol e os respectivos tratamentos: Controle (Tris-Gema); T1 14 

(Tris-Gema + 25 µM de Genisteína) e T2 (Tris-Gema + 20 µM de Resveratrol). 15 

Posteriormente, foram realizadas as análises físicas do ejaculado pré e pós-diluição. As 16 

amostras foram criopreservadas pelo método automatizado e, após 15 dias, foram 17 

realizadas as seguintes análises pós-descongelamento: análise física, teste de 18 

termorresistência (TTR), cinética espermática (CASA), avaliação morfológica pré- 19 

congelação e pós-descongelação, integridade da membrana plasmática, integridade 20 

acrossomal, atividade mitocondrial e funcionalidade da membrana plasmática 21 

espermática. A análise estatística foi realizada utilizando o SAS 2013, e as diferenças 22 

foram consideradas significativas quando p<0,05. A integridade acrossomal foi menor no 23 

grupo suplementado com Resveratrol (p<0,05), assim como o mesmo elevou o percentual 24 

de espermatozoides com defeitos maiores em relação ao pool de espermatozoides pré-25 

congelação. A suplementação com Genisteína reduziu a funcionalidade da membrana 26 

plasmática espermática. Em conclusão, a adição de 25 µM de Genisteína, ao diluidor Tris-27 
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Gema, mantém os parâmetros cinéticos espermáticos e a suplementação de 20 µM de 28 

Resveratrol é capaz de melhorar o vigor espermático do sêmen criopreservado de ovinos.  29 

Palavras-chave: fitoestrógenos, polifenol, sêmen, criopreservação 30 

 31 

Introdução 32 

O processo de criopreservação espermática possibilita o uso de amostras de sêmen 33 

por períodos relativamente longos, reduz riscos e custos com aquisição de reprodutores, 34 

além de favorecer a rápida difusão do material genético e formação de bancos de 35 

germoplasma (Castelo et al., 2008; Bertozzo et al., 2009). 36 

No entanto, sabe-se que o resfriamento, congelamento e descongelamento do 37 

espermatozoide ovino podem causar danos irreversíveis, comprometendo assim sua 38 

capacidade de fertilização (Hezavehei et al., 2018). O principal efeito deletério causado 39 

ao espermatozoide é a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) durante todo o 40 

ciclo de congelamento e descongelamento, acompanhada por baixos níveis de 41 

antioxidantes no plasma seminal e no extensor, induzindo um estado de estresse oxidativo 42 

que causa a peroxidação lipídica do sistema de membrana biológica e resulta em 43 

qualidade reduzida do sêmen (Chaithrashree et al., 2020). 44 

A identificação de antioxidantes que sejam capazes de minimizar os danos às 45 

células espermáticas durante a criopreservação, é um processo que deve ser bastante 46 

estudado, isto porque há variações nas características do ejaculado nas diferentes espécies 47 

de acordo com as épocas do ano, além de sofrer influência da idade e da alimentação 48 

(Câmara e Guerra, 2011). 49 

O Resveratrol é abundantemente encontrado na videira, e está entre os compostos 50 

fenólicos que inibem a formação de EROS, retardando o envelhecimento celular e 51 
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orgânico (David et al., 2007). Na presença de trans-resveratrol, a peroxidação lipídica é 52 

inibida com mais eficiência quando comparado às vitaminas C e E, demonstrando que o 53 

Resveratrol possui melhores efeitos antioxidantes que tais vitaminas (Stojanović et al., 54 

2001).  55 

Além disso, nos últimos anos, têm se aprofundado o efeito antioxidante dos 56 

flavonóides e isoflavonóides. Nesse contexto, foi observado que a Genisteína age contra 57 

radicais peroxila e no sequestro de outros radicais livres (Simão et al., 2005). Porém, não 58 

existem evidências claras do efeito desses compostos sobre a qualidade do sêmen 59 

criopreservado de ovinos em concentrações específicas. Dessa forma, o objetivo desse 60 

estudo foi avaliar o efeito da suplementação com Genisteína e Resveratrol, no diluidor 61 

TRIS-gema, sobre a qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. 62 

 63 

Materiais e Métodos 64 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 65 

Universidade Federal do Piauí, UFPI, Teresina - PI, sob protocolo nº 745/2022. 66 

 67 

Animais 68 

Foram utilizados seis carneiros da raça Dorper, provenientes do Biotério de 69 

Produção de Ovinos do Colégio Técnico de Teresina (CTT), da Universidade Federal do 70 

Piauí, localizado na cidade de Teresina. Os carneiros foram mantidos sob regime semi-71 

intensivo, em área com pastagem cultivada de capim Tifton sp e Mombaça sp, dividida 72 

em piquetes, recebendo silagem de milho, água e sal mineral ad libitum, e avaliados 73 

quanto à normalidade dos parâmetros andrológicos antes do estudo, de acordo com as 74 

recomendações do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (motilidade em massa: ≥3; 75 
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motilidade espermática: ≥80 %; concentração: 1 a 3 bilhões espermatozoides/mL; número 76 

total de espermatozoides no ejaculado: 3 a 5 bilhões; espermatozoides morfologicamente 77 

normais: ≥ 80% (CBRA, 2013). 78 

 79 

Coleta e diluição do sêmen 80 

Foram realizadas 6 coletas de sêmen dos 6 reprodutores, com auxílio de uma 81 

vagina artificial, com um intervalo de 4 dias entre as coletas, totalizando 36 ejaculados. 82 

Após cada coleta, foram avaliados individualmente o ejaculado de cada reprodutor e 83 

selecionado conforme as características seminais desejáveis de reprodutores ovinos 84 

(CBRA, 2013). Posteriormente, foi formado o pool do ejaculado dos seis produtores, 85 

avaliado as características físicas do pool, e diluído em diluidor Tris-Gema (3,605 g de 86 

Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de frutose; 25 mg de gentamicina; 50.000 UI de 87 

penicilina; 100 ml de água destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com 88 

osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), avaliando os parâmetros físicos de motilidade 89 

e vigor espermático após a diluição. Três diluidores experimentais foram preparados na 90 

seguinte disposição: Controle (Tris-Gema), T1 (Tris-Gema + 25 µM de Genisteína) e T2 91 

(Tris-Gema + 20 µM de Resveratrol). Uma parte do mesmo pool foi diluído em cada um 92 

dos grupos experimentais. As concentrações utilizadas nos tratamentos T1 (25 µM de 93 

Genisteína) e T2 (20 µM de Resveratrol) foram obtidas através de avaliação de 94 

desempenho em testes preliminares, utilizando as concentrações de 15, 25 e 250 µM de 95 

Genisteína, e as concentrações de 20, 40 e 80 µM de Resveratrol, acrescidos ao diluidor 96 

Tris-Gema, de forma individual, inserindo o volume de sêmen necessário, conforme o 97 

cálculo de concentração espermática estabelecido pelo CBRA (2013) e avaliados os 98 
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parâmetros de motilidade e vigor espermático imediatamente após a diluição e 15 minutos 99 

pós-diluição, obtendo as melhores concentrações utilizadas neste estudo.   100 

 101 

Criopreservação do sêmen 102 

Imediatamente após a coleta e processamento, as amostras de sêmen foram 103 

envasadas em palhetas de 0,25 mL, à temperatura ambiente, para uma concentração final 104 

de 20 × 106 espermatozoides viáveis/palheta, e então foram congeladas em máquina TK 105 

3000® (TK Tecnologia em congelação Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma taxa 106 

de resfriamento de -0,5 °C/min da temperatura ambiente (25 °C) até atingir a temperatura 107 

de 5 °C. Após estabilização a 5 °C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 °C/min 108 

até atingir uma temperatura de -120 °C, quando as palhetas foram colocadas diretamente 109 

em nitrogênio líquido (-196 °C). O tempo médio entre o processo de diluição e início da 110 

criopreservação foi de 15 minutos. Após um período de 15 dias, as amostras foram 111 

submetidas às análises pós-descongelação. A descongelação foi realizada em banho-112 

maria, em uma temperatura de 37 ºC por 30 segundos, para avaliação quanto à motilidade 113 

total e vigor no teste de termo resistência (TTR), integridade da membrana plasmática, 114 

integridade acrossomal, atividade mitocondrial, através de sondas fluorescentes, 115 

funcionalidade da membrana plasmática espermática (HOST), avaliação morfológica 116 

pós-descongelação e análise computadorizada do sêmen (CASA). 117 

 118 

Teste de Termorresistência (TTR) 119 

O teste de termorreristência avaliou a longevidade dos espermatozoides das 120 

amostras de sêmen descongeladas, incubadas em banho-maria a 37 °C por um período de 121 

3 horas. As amostras descongeladas foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e 122 
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incubadas a 37 ºC, posteriormente, foram avaliadas quanto à motilidade total (MT - %) e 123 

o vigor (1-5) espermático por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical 124 

Co., Ltda., Tóquio, Japão) com placa aquecedora acoplada, com aumento de 400x, nos 125 

tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos pós-descongelamento de acordo com Colégio 126 

Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). 127 

 128 

Análise computadorizada do sêmen (CASA) 129 

A análise computadorizada do sêmen descongelado foi realizada no Núcleo 130 

Integrado de Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceará (NIB/UECE), através do 131 

sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analyses), utilizando o software Sperm Class 132 

Analyzer® (SCA) (Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha). Uma amostra de 133 

10 μL de sêmen descongelado de cada ejaculado foi diluído em 50 μL de meio TRIS 134 

(3,605 g de Tris (hidroximetil) aminometano; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de frutose; 135 

100 mL de água destilada) previamente aquecido em banho-maria a 37ºC, e uma alíquota 136 

de 10 μL dessa diluição foi inserido em lâmina previamente aquecida a 37ºC e analisado 137 

com auxílio de microscópio de contraste de fase acoplado a uma vídeo-câmera adaptada 138 

ao sistema (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japão). Para cada amostra foram analisados 139 

cinco campos. Dentre os parâmetros avaliados estão: motilidade total (MT - %), 140 

motilidade progressiva (MP - %), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em 141 

linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso (VAP - μm/s), linearidade (LIN - 142 

%), retilinearidade (STR - %), índice de oscilação ou wobble (WOB - %), deslocamento 143 

lateral de cabeça (ALH - μm) e frequência de batimento cruzado (BCF - Hz), individual 144 

para cada espermatozoide analisado. 145 

 146 
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Avaliação morfológica 147 

A morfologia foi estimada em cada amostra de sêmen descongelado, pelo método 148 

da câmara úmida, por meio do qual foram avaliados 200 espermatozoides por observação 149 

microscópica (1000x), e a porcentagem das diversas alterações morfológicas foi agrupada 150 

e classificada em espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos maiores, 151 

defeitos menores e defeitos totais, conforme Bloom (1973). 152 

 153 

Análise da integridade da membrana plasmática 154 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizado o método de 155 

coloração dupla com diacetato de carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St.Louis, 156 

MO, USA) e iodeto de propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado 157 

por Coleto et al. (2002), em que alíquotas de 50 μL de sêmen pós-descongelação foram 158 

diluídas em 150 μL de Tris (3,605 g de Tris, 2,024 g de ácido cítrico, 1,488 g de frutose, 159 

100 mL de água destilada) contendo 5 μL de DCF (0,46mg/mL em DMSO) e 20 μL de 160 

IP (0,5 mg/mL em PBS) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 200 161 

espermatozoides foi avaliado em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., 162 

Ltda., Tóquio, Japão), com aumento de 400x, usando-se filtro de emissão DBP 580-163 

630nm e excitação DBP 485/20nm. Os espermatozoides foram classificados com 164 

membrana intacta, quando se apresentaram corados em verde, e com membrana 165 

danificada quando corados em vermelho.  166 

 167 

Análise da integridade acrossomal 168 

Para avaliação da integridade do acrossoma, foi utilizado o corante isotiocianato 169 

de fluoresceína conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St Louis, 170 
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MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que uma alíquota 171 

de 20 μL da solução estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e adicionada a 172 

480 μL de solução de fosfato tamponada (PBS) para obter a concentração final de 100 173 

μg/mL. Alíquotas (20 μL) desta solução foram inseridas sobre esfregaços de lâminas 174 

contendo espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em câmara úmida a 175 

4 °C, na ausência de luz. Após incubação, as lâminas foram enxaguadas duas vezes em 176 

PBS refrigerado (4 °C) e reservadas para secagem na ausência de luz. Imediatamente 177 

antes da avaliação, 5 μL de meio de montagem UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, 178 

5mg de azida sódica e 5mg de p-fenilenodiamina) foi inserido sobre a lâmina e cobertos 179 

com lamínula. Foram avaliados 200 espermatozoides por lâmina, com aumento de 1000 180 

x, sob óleo de imersão, em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., 181 

Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão LP 515 nm e BP 450-490 nm para excitação. 182 

Os espermatozoides foram classificados como portadores de acrossomas intactos, quando 183 

apresentaram a região acrossomal corada com fluorescência verde, ou como portadores 184 

de acrossoma reagido, quando apresentaram uma faixa verde fluorescente na região 185 

equatorial da cabeça espermática ou não apresentaram fluorescência verde em toda região 186 

da cabeça.  187 

 188 

Análise do potencial de membrana mitocondrial 189 

A função mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo 190 

catiônico lipofílico JC-1 (Guthrie e Welch, 2006). Para tanto, alíquotas de 50 μL de sêmen 191 

pós-descongelação foram diluídas em 150 μL de Tris, contendo 5 μL de JC-1 (0,15 mM 192 

em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37 ºC. Um total de 200 espermatozoides foram 193 

avaliados em microscópio de epifluorescência (Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, 194 
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Japão), com aumento de 1000 x, sob óleo de imersão, usando-se filtro de emissão LP 515 195 

nm e BP 450-490 nm para excitação. Os espermatozoides com a região da peça 196 

intermediária coradas em laranja foram classificados com alto potencial de membrana 197 

mitocondrial, e aqueles com a região da peça intermediária coradas em verde foram 198 

classificados com baixo potencial de membrana mitocondrial.  199 

 200 

Avaliação da Funcionalidade da membrana plasmática (HOST) 201 

Para avaliação da funcionalidade da membrana espermática, através do teste 202 

hiposmótico (HOST), uma proporção de 10 μL de sêmen descongelado de cada 203 

tratamento, de forma individualizada, foi diluído em 1 mL de solução hiposmótica 204 

constituída por citrato tri-sódico e frutose, obedecendo a uma concentração de 150 205 

mOsm/L. Outra alíquota de 10 μL de sêmen, de cada tratamento, de forma 206 

individualizada, foi diluído em 1 mL de solução isosmótica, constituída por citrato tri-207 

sódico e frutose, obedecendo a uma concentração de 300 mOsm/L, conforme Fonseca et 208 

al. (2005) e incubados em Banho-Maria a 37°C, durante 60 minutos. Posteriormente, 209 

10µL de cada solução (hiposmótica e isosmótica) foi inserido sobre lâmina, coberta com 210 

lamínula, e observada em microscópio de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., 211 

Tóquio, Japão) com aumento de 1000x. O resultado foi expresso em percentual pela 212 

diferença de caudas dobradas antes e após o teste, em 200 espermatozoides contados. 213 

 214 

Análise Estatística 215 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. As 216 

variáveis estudadas (motilidade total e vigor no teste de termo resistência (TTR), 217 

integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, atividade mitocondrial, 218 
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através de sondas fluorescentes, funcionalidade da membrana plasmática espermática 219 

(HOST) e avaliação morfológica pós-descongelação) foram submetidas à análise de 220 

variância (ANOVA) e para comparação de média foram utilizados os testes paramétricos 221 

de Duncan e Tukey, na probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do 222 

programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2002). 223 

 224 

Resultados 225 

 226 
No teste de termorresistência (TTR) espermático a 37 ºC nos tempos 0, 30, 60, 227 

120 e 180 minutos pós-descongelamento, observou-se que os parâmetros de motilidade e 228 

vigor espermático não diferiram estatisticamente entre os tratamentos e o controle, em 229 

nenhum dos tempos avaliados, quando adicionado Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 230 

μM) ao diluidor de criopreservação de sêmen em ovinos (Tabela 1; p>0,05).  231 

O vigor espermático observado no grupo com diluidor suplementado com 232 

Resveratrol apresentou tendência de crescimento em relação aos demais tratamentos no 233 

tempo 0 (T0) pós-descongelação, assim como o grupo com diluidor suplementado com 234 

Genisteína, apresentou tendência de estabilização da motilidade espermática no T120 e 235 

no vigor espermático no mesmo tempo pós-descongelação. No entanto, houve variações236 
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entre os tempos dentro de cada tratamento para as variáveis motilidade e vigor e espermático (Tabela 1; p<0,05).  237 

Tabela 1 – Motilidade total e vigor pós-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio de congelação suplementado 238 

com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM), avaliados pelo teste de termo resistência (TTR) (n=6) 239 

 240 

Tratamentos 
0 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos 

Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor 

Controle 29,17±8,01a 2,83±0,41A 17,5±7,58b 2,67±0,51A 12,5±6,89b 2,17±0,98A 4,83±3,54c 1,33±0,81B 1,5±2,07c 0,5±0,55C 

Genisteína 23,33±6,05a 3±0,63A 15±5,47b 2,5±0,55AB 8,5±4,32c 2±0,89BC 5,33±2,58dc 1,5±0,55C 0,5±0,83d 0,33±0,51D 

Resveratrol 29,17±11,14a 3,17±0,4A 16,17±9,75b 2,67±0,81AB 9,17±4,91bc 2±0,63BC 4,5±1,22c 1,33±0,51C 1,17±1,94c 0,5±0,55D 

Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Duncan 241 
Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Duncan 242 

 243 

Para o tratamento com Genisteína houve uma redução significativa da motilidade espermática até o tempo de 60 minutos pós-244 

descongelação (T60) (p<0,05), havendo uma estabilização entre os tempos 60 e 120 minutos (p>0,05) e entre os tempos 120 e 180 minutos 245 

(p>0,05). Para o tratamento com Resveratrol houve uma redução significativa da motilidade espermática até o tempo de 30 minutos pós-246 

descongelação (p<0,05), havendo uma estabilização entre os tempos 30 e 60 minutos (p>0,05) e entre os tempos 60 e 180 minutos. 247 

Para a variável vigor espermático houve uma estabilização mais acentuada do padrão observado para o sêmen do grupo controle, 248 

mantendo-se sem diferença até o tempo de 60 minutos (Tabela 1; p>0,05). Para o sêmen suplementado com Genisteína e Resveratrol houve 249 

manutenções no padrão de vigor espermático observado até 30 minutos entre os tempos, com reduções significativas logo em seguida.250 
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Os parâmetros cinéticos espermáticos pós-descongelação, avaliados pelo sistema 251 

computadorizado (CASA), para o sêmen criopreservado de ovinos, em meio 252 

suplementado com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM), são observados na Tabela 253 

2. Os tratamentos T1 e T2 mantiveram os padrões cinéticos espermáticos ao nível do 254 

controle, nas diferentes variáveis cinéticas espermáticas avaliadas (p>0,05, Tabela 2). 255 

 256 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovinos 257 

em meio de congelação suplementado com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM) 258 

(n=6) 259 

 260 

Parâmetros Controle Genisteína Resveratrol 

MT (%) 51,67±13,73 48,83±16,12 52±14,25 
MP (%) 20,82±10,77 13,92±4,95 17,1±4,37 

VCL (μm/s) 61,22±10,42 55,32±4,52 58,6±5,48 

VSL (μm/s) 33,88±11,08 27,18±5,09 30,7±5,9 

VAP (μm/s) 42,65±10,96 36,53±4,0 40,27±5,56 

LIN (μm/s) 54,23±9,0 48,77±5,79 52,02±5,68 

STR (μm/s) 78,23±7,01 73,85±6,68 75,78±5,02 

WOB (μm/s) 68,98±6,43 65,95±2,35 68,48±3,41 

ALH (μm/s) 3,18±0,43 3,25±0,3 3,22±0,25 

BCF (μm/s) 9,6±1,76 9,15±1,67 9,1±0,39 
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 261 
MT – motilidade total; MP - motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em 262 
linha reta; VAP – velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB – 263 
Oscilação; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda. 264 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 265 

 266 

Para os resultados de morfologia espermática, como mostrado na Tabela 3, não 267 

houve alterações no padrão de defeitos espermáticos em nenhum dos tratamentos, após o 268 

processo de criopreservação (p>0,05). Observa-se que há uma tendência de aumento no 269 

percentual de defeitos maiores após o processo de criopreservação, ao comparar o 270 

percentual de defeitos maiores do pool de espermatozoides do sêmen diluído em cada 271 

tratamento, antes da criopreservação, com a mesma característica de defeitos após a 272 

criopreservação, porém sem alterações significativas (p>0,05). No entanto, o percentual 273 

de espermatozoides com defeitos maiores, em todos os grupos, está de acordo com o 274 
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preconizado pelo CBRA (2013), com valores menores que 10%, assim como o percentual 275 

de espermatozoides normais, que foram superiores a 80%. 276 

 277 

Tabela 3 - Parâmetros morfológicos (defeitos maiores, defeitos menores e defeitos totais) 278 

espermáticos pós-descongelação, do sêmen de ovinos, criopreservados em meio de 279 

congelação suplementado com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM) (n=6) 280 

 281 

Parâmetros Controle Genisteína Resveratrol Pool 

Defeitos maiores 

(%) 
8±3,03 7,5±2,74 8,5±3,98 4,43±1,28 

Defeitos menores 

(%) 
6±3,09 7,17±4,35 7,83±6,36 9,63±4,03 

Defeitos totais (%) 14±3,85 14,67±6,83 18,33±7,34 14,07±3,55 
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 282 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 283 

 284 

Na avaliação da ultraestrutura espermática, através de sondas fluorescentes, 285 

observou-se que a adição de Genisteína e Resveratrol não elevou o percentual de células 286 

com integridade de membrana plasmática e acrossomal, assim como no percentual de 287 

células espermáticas com atividade mitocondrial (Tabela 4; p>0,05). A Genisteína 288 

apresentou uma tendência favorável para elevar o percentual de células com integridade 289 

de membrana plasmática, quando comparado aos demais grupos, no entanto não houve 290 

uma elevação significativa (p>0,05).291 
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Tabela 4 - Integridade da membrana plasmática, atividade mitocondrial e integridade 292 

acrossomal pós-descongelamento de espermatozoides ovinos, criopreservados em meio 293 

de congelação suplementado com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM) (n=6) 294 

 295 

Parâmetros Controle Genisteína Resveratrol 

Integridade de 

Membrana 

plasmática (%) 

34,33±7,97 36±6,87 34±8,15 

Atividade 

Mitocondrial (%) 
35,33±12,75 29,83±11,39 32±9,65 

Integridade 

Acrossomal (%) 
34,67±2,73 34,33±2,16 33,56±2,36 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 296 
 297 

Na análise da funcionalidade da membrana plasmática, pelo teste hiposmótico 298 

(HOST), observa-se uma redução do percentual de células espermáticas com membrana 299 

funcional no sêmen criopreservado em meio de congelação suplementado com 300 

Genisteína, quando comparado aos demais grupos (Tabela 5; 0<0,05). 301 

 302 

Tabela 5 – Funcionalidade da membrana espermática de espermatozoides ovinos, pós-303 

descongelação, submetidos ao teste hisposmótico, criopreservados em meio de 304 

congelação suplementado com Genisteína (25 μM) e Resveratrol (20 μM) (n=6) 305 

 306 

Parâmetros Controle Genisteína Resveratrol 

HOST (%) 16,67±8,91a 8±4,6b 12±3,79ab 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 307 
Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% (P>0,05). 308 
 309 

Discussão 310 

Através de vários estudos, foi demonstrado que a ingestão de Fitoestrógenos causa 311 

alterações reprodutivas em animais, bem como algumas síndromes temporárias de 312 

infertilidade (Peña-Corona et al., 2019). No entanto, também há evidências de que os 313 

Fitoestrógenos, a exemplo da Genisteína, favorecem a reprodução por elevar a 314 

concentração, motilidade e volume espermático necessário para a fertilização (Yousef et 315 
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al., 2004; Domínguez et al., 2014). Dessa forma, é de grande importância o 316 

aprofundamento dos estudos com essa classe de substâncias, com potencial antioxidante. 317 

No presente estudo, a Genisteína foi capaz de manter o vigor espermático após o 318 

processo de criopreservação. A influência benéfica das isoflavonas nos parâmetros 319 

seminais tem sido atribuída ao seu efeito antioxidante, pois reduzem a produção de 320 

peróxido de hidrogênio e protegem os espermatozoides contra danos oxidativos (Yousef 321 

et al., 2004). 322 

Elsayed et al. (2019) verificaram, que a suplementação de Genisteína no diluidor 323 

de criopreservação de sêmen, em ovinos, foi capaz de aumentar a capacidade 324 

antioxidante, reduzir a lipoperoxidação, além de reduzir a fragmentação de DNA e a 325 

expressão da proteína pró-apoptótica caspase-3 na concentração de 10 µM. Por outro 326 

lado, uma concentração maior de Genisteína (100 µM) causou efeitos deletérios à célula 327 

espermática e na sua integridade funcional. 328 

Apesar dos estudos demonstrando os efeitos inibidores da Genisteína, e de outras 329 

Isoflavonas, na lipoperoxidação em células espermáticas, produzidos pelas EROs, a 330 

Genisteína (25 μM) não aumentou o percentual de células com membranas plasmáticas e 331 

acrossomais íntegras, na avaliação da ultraestrutura espermática, embora tenha 332 

apresentado uma tendência de elevação do percentual de células espermáticas com 333 

integridade de membrana plasmática. A Genisteína (25 μM) também reduziu o percentual 334 

de espermatozoides com funcionalidade da membrana plasmática, demonstrando que a 335 

mesma não foi eficiente em impedir os efeitos deletérios causados na bicamada lipídica 336 

da membrana plasmática espermática, durante o processo de criopreservação.  337 

Domínguez et al. (2014), avaliando o efeito da suplementação com dietas ricas em 338 

isoflavonas na qualidade do sêmen criopreservado de ovinos, observaram que não houve 339 
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alterações no volume espermático, motilidade total e progressiva e na integridade de 340 

membrana plasmática e acrossomal dos espermatozoides, resultando em efeitos 341 

semelhantes aos observados nesse estudo, com a suplementação direta da Genisteína (25 342 

μM) no meio diluidor para criopreservação do sêmen de ovinos.  343 

Por outro lado, Prihantoko et al. (2020), avaliando o efeito da suplementação de 344 

1mmol e 2mmol de Genisteína no diluidor de sêmen bovino para criopreservação, 345 

observaram que houve aumento do percentual de células espermáticas com integridade 346 

de membrana plasmática e acrossomal, assim como no aumento da motilidade 347 

espermática. Nesse experimento, as dosagens utilizadas no diluidor foram bem maiores 348 

às utilizadas no presente estudo, mostrando que pode haver um efeito dose-dependente.  349 

Em ovinos, foram encontrados resultados muito divergentes quanto aos efeitos 350 

deletérios ou benéficos atribuídos à ingestão de Fitoestrógenos sobre os parâmetros 351 

seminais (Ramírez et al., 2022). Portanto, são necessários mais estudos sobre os efeitos 352 

dessas substâncias na qualidade do sêmen criopreservado de ovinos. 353 

O uso do Resveratrol como agente antioxidante tem sido sugerido como 354 

alternativa na preservação da fertilidade de espermatozoides criopreservados (Gripa et 355 

al., 2021). Ourique (2012), avaliando o efeito do Resveratrol (1 e 10mg/kg) na qualidade 356 

espermática de roedores hipertireóideos, observou melhoria da motilidade espermática 357 

nos animais suplementados quando comparados aos animais do grupo Controle. Nesse 358 

estudo, verificou-se que o Resveratrol (20 μM) foi capaz de melhorar o vigor espermático 359 

após o processo de criopreservação, quando comparado ao sêmen diluído antes da 360 

criopreservação. Possivelmente esse efeito se deve à supressão das EROs produzidas 361 

durante o processo de criopreservação, reduzindo os danos provocados sobre a membrana 362 

espermática e consequentemente sobre o vigor espermático. 363 
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O vigor espermático é um parâmetro avaliado em conjunto com a motilidade e é 364 

definido como a qualidade do movimento exibido pelos espermatozoides móveis 365 

(Cardoso et al. 2005), dessa forma, se os espermatozoides apresentam maior vigor, pode 366 

haver uma maior possibilidade de os mesmos chegarem ao sítio de fecundação no trato 367 

reprodutivo da fêmea. De acordo com Christiansen (1988), o vigor em escala 3, conforme 368 

foi observado no sêmen pós-descongelação em meio diluidor com Resveratrol, 369 

apresentam espermatozoides com rápidos movimentos látero-laterais, com ocasional 370 

progressão, o que pode favorecer o processo de fecundação. 371 

Al-Mutary et al. (2020), avaliando o efeito da suplementação com Resveratrol 372 

(200 e 400 μM), no meio diluidor para resfriamento de sêmen de ovinos, observaram 373 

aumento da motilidade total e progressiva do sêmen refrigerado, mostrando também que 374 

o Resveratrol apresenta bom potencial para manutenção e maximização de parâmetros 375 

cinéticos espermáticos. 376 

Por outro lado, o grupo tratado com 20 μM de Resveratrol não melhorou a 377 

integridade e funcionalidade da membrana plasmática, das células espermáticas do sêmen 378 

criopreservado, resultado diferente do observado por Lv et al. (2019), avaliando o efeito 379 

da criopreservação de sêmen caprino com diluidor suplementado com 10 e 50 μM de 380 

Resveratrol, que observaram um aumento do percentual de espermatozoides com 381 

integridade de membrana plasmática e acrossomal, bem como na atividade mitocondrial. 382 

Os efeitos protetores do Resveratrol contra o dano oxidativo in vivo e in vitro 383 

ocorrem devido à regulação de antioxidantes endógenos dos sistemas celulares, além de 384 

atuar como um antioxidante “scavenger” de EROs (Spanier et al., 2009). O Resveratrol 385 

também inibe a formação de radicais livres de oxigênio suprimindo genes pró-oxidantes 386 

(Dolinsky et al., 2009; Spanier et al., 2009) e induzindo enzimas antioxidantes incluindo 387 
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SOD, CAT, tioredoxina e GPx (Ungvari et al., 2007; Spanier et al., 2009; Tanno et al., 388 

2010). Estudos também relataram que o Resveratrol quela o metal de transição cobre, que 389 

é capaz de gerar radicais livres e causar lipoperoxidação (Ferretti et al., 2004). 390 

Não se observou diferença entre os grupos Controle, Genisteína (25 μM) e 391 

Resveratrol (20 μM) na longevidade espermática pós-descongelação, avaliado pelo teste 392 

de termorresistência (TTR), mas houve reduções dos valores de motilidade e vigor 393 

espermático, entre os tempos, em um padrão de comportamento diferenciado em cada 394 

grupo (Tabela 1). Essa redução nos valores de motilidade e vigor podem ser explicados 395 

devido a um maior consumo de suas substâncias nutritivas nos primeiros períodos do 396 

teste, além das perdas de componentes intracelulares ou de lesões estruturais na cauda 397 

dos espermatozoides, diminuindo sua viabilidade em função da redução do ATP 398 

produzido durante as duas primeiras horas (Barros et al., 2013). 399 

O TTR tem por objetivo selecionar amostras de sêmen mais resistentes a lesões 400 

latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivência espermática dentro do trato 401 

reprodutivo da fêmea. 402 

Elsayed et al. (2019) avaliou o efeito da suplementação de 0, 1, 5, 10 e 100 μM de 403 

Genisteína, ao diluidor Tris-Gema, na motilidade progressiva de espermatozoides 404 

criopreservados de ovinos. Eles observaram um aumento significativo desse parâmetro 405 

pós-descongelação, utilizando a concentração de 10 μM de Genisteína + Tris-Gema, 406 

quando comparado ao sêmen criopreservado em meio Tris-Gema base, em análise não 407 

computadorizada. Esse resultado foi diferente do observado nesse estudo, na análise da 408 

cinética espermática. Isso demonstra que a Genisteína, em menores concentrações, pode 409 

gerar efeitos benéficos sobre a motilidade espermática. 410 



66 

 

Por outro lado, Domínguez et al. (2014) não observaram alterações nos padrões 411 

cinéticos e na morfologia espermática ao ofertarem uma dieta com 23% de alfafa, um 412 

ingrediente rico em fitoestrógenos como a Genisteína e a Daidzeína. As concentrações 413 

circulantes dessas substâncias, após absorção pelo trato gastrointestinal, podem ter sido 414 

insuficientes para gerar os efeitos esperados na cinética espermática, através da redução 415 

dos danos provocados pelos radicais livres.  416 

No estudo conduzido por Silva (2010), avaliando a adição de Resveratrol (0, 5, 417 

10, 15 e 20 μg/mL), adicionado ao diluidor de criopreservação Tris-Gema-Glicerol, não 418 

observaram melhoria nos parâmetros cinéticos espermáticos, como a motilidade 419 

progressiva, em análise não computadorizada, bem como não observaram melhoria nos 420 

parâmetros da ultraestrutura espermática. 421 

Assunção (2016), avaliando o efeito da suplementação de 50, 100 e 1000 μM de 422 

Resveratrol, ao diluidor Tris-Gema, na cinética de espermatozoides criopreservados de 423 

bovinos, observaram que a motilidade progressiva e o VAP (velocidade média do 424 

percurso), analisada pelo CASA, foi significativamente superior no grupo suplementado 425 

com 50 μM de Resveratrol, quando comparado ao grupo controle e às demais 426 

concentrações de Resveratrol, resultado diferente do observado nesse estudo, em que a 427 

adição de 20 μM de Resveratrol não resultou em melhoria nos parâmetros cinéticos 428 

espermáticos, avaliados pelo CASA. 429 

Os demais parâmetros de velocidade não foram alterados nos grupos 430 

suplementados com Genisteína e Resveratrol. Por definição, o VCL é a trajetória real do 431 

espermatozoide, o VSL é a velocidade em linha reta e o VAP é a velocidade da trajetória 432 

média da célula espermática. Em casos em que a trajetória da cabeça espermática é muito 433 

regular e linear com pouco movimento lateral, VAP e VCL devem ser quase iguais a VSL 434 
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(MATOS et al., 2008). Porém, nesse estudo, houve maiores variações entre esses 435 

parâmetros, levando a maiores valores de ALH, o que pode ter interferido diretamente na 436 

motilidade progressiva dos espermatozoides nos diferentes grupos avaliados.  437 

O ALH é amplitude do deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide e está 438 

relacionada com a linearidade do movimento (MATOS et al., 2008). Quanto maior ALH, 439 

maior será a oscilação da cabeça da célula espermática e o movimento será menos linear 440 

e progressivo.  441 

 442 

Conclusão 443 

A adição de 20 µM de Resveratrol não alterou a qualidade do sêmen 444 

criopreservado de ovinos, no entanto, a adição de 25 µM de Genisteína, ao diluidor Tris-445 

Gema, manteve os parâmetros cinéticos espermáticos e reduziu a funcionalidade da 446 

membrana plasmática. 447 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados apresentados neste trabalho não foram capazes de demonstrar o 

efeito do estresse subletal na melhoria da qualidade dos espermatozoides de ovinos, 

porém é um modelo experimental que pode ser aprimorado para testar novas 

concentrações e novas substâncias. 

Os resultados dos antioxidantes mostram que eles podem ser úteis na melhora da 

qualidade do sêmen criopreservado de ovinos, visto que foi observado melhora do vigor 

espermático com a utilização do Resveratrol. Assim, o modelo experimental com 

antioxidantes deve ser continuado para que possam ser testadas novas doses e novos 

agentes antioxidantes, visando melhorar os parâmetros pós-descongelação do sêmen 

ovino, cuja tecnologia ainda carece de aperfeiçoamentos. 

Além disso, novos estudos e técnicas devem ser realizadas, visando ampliar o 

entendimento acerca da atividade enzimática e das alterações moleculares sofridas pelas 

células espermáticas, aperfeiçoando sobremaneira o processo de criopreservação do 

sêmen da espécie ovina.  
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